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Resumen

Este articulo describe una estrategia didactica para la ensefianza
de un método de extraccion en fase solida miniaturizada en
contextos del trabajo practico de laboratorio [TPL]. Se parte
de los imaginarios previos de los estudiantes para, a partir de
algunas sesiones de laboratorio, generar cambios conceptuales
y promover un aprendizaje significativo. En este trabajo se
relatard la experiencia de conjugar el empleo de una técnica
de preparacion de muestras —PT-SPE— con un ejercicio
de intervencién didactica para el desarrollo de habilidades
procedimentales. Se presentan los resultados de la aplicaciéon
de TPL en la multideterminacion de tres esteroides en muestras
de orina al emplear HPLC-DAD-PT-C18-SPE, que presentan
adecuados porcentajes de recuperacion y parametros de
validaciéon. Los resultados de la intervencién muestran una
mejoria en habilidades relacionadas con métodos de extraccion
en fase solida. Se concluye que hubo cambios conceptuales frente
a procesos analiticos, una adecuada familiarizacion con nuevas
metodologias de preparacion de muestras, aumento significativo
del lenguaje quimico y la comprensién de conceptos, junto
con la aplicacion de procesos cognitivos de bajo orden, para la
promocion de habilidades cognitivas de alto orden.

Palabras clave: didactica de las ciencias experimentales, trabajos
practicos de laboratorio, preparacion de muestras, SPE, HPLC
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Didactic intervention for the extraction and
quantification of steroids in urine

Abstract

This article describes a didactic strategy for teaching a miniaturized solid-phase extraction
method in the context of laboratory practical training [LPT]. It is based on the students’
previousimaginaries in order to generate conceptual changes and promote meaningful learning
through a few laboratory sessions. This article will report on the experience of combining the
use of a sample preparation technique—PT-SPE—with a didactic intervention exercise for
the improvement of procedural skills. We present the results of the application of LPT in the
multi-determination of three steroids in urine samples using HPLC-DAD-PT-C18-SPE, which
show adequate recovery rates and validation parameters. The results of the intervention show
improvement of skills related to solid-phase extraction methods. It is concluded that there
were conceptual changes in analytical processes, an adequate familiarization with new sample
preparation methodologies, a significant increase in chemical vocabulary, and understanding
of concepts, along with the application of lower-order cognitive processes to the enhancement
of higher-order cognitive skills.

Keywords: experimental science didactics, laboratory practical training, sample
preparation, SPE, HPLC

Intervencao didatica para a extracao e quantificacao de
esteroides na urina

Resumo

O artigo descreve uma estratégia didatica para o ensino de um método de extragdo em fase
solida miniaturizado no contexto da pratica laboratorial [PL]. Isto se baseia nos imaginarios
prévios dos estudantes a fim de gerar mudangas conceituais e promover um aprendizado
significativo através de algumas sessdes de laboratério. Este artigo relatara a experiéncia de
combinar o uso de uma técnica de preparagao de amostras — PT-SPE — com um exercicio
de intervencao didatica para o desenvolvimento de habilidades processuais. Apresentam-se
os resultados da aplicagdo de PL na determina¢ao multipla de trés esteroides em amostras
de urina usando HPLC-DAD-PT-C18-SPE, mostrando percentuais de recuperagio e
parametros de validagdo adequados. Os resultados da intervengdo mostram uma melhoria
das habilidades relacionadas aos métodos de extragdo em fase sdlida. Conclui-se que houve
mudangas conceituais nos processos analiticos, uma familiariza¢ao adequada com as novas
metodologias de preparacao de amostras, um aumento significativo no uso do vocabulario
quimico e na compreensao de conceitos, além da aplica¢ao de processos cognitivos de baixa
ordem para a promogao de habilidades cognitivas de ordem mais elevada.

Palavras-chave: didatica das ciéncias experimentais, pratica laboratorial, preparagio de
amostras, SPE, HPLC
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Los procedimientos analiticos requieren técnicas de preparacion de muestras como
un paso esencial para obtener resultados confiables, lo cual garantiza la reproducibilidad
y disminuye la profusién de errores, en pro de una confiabilidad estadistica de los datos
obtenidos (Alcantara-Duran et al, 2018; Angulo et al, 2018). En esta perspectiva, la
microextraccion en fase sdlida emerge como una alternativa viable, en virtud de la rapidez
del analisis, de la reduccion de la muestra y de volumenes de disolventes, de la simplicidad
de su empleo, asi como de sus posibilidades para su automatizacion (Liu et al., 2017).

La extracciéon en fase solida adaptada en puntera PT-SPE —pipette-tip solid phase
extraction— es uno de los métodos més prometedores para la preparacién de muestras
miniaturizadas de extraccion en fase solida (Angulo et al., 2018; Jiang et al., 2018; Liu et al.,
2017; Yang et al., 2017). Se diferencia de la SPE —solid phase extraction— convencional por
precisar de una cantidad minima de material adsorbente y no necesitar ningtn dispositivo
de extraccion adicional, excepto una jeringa comercial. En general, es una técnica de bajo
costo por la cual la extraccion del analito es mas rapida y facil en comparacién con el uso
del SPE convencional (Amiri & Ghaemi, 2017; Nacimento et al., 2018; Pelit ef al., 2015). La
extraccion en fase solida adaptada en puntera —nombre adoptado para las puntas de las
pipetas de precision— puede ser empleada con diversos materiales adsorbentes, entre los
que se encuentran los polimeros conductores y molecularmente impresos, nanotubos de
carbono, filtro de cigarro —celulosa— y el C18 convencional o mesoporoso (Ganan et al.,
2016; Razmkhah et al., 2018).

Por otro lado, la separaciéon cromatografica ocurre a partir de la distribucion y la
interaccién entre los componentes de una fase movil y otra estacionaria (Ponzetto et al.,
2017). En los equipos de HPLC, la alta presion es compatible con el sistema cromatogréfico.
Ademas, la sofisticacion del equipo y las nuevas fases estacionarias aumentan la efectividad
de las separaciones, lo que reduce el tiempo de andlisis y aumenta la versatilidad y la
automatizacién (Chiesa et al., 2016; Li et al., 2015; Nezhadali et al., 2016).

Ademas de lo anterior, en lo que tiene que ver con el plano didactico, la transposicion
diddctica es definida como el ‘trabajo’ que transforma un objeto de saber en un objeto de
ensenanza (Ghibaudi ef al., 2016). Desde tal perspectiva, un contenido de saber que ha sido
designado como saber a ensefar sufre a partir de entonces una serie de transformaciones
adaptativas que lo hacen apto para ser un objeto de ensefianza. El concepto de transposicién
didactica se remite al paso del saber sabio —cientifico— al saber enseiado —didactico—, y,
por lo tanto, a la distancia eventual obligatoria que los separa.

La figura 1 ilustra una serie de transformaciones que van de lo implicito a lo explicito, de
la practica a la teoria, de lo preconstruido a lo construido (Ddnescu, 2015), en tal estructura
cognitiva primeramente evidenciada en los cientificos, pero también en los estudiantes
o en la poblacion objetivo. La transposicion didactica comprende una serie de etapas de
transformacién producidas en el conocimiento desde su elaboracion misma por parte de
la comunidad cientifica hasta su destino como conocimiento escolar (Hassan et al., 2015).
Por otra parte, el saber cientifico no puede ser ensefiado tal cual como este se encuentra
en los textos cientificos. Esto es un obstaculo en el proceso de aprendizaje, por lo que debe
ser modificado o traducido como un saber a ensefar. Por una parte, el saber cientifico
se presenta en textos técnicos. El saber a ensefiar se encuentra casi siempre en libros de
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naturaleza ‘didactica, algunos programas y en materiales de apoyo (Kampelmann et al.,
2018).

Figura 1

Proceso de transposicion diddctica
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Por su parte, en la ensefianza de las ciencias ha surgido una serie de cuestionamientos
sobre la importancia de las practicas de laboratorio. Desde la dptica de los adeptos,
esta investigacion recoge la premisa de entender que tanto profesores como estudiantes
encuentran diferentes finalidades a las practicas de laboratorio, que en alguna medida
son desvirtuadas si desde el inicio de las practicas el docente no motiva, ni orienta para
que los estudiantes vean el verdadero sentido de estas actividades. No obstante, los
estudiantes normalmente disfrutan cuando trabajan en el laboratorio (Chen et al., 2016).
Con frecuencia, los estudiantes tienen agrado por las practicas de laboratorio solo cuando
conocen lo que van a realizar; cuando no, pierden el interés con facilidad y se les dificulta su
aprendizaje. Para esto, es imperativo hacer un experimento adecuado —con objetivos claros
y que funcione— y tener una medida de control e independencia suficientes (Chen et al.,
2016). También se sabe que en algunas experiencias los estudiantes no adquieren ningun
tipo de destrezas en el escenario de laboratorio. Desde esta comprension, la adquisicion de
técnicas o destrezas del laboratorio pueden tener poco valor en si mismas, en la medida que
no permitan desarrollar habilidades de tipo practico como manipulacion de instrumental
preciso —balanzas, balones aforados, pipetas, buretas, entre otros— (Bostan ef al., 2015).

Con base en lo anterior, los trabajos practicos de laboratorio [TPL], como elemento
esencial disefiado para que los estudiantes adquieran una mejor idea de la naturaleza
de la ciencia y de las investigaciones cientificas (Franco et al., 2017), surgen como una
herramienta didactica que permite descubrimiento, lo cual favorece el cambio conceptual
(Hernandez, 2012). Ademas, el trabajo experimental es fundamental en la ensefianza de las
ciencias. Existen metodologias que favorecen el aprendizaje de conceptos, el desarrollo de
habilidades y de la capacidad para resolver problemas (Qing et al., 2010).

Facilitar por completo el procedimiento experimental, el marco tedrico, los objetivos y
los resultados no genera interés en el estudiante, lo que se refleja en el hecho que, cuando
el docente proporciona el marco conceptual, deja poco espacio para la construccion del
significado personal, desde una posicion que ejerce el control sobre la identificacion del
problema, la generacion de hipdtesis, el disefio experimental y los métodos que se emplean
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para manipular e interpretar los datos obtenidos desde la observacion (Bostan et al., 2015;
Sudhoft et al., 2020). Al estimular el desarrollo y la intensificaciéon conceptuales para
animar a los estudiantes a explorar, elaborar y supervisar sus propias ideas —concepciones
alternativas, imaginarios o ideas previas—, en comparacion con las aportadas desde el
experimento cientifico, se puede afirmar que el trabajo de laboratorio tendra un papel
relevante (Bostan et al., 2015).

Estudios han demostrado que la mayoria de los técnicos de laboratorio y los profesionales
de la quimica desconocen las técnicas miniaturizadas de preparacién de muestras. Por lo
tanto, su utilizacion solo es explotada en ambientes universitarios (Herndndez, 2012; Rojas-
Hernandez & Ramirez-Silva, 2012; Sevian & Fulmer, 2012). Por lo anterior, en este trabajo
se estudiaron las ventajas de ensefiar la extraccion en fase sélida adaptada en puntera, a
partir de la identificacion de las ideas previas de los estudiantes, entendidas como aquellas
ideas que estan en desacuerdo con el conocimiento cientificamente aceptado e influyen en
el aprendizaje de nuevos conocimientos cientificos (Ozmen ef al., 2009). Es bien sabido que
las ideas previas son ampliamente compartidas por los estudiantes en varios niveles o grados
de aceptacion. Ademas, los imaginarios previos son légicos, sensibles y valiosos desde el
punto de vista de los estudiantes, asi como generalizados, estables y resistentes al cambio
mediante las estrategias de ensefianza tradicionales (Donmez & Ayas, 2010). Con base en la
identificacion de las ideas previas y en la aplicacion de los TPL, se procedi6 a implementar
la técnica dentro de los trabajos experimentales de analisis quimico instrumental, para
extrapolar —a futuro, posiblemente— su uso a los ambientes de investigacion en ciencias
quimicas y a la diddctica de las ciencias experimentales.

Método

Reactivos y solventes

* Patrones analiticos: Progesterona, PGN 98.55 % —Tianjin Wanhua Technology
Development Co. Ltda®, Tianjin, China—, Prednisolona, PRe 98.55 % —Genix
Pharmaceutical Corp®, Vancouver, Canada— y Estradiol, EsD 99.03 % —Olon Ricerca
Bioscience®, Concord, EE. UU.—.

* Solventes grado HPLC: tolueno, acetona, tetrahidrofurano y cloroformo —J.T.
Baker®, Ciudad de México, México—.

* Material C18 para SPE y para PT-SPE —Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemania—.

* Solventes grado HPLC: metanol, acetonitrilo, isopropanol obtenidos —Dinamica®,
Diadema, Brasil—.

* El agua fue purificada en un sistema Milliporo Milli-Q Plus —Bedford, EE. UU—.
Instrumentacion y condiciones de separacion

Para el analisis cromatografico, se emple6 un sistema HPLC Agilent 1290 —Agilent
Technologies, Palo Alto, EE, UU—, compuesto por una bomba cuaternaria —G1311 B—,
inyector automatico modelo 1260 Hip ALS —G1367E— y un detector DAD modelo 1290
VL+ —G1315C—. Todas las separaciones de los analitos fueron realizadas en una columna
analitica Phenomenex® Gemini C18 —150 mm x 4,60 mm, 5 pm, Torrance, EE, UU—. La
fase movil consistié en una mezcla de acetonitrilo: metanol (45+55, v/v) y fue bombeada
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a un flujo de 0,85 ml min™. Los datos cromatograficos fueron adquiridos a 265 nm con
deteccion DAD. El volumen de inyecciéon fue de 40 ul para los patrones y las muestras.
Se utiliz6 el programa Agilent Open LAB Cromatography Data System® para controlar el
sistema y la adquisicion de datos.

Preparacion de muestras con el uso de PT-C18-SPE

Se llendé una puntera de 1 ml con algodoén esterilizado en la punta con el material
adsorbente —40 mg de C18—. Otra porcion de algodon fue empleada para fijar el material.
La activacion con el dispositivo se realizo con 0,1 ml de agua ultrapura utilizando una
jeringa comercial (figura 2). El eluyente se evapord y el residuo se resuspendié con 150 pl de
metanol para inyectar 40 ul en el HPLC-DAD.

Figura 2

Dispositivo de extraccion en fase sélida adaptado en puntera PT-C18-SPE
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Validacién del método

Para la validaciéon del método se tuvieron en cuenta la sensibilidad, el limite de
cuantificacion [LOQ], la linealidad, la precision, la exactitud, la robustez y la estabilidad.
Las curvas de calibracion analitica se realizaron mediante estindares externos basados en
inyecciones de las soluciones preparadas a concentraciones de 16, 40, 100, 200, 500, 800 y
1200 ng ml", extraidas por triplicado. EI LOQ se evalud a partir de seis ensayos analiticos de
orina enriquecida (250 pl, n = 6) a concentraciones decrecientes para cada analito (tabla 1).
Los resultados de precision y exactitud se expresaron en RE % —error relativo— y RSD %
—desviacion estandar relativa—, respectivamente. Los estudios de precision y exactitud se
realizaron seis veces para demostrar la repetitividad del método. La precision intermedia se
realizo en tres dias diferentes (n = 3), a concentraciones de 40, 200 y 800 ng ml.

La robustez fue analizada a partir de la capacidad del método analitico de permanecer
inalterado por pequenas variaciones en el procedimiento. Se determiné al variar parametros
como flujo (+ 0,10 unidades), volumen de inyeccién (+ 0,10 unidades) y composicion de la fase
movil —40 % de acetonitrilo + 60 % de metanol, 45 % de acetonitrilo + 55 % de metanol, 50 % de
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acetonitrilo + 50 % de metanol—. Las concentraciones de residuos de los analitos se evaluaron
con la prueba t de Student, con un nivel de significacion establecido en un valor de p < 0,05.

Intervencion diddctica

Como el objetivo de estainvestigacion era que los estudiantes de quimica —debacharelado
da Universidade Federal de Sao Joao del Rei, del espacio analitica instrumental— tuvieran
una alternativa de preparacion de muestras mas rapida, econdémica y versatil, fue necesaria
una ardua preparacion, tedrica y experimental en referencia a las técnicas citadas. Esto se
consiguidé con sesiones sobre el tema y practicas de laboratorio para que los estudiantes
esclarecieran los conceptos y las destrezas necesarias para realizar la preparaciéon de
muestras con la técnica implementada, con el fin de lograr una transposicion didéctica,
desde un entorno cientifico a un entorno de aprendizaje. Para conseguir lo antes expuesto,
se realizaron los siguientes procedimientos:

Prueba parala determinacion de ideas previas. A manera global, se buscaba determinar
qué sabian los estudiantes antes de la intervencion en el aula. En el instrumento se hizo una
breve descripcién sobre lo que es la metodologia de SPE y las variaciones miniaturizadas
como la PT-SPE. El instrumento const6 de cinco preguntas. Finalmente, para la evaluacion
de los resultados que se obtuvieron, se elabor6 una matriz de valoracion.

Exposicion sobre la técnica PT-SPE y PT-C18-SPE. Para esta fase de la intervencion
didactica se realizo la descripcion de las etapas de esta técnica de preparacion de muestras,
con énfasis en las posibles ventajas de la técnica sobre la SPE convencional.

Procedimiento experimental para la determinacion de esteroides por PT-C18-SPE-
HPLC. Para esta practica de laboratorio se disei6 un procedimiento en el que se realiz6
la determinacion de los analitos seleccionados al emplear PT-C18-SPE como método de
preparacion de muestras, teniendo en cuenta que se queria comparar la efectividad de la
técnica en términos de recuperacion de analitos, asi como la funcionalidad del procedimiento
de preparacién de muestras en comparacion con la técnica de SPE convencional. La
practica se llevo a cabo con siete grupos de cinco personas. Cada grupo realizo el proceso de
determinacion de los analitos por SPE y PT-SPE y después intercambi6 los procedimientos
con el objetivo de determinar los analitos con el empleo de ambas técnicas. Finalmente,
los estudiantes debian entregar un informe en donde se evidenciarian los resultados de
extracciéon por PT-C18-SPE.

Prueba de salida. Finalmente, se evaluaron los conocimientos adquiridos por los
estudiantes durante todo el proceso —ademds de evaluar la pertinencia de emplear una
nueva metodologia de preparacion de muestras— desde la aplicacion y diligenciamiento de
un instrumento tipo cuestionario escrito que constaba de cinco preguntas, todas abiertas.
Luego de aplicar esta prueba, se procedio a la evaluacion con la ayuda de una rubrica de
evaluacion para la presentacion de los resultados.

Resultados
Instrumentacion y condiciones de separacion

Se desarrolld6 un método en modo isocratico en fase reversa para la separaciéon de
esteroides de muestras de orina. Se utilizé6 metanol y acetonitrilo para la determinacién

Praxis & Saber, 2021, 12(31), e11215
https:// doi.org/10.19053/22160159.v12.n31.2021.11215



http://doi.org/10.19053/22160159.v12.n31.2021.11215

Angulo et. al. Intervencion didactica para la extraccion y cuantificacion de esteroides en orina

simultanea de PGN, PRe y EsD en la matriz —orina—, con el uso de una columna
Phenomenex® Gemini C18 —150 mm X 4,60 mm, 5 um—. Las condiciones se evaluaron
con la fase mdvil compuesta de acetonitrilo y metanol (40+60 v/v), velocidad de flujo 0,85
ml min™', temperatura 40° C, volumen de inyeccion 40 pl y longitud de onda 260 nm. Las
proporciones de la fase mévil fueron de acetonitrilo a 55 % - 45 % respectivamente para
obtener un ensayo rapido y simple con un tiempo de ejecucion razonable, buena simetria,
platos tedricos adecuados y una resolucion aceptable con un tiempo de ejecucion total de
alrededor de 7 min (figura 3).

Figura 3

Cromatograma referente a la separacién de los analitos estudiados
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Preparacion de muestras empleando PT-C18-SPE

Para optimizar la extraccién de PGN, PRe y EsD en muestras de orina mediante PT-
C18-SPE, se evaluaron cinco parametros tales como solvente de lavado, solvente de elucion,
cantidad de material —C18—, volumen de muestra y eluyente.

Efecto del solvente de lavado. Se realizé una etapa de lavado después de 250 pl de carga de
muestra. Se estudié el comportamiento de seis solventes con constante dieléctrica alta y baja:
tetrahidrofurano —150 pl—, agua ultrapura —150 ul—, acetona —150 pl—, hexano —150 pL—,
tolueno —150 pl— y cloroformo —150 pl—. Los resultados presentaron bajas recuperaciones
para todos los solventes de lavado, como se muestra en la figura 4 y se resume en la tabla 1. Estos
datos mostraron que el agua elimind la interferencia de la matriz con una baja recuperacion.

Efecto del solvente de elucion. Se estudio el efecto del solvente de elucion para esteroides
basado en el método cromatografico desarrollado (figura 5). Se usé metanol en la primera
medicion y se obtuvieron bajas recuperaciones para los analitos (tabla 2). El metanol se acidifico
con acido acético y acido férmico en proporciones de (9+1 v/v) en ambos casos. La recuperacion
de los analitos permaneci6 constante en el caso de acido acético mezclado con metanol como se
observa en la tabla 2. Desde estos resultados, se procedio a acidular el acetonitrilo para mejorar
la extraccion con acido acético en la proporcion (7+3 v/v) y con acido férmico en la proporcién
(9+1 v/v). Se observo que la recuperacion solo aument6 para PGN —72,1 %— con acetonitrilo/
acido férmico (9+1 v/v). Se concluydé que el metanol acidificado favorecié la recuperacion,
en la que la proporcion de acido acético se varié para una mezcla de metanol y acido acético
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(743 v/v), lo que aumento la recuperacion de PGN y EsD a 71,4 % y 73,6 %, respectivamente,
y mantuvo baja la recuperacion de PRe. El metanol acidulado con 4cido férmico también se
evaluo en proporcion (5+1 v/v). Este es el disolvente mas adecuado porque las recuperaciones
de todos los analitos fueron superiores al 67 %, como se evidencia en la tabla 2.

Figura 4

Efecto del solvente de lavado

261 BN
& | |PRe
] EsD

154

Recuperacion (%

Hexano  Tolueno Cloroformio THF Acetona  Agua
Solvente de lavado

Tabla 1

Porcentajes de recuperacion obtenidos por el efecto del solvente de lavado

% de recuperacion

Solvente THF Agua Acetona Hexano Tolueno Cloroformo
Analito
PGN 17,20 % 5,50 % 16,30 % 12,90 % 18,90 % 16,30 %
Pre 20,30 % 5,60 % 22,10 % 14,00 % 18,50 % 22,10 %
EsD 15,20 % 7,10 % 16,40 % 7,40 % 24,70 % 9,50 %
Figura 5

Efecto del solvente de elucion

100 4 PGN

80+

60

recuperacidn /%

404

Tipo de eluente

Nota: Solventes de elucién: (1) metanol, (2) acetonitrilo, (3) metanol: 4cido acético (9+1, v/v), (4)
metanol: 4cido féormico (9+1, v/v), (5) acetonitrilo: dcido acético (743, v/v), (6) acetonitrilo: adcido

férmico (9+1, v/v), (7) metanol: dcido acético (7+ 3, v/v), (8) metanol: dcido férmico (5+1, v/v).
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Tabla 2

Porcentajes de recuperacion obtenidos por el efecto del solvente de elucién

% de recuperacion

Metanol: Metanol: Acetonitril: Acetonitril: Metanol:  Metanol:
Acido Acido Acido Acido Acido Acido
acético formico acético formico acético formico

9+, vv)  (9+1, vv) (73, v/Y) (73, vv) (743, vv)  (5+1, v/v)

Solvente Metanol Acetonitrilo

Analito
PGN 3320% 25,50 % 3320% 71,40% 38,90 % 72,10%  71,40% 72,80 %
PRe  56,70% 39,60 % 56,70% 86,90 % 68,50 % 62,10%  56,10% 70,30 %
EsD  49,00%  7,10% 49,00% 3530% 34,70 % 39,50%  33,60% 69,90 %

Efecto del volumen de eluyente. Se evaluaron cinco parametros para optimizar el
volumen de eluyente —metanol/acido férmico (7+3, v/v)—. Segun los resultados (figura 6),
50 ul no son suficientes para obtener una recuperacion satisfactoria. Con la excepcion del
EsD que presenta una recuperacion aceptable de alrededor del 65 %, los otros analitos solo
eluyeron en cantidades inferiores al 40 % (tabla 3). Con 100 pl, la recuperacion es ligeramente
mayor para el PRe y el EsD, como se evidencia en la tabla 3. Los resultados muestran que
200 pl es una cantidad apropiada de solvente de elucidn, ya que la recuperacién se mantuvo
constante para volimenes de 250 pl de disolvente de elucién (tabla 3).

Figura 6

Efecto del volumen de solvente de elucion
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Efecto de la cantidad de C18. Se evaluaron algunas cantidades de C18: 10, 20, 30 y 40
mg. En la figura 7 puede verse que la cantidad de 10 mg y 20 mg fue pobre para recuperar
todos los analitos, para las que la recuperacion permanecié por debajo del 50 %. Con 30 mg,
la recuperacién mejord sustancialmente para PGN y EsD, ya que alcanzd recuperaciones
cercanas al 70 % y 60 % respectivamente. 4 mg resultd ser la cantidad apropiada para la
extraccion de esteroides en la orina porque los resultados muestran que PGN alcanzé una
recuperacion cercana al 90 %, para PRe 78,4 % y para EsD 85,0 %. El valor p (tabla 3)
confirma estadisticamente que la recuperacion segun la cantidad de material es relevante y
que el C18 estd perfectamente adaptado a la técnica PT-SPE.
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Tabla 3

Porcentajes de recuperacion obtenidos por el efecto del volumen de eluyente

% de recuperacion

Volumen 50 100 150 200 250
Analito
PGN 16,30%  2550%  70,40% 89,60 % 89,60 %
PRe 39,80%  68,70%  68,70%  78,40% 78,40 %
EsD 65,10%  7540%  7540%  84,90% 84,90 %

Figura 7

Efecto de la cantidad de C18

100 -
80
&
£ 2
o 60 H
: w0 10
CR e
i i
20 5 %
0 :

10 20 30 10
Masade C18 /mg

Figura 8

Efecto del volumen de muestra
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Efecto del volumen de muestra. El efecto del volumen de la muestra se estudi6 cargando
PT-C18-SPE con 75, 150, 200 y 250 pl de las muestras de orina fortificadas. Los resultados
mostraron buenas recuperaciones al emplear 200 pl que muestran una recuperacion de
90,4 % para PGN, 78,4 % para PRe y 84,9 % para EsD. Por su parte, 250 ul muestran una
recuperacion de 90,4 % para PGN, 80,7 % para PRe y 92,6 % para EsD (figura 8).
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Validacién del método

Se analizaron las muestras en blanco, enriquecidas y reales. Los datos obtenidos para la
selectividad no mostraron la presencia de interferencia en el mismo tiempo de retencion de
analitos, como se muestra en la figura 9 —linea roja—. La tabla 4 muestra sus coeficientes
de correlacion [r], coeficiente de determinacion [R?], rango lineal, pendiente, porcentaje de
desviacion estandar relativa [RSD %] y las ecuaciones lineales, en la tabla 5 se observa el LOQ
y porcentaje de error relativo [RE %] para el método utilizado, que estan de acuerdo con las
directrices para la validacién de los métodos analiticos convencionales. Los valores RSD % y
RE % para la precision y exactitud de los estudios intra- e interdiarios fueron inferiores al 5 %
(tabla 6). El método demostro ser robusto bajo las variaciones estudiadas (tabla 7).

Figura 9

Cromatogramas referentes a la inyeccion de blanco —linea negra—, muestras con patrones analiticos

—linea azul—, muestra real —linea roja—
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Tabla 4

Linealidad del método analitico en muestras de orina fortificadas.

Linealidad
Analitos Ecuacion linear” r Intervalo (ng ml?) RSD? (%)
PGN y=112.48x + 18207 0.9985 16-1200 2.49
PRe y =292.08x + 96726 0.9956 16-1200 3.89
EsD y=427.20x + 15250 0.9988 16-1200 2.08

Nota: * Las curvas de calibracion se determinaron por triplicado (n = 3) para concentraciones de
100, 300, 500, 1000, 1500 y 2000 ng ml-1; y = ax + b, donde y es el area del pico del analito, a es la
pendiente, b es la interseccion y x es la concentraciéon de la soluciéon medida ng ml-1.

® RSD = desviacion estandar relativa de la pendiente de la curva de calibracion
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Tabla 5

Limite de cuantificacién del método analitico en muestras de orina fortificadas

Limite de cuantificacion

Analitos Nominal (ng ml™) Analizado (ng ml™) RSD“ (%) RE? (%)
PGN 16.00 16.84 1.61 1.60
PRe 16.00 16.39 1.24 1.59
EsD 16.00 16.24 1.17 1.36
Nota: * RSD = desviacion estandar relativa del limite de cuantificacion.
® RE = error relativo con un promedio de seis repeticiones.
Tabla 6
Precision y exactitud del método analitico para la determinacion de esteroides
Analitos PGN PRe EsD
Concentracion
40 200 800 40 200 800 40 200 800
Nominal (ng mL™")
Concentracion analiza-
38.11 205.58 795.73 37.74 203.00 801.07 5224 18731 797.69
da (ng mL™")

Precision (RSDY, %) 0.84 0.34 0.34 1.14 7.83 1.92 1.08 1.57 2.55
Error relativo (RE®, %)  -4.71 2.79 0.53 -5.66 1.50 0.13 3.59 -1.35 -0.29
Concentracion analiza-

3580 217.06 834.13 31.29 22397 796.85 4832 19295 816.59
da (ng mL™)

Precision (RSDY, %) 1.50 0.61 2.38 2.08 1.25 1.08 0.76 1.76 3.19
Error relativo (RE¢, %)  -5.25 8.53 4.27 -1.79 1.99 -0.39 2.04 -3.52 2.07

Nota: * n = namero de repeticiones.
> RSD (%) = desviacion estandar relativa.
¢ RE (%) = error relativo.
Tabla 7
Test de robustez para andlisis de esteroides en orina
Analitos PGN PRe EsD
o “RE "RSD “RE  "RSD “RE  "RSD
Variaciones ‘p-value ‘p-value ‘p-value
(%) (%) (%) (%) () (%)
0.75 6.44 3.55 1.66 0.84 2.31 3.55
Flujo
0.85 0.98 0.96 0.41 0.18 0.38 0.10 -1.39 144 0.07
(ml min™)
0.95 2.71 1.73 1.92 2.83 1.52 2.70
Composi-  40:60  0.98 0.72 1.60  -0.34 133 -0.66
GO 4siss 088 249 395 1.82 252 153
0.25 0.43 0.05
Fase
50:50 3.84 2.60 1.58 1.52 2.06 3.22
Movil
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Inyeccién  40.00  0.90 2.55 -0.84 252 093 1.62
de mues- 45.00  0.90 2.49 3.95 1.82 395 1.53
0.31 0.47 0.05
tra
50.00  3.40 1.72 2.64 1.25 376 1.64
ul

Nota: *RSD (%) = desviacion estandar relativa.
"ER (%) = error relativo.

¢Nivel de significancia establecido en p <0,05.
Intervencion diddctica

Se realizd la estrategia de intervencion didactica con un enfoque basado en los TPL
aplicados a quimica. Desde la consulta guiada de los experimentos que involucraron y
desafiaron a los estudiantes en todos los pasos del proceso experimental —busqueda de
literatura, planificacién y realizacion de su propio experimento, y analizando y discutiendo
datos experimentales—, se gener6 una mejor comprension de los procedimientos
experimentales (Supasorn, 2012). Por otro lado, las dos primeras fases de la intervencion
se guiaron para mejorar los modelos mentales de los estudiantes de los conceptos
correspondientes a la practica pretexto. Esto ayudo a los estudiantes a comprender los
conceptos clave en quimica, especialmente a un nivel submicroscopico. En ese orden de
ideas, las habilidades procedimentales de los instructores de laboratorio en la preparacion
de muestras, quienes simplemente mecanizan el desarrollo de los experimentos, pueden ser
deficientes para la comprension de los conceptos de laboratorio a un nivel submicroscéopico.
Con base en lo anterior, esta intervencion, mediante la prictica continua de experimentos,
y la indagacién mejorarian las habilidades de investigacion cientifica de los estudiantes en
cuatro fases:

1. Determinacion de las ideas previas de los estudiantes mediante un instrumento para
conocer qué sabian sobre la tematica a trabajar.

2. Exposicion sobre extraccion en fase solida, técnicas miniaturizadas y metodologias
de cuantificacién por HPLC.

3. Practica de laboratorio titulada Extraccion en fase sélida para la cuantificacion de
farmacos en muestras complejas y realizacion de la practica de laboratorio Cuantificacion
de esteroides por HPLC a partir de muestras de orina empleando extraccion en fase solida
adaptada en puntera.

4. Evaluacién final, con la cual se compard el cambio conceptual, respecto a la tematica
de SPE, con respecto al test de ideas previas.

Prueba de ideas previas. los resultados expuestos en la figura 11 revelan que: En el item
1, nueve estudiantes sefialaron lo que sucede al separar los componentes de un compuesto
y de una mezcla. Diez estudiantes presentaron ideas alternativas al no tener claridad acerca
de la separacion de mezclas y compuestos.

En el item 2, seis estudiantes senalaron las diferencias entre un sistema binario y un
sistema terciario, al aludir a las propiedades fisicoquimicas que caracterizan y definen
cada sistema. Cinco estudiantes no contestaron la pregunta, mientras que diez estudiantes

no supieron explicar ni definir las caracteristicas de un sistema binario o terciario, ya
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que mostraron concepciones erréneas, refiriéndose mas a propiedades extensivas que no
definian nada de lo preguntado.

En el item 3, para diez estudiantes el proceso de adsorcidn es el que se lleva a cabo al
escribir sobre el papel. Supieron interpretar la figura. Cinco estudiantes complementaron
sus respuestas diciendo que la tinta penetraba los poros del papel por lo que no evidencian
un cambio conceptual, debido a la escasa diferenciacion entre procesos a nivel microscopico
y a nivel macroscépico.

En el item 4, quince estudiantes indicaron correctamente el orden en que debian ubicar
las sustancias de acuerdo con la instruccion dada, por lo que se puede afirmar que los
conceptos de polaridad, fuerzas intermoleculares y eluotropia estan claros para la mayoria
de la poblacién muestreada. Cinco estudiantes erraron en el orden al situar las sustancias.

Finalmente, en el ultimo item, diez estudiantes afirmaron que la extraccion liquido-
liquido es el método mas apropiado. Once sefialaron la extraccion en fase sélida, la cual era
la respuesta mds apropiada, debido a la necesidad de mejorar la recuperacion del analito,
desde sus posibilidades de cuantificacion.

Figura 11
Resultados test de ideas previas

25

Numero de estudiantes

Correcto Incomrecto Mo responde
Criterio de evaluacion

Trabajos practicos de laboratorio. La practica 1 consistié en realizar una extraccién
en fase solida. Los estudiantes tenian los objetivos, junto con el material, el método y una
solucion ala practica de laboratorio, ya que se les facilit6 todo el procedimiento. Sin embargo,
al final se les dejaron unas preguntas que debian responder segun sus conocimientos o su
motivacion por encontrar una solucién. Asi, los items que fueron tenidos en cuenta para
llevar a cabo la practica fueron:

Pardmetros de optimizacion. En este item se evaluaba la optimizacion de los parametros
de preparacion de muestras. Como se puede observar en la tabla 8, los cinco grupos
participantes cumplieron con su presentacion en el informe.

Porcentaje de recuperacion. Este item evaluaba la presentacion en el informe de la
relaciéon que permitiera evidenciar que los estudiantes habian comprendido el concepto
de porcentaje de recuperacion y su relacion con la obtencion de los analitos. En la tabla 8
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se observa que los cinco grupos que participaron en el laboratorio cumplieron con este
requisito para la presentacion en el informe.

Procesos de extraccion. Se evaluaba la presentacion de los procesos de extraccion en
diagrama de bloque, con el fin de que los estudiantes evidenciaran que habian comprendido
el funcionamiento y el proceso que sigue la extraccion en fase sélida. De los siete grupos que
participaron en el laboratorio, seis cumplieron el requisito.

Cuestionario. Se evaluaba el desarrollo de un cuestionario que constaba de cuatro
preguntas sobre conceptos como polaridad, elucion, percolacion y adsorbente y la diferencia
entre técnicas de extraccion miniaturizadas y de extraccion convencionales. De los cinco
grupos que participaron en el laboratorio, dos cumplieron al tenerlo totalmente bien, o
con una respuesta mal. Tres grupos fallaron en mas de dos de las cuatro preguntas. Las
preguntas en las que los estudiantes presentaron mas problemas fueron la 3 —ya que se
evidencid que no tenian claro el concepto de polaridad— y la 4 —en donde no se tuvo claro
el concepto de percolacion—.

Tabla 8

Rilbrica de evaluacion para el informe de laboratorio “Extraccion en fase sélida para la cuantificacion

de farmacos en muestras complejas”

Criterios de evaluacion Puntuacion
Item ;Qué evalia? Frecuencia
Correcto Incorrecto No
Correcto Incorrecto el
Parimetros de Presenta de Presenta de
e ., Adecuada f d da d d
optimizaciéon presentacién de orma adecuada  forma adecuada
. las ecuaciones las ecuaciones
ecuaciones de i i 77 0/7 0/7
it de recuperacion  de recuperacion
recuperacion de . -
! de los analitos de los analitos
analitos. .
correctamente incorrectamente
. Presentacion Evidencia el No evidencia el
Porcentaje de  del porcentaje porcentaje de porcentaje de 6/7 17 0/7
recuperacién  de reguperaci()n recup,ergcién recup,ergcién
estadistico. estadistico. estadistico.
Procesos de . El diagrama de  El diagrama de
t i6 Presentacion de bloque presenta  bloque no presenta
extraceion los procesos de que prese q pr
T una secuencia una secuencia
extraceion en coherente de coherente de
diagramas de | 6/7 1/7 0/7
os procesos de  los procesos de
bloque. I -
extraccion. extraccion.
Desarrolla el Desarrolla el
. . Desarrollo del cuestionario de cuesthnano de
Cuestionario . . forma correcta forma incorrecta o
cuestionario. 0 maximo con  con mas de un item 4/7 3/7 0/7

un item errado.  errado.

Se evidenciaron resultados propios de una practica de tipo expositiva en la que los estudiantes
son poco exigidos. El principal inconveniente de esta modalidad de practicas es su ineficacia
de cara al cambio conceptual del alumnado, ya que solo se requieren procesos cognitivos
de bajo orden y los estudiantes pasan mas tiempo determinando si han conseguido o no
los resultados correctos que planificando y organizando el experimento (Chen ef al., 2016).
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Serealiz6 una segunda practica, la cual tenia como finalidad observar el desenvolvimiento
de los estudiantes en un contexto en el cual tenian que alcanzar un objetivo, al indicar el
instrumental a emplear y la metodologia a desarrollar para resolver un problema con una
solucioén abierta.

A continuacion, se presentan los items tenidos en cuenta para la evaluacién con su
respectivo resultado.

Disefio experimental. Se evaluaba la relacion entre las variables y el procedimiento que
debian seguir los estudiantes para la preparacion de la muestra. Para ello, se entregaba un
problema y se les daba a los estudiantes un posible orden que podrian utilizar, pero que ellos
podian escoger. Los estudiantes entregaban este item al iniciar la practica. Los resultados
que se obtuvieron fueron que dos de los siete grupos tenian bien el procedimiento y la
forma apropiada de ejecutar la técnica de preparacion de muestras.

Manejo de datos. Este item se subdividi en otros para su evaluacién:

1. Determinacion del porcentaje de recuperacion. Este item evaluaba que los estudiantes
determinaran el porcentaje de recuperacion por medio del método de adicién estandar.
En este apartado, se encontraron dificultades en los estudiantes en la medida que algunos
de ellos no tenian habilidades en el manejo de Excel. Tan solo tres de los siete grupos
de trabajo obtuvieron de forma correcta este calculo, lo que evidencia la problematica
relacionada con la aplicacion de ecuaciones y férmulas.

2. Manejo estadistico. Se evaluaba que los estudiantes aplicaran de forma correcta la
estadistica inferencial para el manejo de datos, con el fin de obtener buenos parametros
de reproducibilidad, precision, exactitud y robustez. De los siete grupos, cinco lo hicieron
de forma correcta.

3. Analisis de resultados. Se evaluaba la interpretaciéon que los estudiantes le daban a
los resultados que habian obtenido. En este caso, era fundamental que los estudiantes
mencionaran los parametros de precision y exactitud, al igual que comentaran cuales
son las condiciones dptimas de preparacion de muestras para obtener recuperaciones
cercanas al 100 %. También era importante mencionar el por qué en los cromatogramas
aparecian otros picos y su interpretacion. De los siete grupos, tan solo dos hicieron un
adecuado analisis. Los restantes cinco grupos, aunque mencionaban para ellos qué eran
los otros picos, no podian hacer un analisis pertinente, debido a que sus resultados no se
habian realizado de forma correcta.

Los datos obtenidos evidenciaron la presencia de falencias en cuanto a la presentacion
de los resultados, lo cual impide realizar un adecuado andlisis. Aunque esta practica era
de tipo intermedio, se encontraron resultados poco satisfactorios. Se cree que esto sucedi6
porque los estudiantes estan acostumbrados a emplear procesos cognitivos de bajo orden,
pero cuando se enfrentan a practicas en las que se requieren procesos cognitivos de alto
orden, se presentan confusiones, lo que deriva en resultados errados.

Prueba de salida. Teniendo en cuenta el trabajo experimental y el trabajo disciplinar,
los estudiantes del grupo objetivo contaban con las herramientas suficientes para realizar
la prueba de salida cuyos resultados se muestran en la figura 12. Se evidenci6é un aumento
significativo de las habilidades de los estudiantes para responder a las situaciones

Praxis & Saber, 2021, 12(31), e11215

https:// doi.org/10.19053/22160159.v12.n31.2021.11215 17



http://doi.org/10.19053/22160159.v12.n31.2021.11215

Angulo et. al. Intervencion didactica para la extraccion y cuantificacion de esteroides en orina

problematicas con los conocimientos adquiridos de SPE.

La primera situacion problema indagaba en los estudiantes la identificacion de procesos
de preparacion de muestras especificos para un procedimiento en especial. Diecinueve
estudiantes respondieron de forma incorrecta, puesto que no habia claridad al diferenciar
exclusion molecular de extraccion molecular, que es un término no muy empleado. Esta
confusion de conceptos derivo en las respuestas erradas de los estudiantes.

Para el item 2, nueve estudiantes respondieron de forma correcta al identificar el tipo de
solvente que se debe utilizar para un sistema, para el que los materiales adsorbentes diferian
mucho en su polaridad. Catorce estudiantes ignoraron la serie eluotrdpica y se inclinaron a
responder bajo puntos de vista de soluciones organicas, sin especificar la polaridad o el tipo
de elucidn precisa para el sistema de extraccion expuesto en la pregunta.

En el item 3 se preguntd por las ventajas de emplear solventes acidulados. Dieciséis
estudiantes acertaron en su respuesta y ocho respondieron de forma incorrecta, lo cual
evidencia que no hay claridad en los conceptos de elucion y percolacion.

En el item 4, ocho estudiantes respondieron de forma correcta, nueve de forma incorrecta
y siete no respondieron. En este punto se evidencié que solo quienes tenian claridad sobre el
sistema presentado pudieron sugerir de forma coherente como variar la polaridad de la fase
movil para eluir solutos con diferente polaridad.

Finalmente, en el item 5 se indagd si el estudiante evidenciaba la diferencia entre
adsorcion y absorcion. Dieciséis estudiantes contestaron de forma acertada, lo que confirma
que hubo un adecuado cambio conceptual.

Figura 12

Resultados prueba de salida

777 Item 1
D item 2
[ Jitem3
Bl item 4
Bl item 5

Mumero de estudiantes

Correcto Incorrecto No responde
Criterios de evaluacion

Conclusiones

En este trabajo se desarrollo un método para multideterminacién de esteroides en
muestras de orina empleando HPLC-DAD. Tanto el método como la técnica demostraron
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ser econdmicos, rapidos y faciles de operar. Ademas, la PT-C18-SPE es un procedimiento
ambientalmente correcto, al utilizar cantidades minimas de solvente organico —ul— en
el proceso de optimizacion de la preparaciéon de la muestra con excelente eficiencia de
extraccion —alrededor del 90 %— para PGN y EsD, y un valor de 85 % para PRe. Finalmente,
la metodologia mostré valores aceptables en el proceso de validacion.

A través delos trabajos practicos delaboratorio, se promovid la adquisicion de habilidades
para métodos de preparacion de muestras no convencionales, especificamente de extraccién
en fase sdlida. Segun las ideas previas de los estudiantes y en comparacion con la prueba
de salida en el grupo objetivo, se concluye que hubo un cambio conceptual significativo en
lo referente a la diferenciacion entre absorcion y adsorcion. Al comparar las ideas previas
y la evaluacion final del proceso en el cual se desarrollo este trabajo, se evidencié que el
estudiante se familiariz6 y amplié su conocimiento disciplinar al apropiarse de “nuevos
métodos” de preparacion de muestras como lo son los métodos miniaturizados, lo que
permitié un aumento significativo en el lenguaje quimico, asi como en la comprensién de
conceptos estructurantes para su buen desempefo como profesional de la quimica.

No se evidencié una aproximacion clara por parte de los estudiantes para relacionar
los métodos cromatograficos con un contexto particular, pero si se obtuvieron resultados
favorables en la practica en donde se requerian procesos cognitivos de bajo orden. Por otra
parte, en la practica de nivel de complejo se obtuvieron resultados muy bajos, ya que se
requerian procesos cognitivos de alto orden. Dados los resultados poco favorables que se
tuvieron en la practica con procesos cognitivos de alto orden, es necesario redimensionar
el papel del profesor en el sentido de hacerlo mas activo, en la medida que acompaiie y guie
permanentemente el proceso experimental.
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