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Introduccion

Los Contaminantes Organico-Emergentes (COE"s) abarcan sustancias sintéticas y naturales que
pueden afectar tanto la salud humana como el medio ambiente. Estas pueden ingresar por
diferentes vias de exposicién como inhalacion, contacto dérmico, ingestion de agua y consumo de
alimentos (Nascimiento et al. 2015). Dentro de la categoria de COE’s, se encuentran los Residuos
de Productos Farmacéuticos (RPF), que son detectables en agua, suelo, aire y alimentos. Segun
Garcia-Rincon (2022) los RPF tienen origen en diversas fuentes, tales como hospitales, farmacias,
veterinarias, agroindustrias, hogares y Centros de Atencién y Valoracion de fauna silvestre (CAV).

Los residuos de antibidticos, incluidos en los RPF, derivan del uso de medicamentos para tratar
infecciones y enfermedades causadas por microorganismos en animales (Sanchez, 2017). Estos
medicamentos rara vez se metabolizan completamente en el organismo, lo que lleva a su
eliminacion a traves de la orinay las heces. En bovinos, estos residuos también pueden encontrarse
en la leche cruda, que, después de un proceso industrial, se comercializa (Aytenfsu et al., 2016).
Ademas, los desechos excretados que contienen RPF pueden afectar otras matrices, como el agua
(Zhang et al., 2014), que es consumida tanto por humanos como por bovinos. Asi que la ingesta
de leche o agua contaminada con estos residuos puede tener diversos impactos en la salud de los
consumidores, tales como la resistencia bacteriana a los antibidticos, reacciones alérgicas,

intoxicaciones y efectos adversos en mujeres embarazadas (Parra, 2003).

En este contexto, se disefié e implemento6 una secuencia didactica para abordar esta problematica,
adaptando tres fases del Aprendizaje Basado en Investigacion (ABI): conceptualizacion,
investigacion y conclusion (Pedasté et al., 2015). Esta secuencia tiene como objetivo fortalecer las
competencias investigativas de los estudiantes de Licenciatura en Quimica al permitirles
identificar y aplicar métodos de analisis quimico y microbiologico en situaciones reales. Para
lograrlo, la secuencia incluye un trabajo experimental para detectar residuos de antibioticos en las
matrices de leche y agua, y un andlisis microbiolégico con antibiogramas para evaluar la

sensibilidad bacteriana a antibioticos.
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Justificacion

La investigacion sobre los Contaminantes Organicos Emergentes (COE’s) en agua y leche ha
mostrado un aumento significativo en los ultimos afios (Gil et al., 2012). En Colombia, estudios
recientes revelan que el 90% de las muestras de agua potable contienen COE'’s, incluyendo
bifenilos policlorados (PCB), plaguicidas organoclorados (OCP) y retardantes de llama bromados
(BFR) (Martinez-Gonzalez et al., 2022). Ademas, el 70% de las muestras de leche cruda presentan
COE’s, destacando la presencia de antibidticos que afectan la calidad de los productos lacteos y
contribuyen a la resistencia antibidtica (Castro-Duque et al., 2023; Hernandez et al., 2017).

Rodriguez et al. (2020) advierten que la resistencia antibiotica es una problematica interconectada
entre humanos, animales y el medio ambiente, destacando que la exposicion continua a antibioticos
contribuye al desarrollo y propagacion de cepas resistentes. Boxall et al. (2012) afiaden que la
excrecion de animales tratados con estos antibidticos puede introducir residuos en afluentes
cercanos, que son utilizados tanto para el consumo humano como para la ganaderia, exacerbando
el riesgo de contaminacién en alimentos y en el ecosistema acuatico. A pesar de estos hallazgos
graves, la contaminacion de alimentos con residuos de antibioticos sigue siendo poco explorada a
nivel nacional e internacional, y las normas actuales de ICONTEC, como la NTCC 399, no
incluyen criterios para estos residuos, subrayando la urgente necesidad de investigar y abordar esta

problematica.

En respuesta a lo anterior, se propone una secuencia didéctica, dirigida a estudiantes del Enfasis
Disciplinar | en Calidad de Aguas de la Licenciatura en Quimica de la Universidad Pedagdgica
Nacional (UPN), disefiada para abordar estos desafios mediante el ABI. La secuencia didactica
permitird a los estudiantes analizar y abordar los efectos de los residuos de antibi6ticos en
contextos reales, fortaleciendo su capacidad para identificar y aplicar métodos quimicos y
microbioldgicos. Al integrar el ABI, se busca no solo abordar problemas ambientales actuales,
sino tambien preparar a los futuros profesionales para enfrentar retos complejos en su carrera. Esta
propuesta esta alineada con la mision del programa académico, que busca formar profesionales en
educacion en ciencias naturales de manera integral y transdisciplinar, promoviendo procesos

educativos e investigativos contextualizados.
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Planteamiento del problema

Para garantizar la seguridad alimentaria en relacion con los contaminantes organicos emergentes
(COEs) que afectan al consumidor, tanto entidades nacionales como internacionales han
establecido limites maximos de residuos de productos farmacéuticos (RPF) en los alimentos.
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), los
limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios (LMRMV) para la Amoxicilina en
leche bovina son de 4 pg/Kg, y para la Penicilina G son de 4 pg/L. En Colombia, la Resolucion
00001382 de 2013, expedida por el Ministerio de Salud y Proteccion Social (MSPS), adopta estos

parametros emitidos por la FAO.

Esta regulacion responde al conocimiento sobre los impactos ambientales y en la calidad de los
alimentos que generan los RPF, asi como su potencial para afectar la salud humana. Se ha
demostrado que los RPF estdn vinculados con la resistencia de microorganismos, efectos

mutagénicos, cancerigenos y reacciones alérgicas (Doyle, 2006).

En el contexto de la formacion de licenciados en quimica, un reto fundamental es mejorar las
competencias investigativas de los estudiantes (Andrade et al., 2020). El Aprendizaje Basado en
la Investigacion (ABI) se aplica para fomentar estas competencias en relacion con temas propios
de la disciplina. Sin embargo, muchos programas educativos enfrentan dificultades para integrar

practicas investigativas efectivas en el curriculo (Healey & Jenkins, 2009).

La formacion de competencias investigativas es crucial para los futuros licenciados en quimica,
ya que estas competencias son esenciales para construir conocimiento en el aula y fomentar la
investigacion. Ademas, fortalecer estas competencias permite abordar problematicas reales y
aplicar métodos de investigacion pertinentes, reforzando la relevancia de una educacion enfocada
en la investigacion. De lo anterior, surge la pregunta: ;Como fortalecer una competencia
investigativa en estudiantes de Licenciatura en Quimica mediante una secuencia didactica centrada

en el ABIy en el andlisis de antibioticos veterinarios en aguas superficiales y leche bovina?
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Objetivos
1.1 Objetivo general

Fortalecer una competencia investigativa en estudiantes de la Licenciatura en Quimica de la
UPN a través de una secuencia didactica centrada en el Aprendizaje Basado en Investigacion
(ABI) y el anélisis de antibiodticos veterinarios en aguas superficiales y leche bovina.

1.2 Objetivos especificos

e Estandarizar la cuantificacion de antibidticos betalactamicos por la técnica analitica de
HPLC en matrices de agua superficial y leche bovina

e Implementar una secuencia didactica que fortalezca la competencia investigativa de los
estudiantes para identificar y aplicar métodos en investigaciones con problemaéticas reales.

e Evaluar la secuencia didactica en relacion con el desarrollo de competencias investigativas
en sus dimensiones conceptual, procedimental y actitudinal, tras su implementacion en los

estudiantes.

Antecedentes

En este apartado se hace constatar el estudio y seleccion de articulos relevantes para los autores de
la presente investigacion que permiten relacionar los conceptos tanto didacticos como disciplinares
que se estan abordando en este trabajo. Por eso se encuentran estudios realizados para ensefiar la
quimica mediante el ABI y estudios de residuos de farmacos en leche y agua. Para establecer la

mirada investigativa actual sobre estas tematicas.
1.3 Antecedentes Didacticos

En este apartado se presentan investigaciones previas que, de manera directa o indirecta, aportan
al desarrollo y contextualizacion de esta investigacion. Estas referencias incluyen estudios que
exploran metodologias didacticas, enfoques pedagdgicos y estrategias de ensefianza que
enriquecen la comprension y la implementacion de la secuencia didactica propuesta. La revision
de estos antecedentes proporciona una base solida para el disefio, la ejecucion y la evaluacion del

proceso educativo.
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1.3.1 Antecedentes Internacionales

En un estudio hecho por Pedaste, et al. (2015), realizaron una recopilacion de autores que plantean
fases para ejecutar el ABI, en su revision bibliografica determinaron las fases que mas se repetian
entre los diferentes articulos referidos a la estrategia didactica. Determinando que, aunque con
diferentes nombre y pequefias diferencias entre los autores las fases mas predominantes del ABI
son: orientacion, conceptualizacion, investigacion, conclusion y debate. Los autores que realizaron
esta unificacion de fases establecen sub-fases en algunas de las fases principales. EI ABI es una
estrategia didactica usada para el desarrollo de competencias investigativas propuestas por el
docente ligadas principalmente al proceso investigativo. Dado que las fases del ABI varian
significativamente entre diferentes autores, se optd por adaptar algunas las fases propuestas por
Pedaste, et al. (2015).

La investigacion es una de las tareas fundamentales de la universidad contemporanea. Sin el
componente investigativo, la mision de ese centro de altos estudios quedaria reducida a la mera
ensefianza o simplemente a la transmision de conocimientos, sin el desarrollo pertinente de los
modos de actuacion, es por esto que la universidad tiene la responsabilidad de preparar a los
estudiantes y atender sus carencias en correspondencia con las necesidades sociales, ademas de

garantizar su pleno desarrollo.

Segun Martinez, Medina y Salazar (2018), la educacién superior es la formacion de profesionales
competentes para la investigacion, debido a que son estos profesionales quienes deben resolver los
problemas que impiden el avance de las sociedades en su desarrollo. Estos profesionales deben ser
innovadores, dirigentes y lideres en la labor de investigacion. Una educacion superior que no tenga
como objetivo formar en funcién de lo anterior, no es mas que una educacion para transferir
informacidn y conocimiento. Para los autores, las competencias investigativas son aquellas que
buscan la relacién entre el conocimiento teorico y la préactica, o el actuar procedimental enfocado

en dar soluciones a los desafios de la sociedad contemporanea.

Asi mismo, Freire (2016), destaca el papel fundamental de las competencias investigativas en la

formacion de docente universitarios. Puesto que fortalecer estas competencias durante la
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formacion prepara a los futuros educadores para abordar los desafios complejos del entorno

educativo actual, fomentando una ensefianza mas efectiva y adaptable.

Antecedentes Nacionales

En un estudio realizado por la UNAD en 2013, la docente Libia Esperanza Nieto plantea que el
objetivo del ABI es que los estudiantes establezcan conexiones sélidas entre la investigacion y el
proceso de aprendizaje, fusionando la construccion de conocimiento por parte de los estudiantes
con la generacion de saberes que estén en linea con las précticas cientificas. Ademas, establece
que los estudiantes deben ser pensadores autbnomos, mientras que los docentes se encargan de
estimular y fomentar el desarrollo de competencias en los estudiantes, en particular, las vinculadas
a la investigacion. Este articulo nos plantea que el ABI debe aplicarse en contextos que permitan

al estudiante establecer los conocimientos se aplican en entornos reales.

Desde la perspectiva de la aplicacién del ABI para contribuir a la formacion de docentes en el
contexto actual. Un estudio realizado por Colina et. al, (2023) plantea que el ABI responde a la
necesidad de integrar competencias para fomentar la investigacion, el pensamiento critico y la
autonomia en los estudiantes. Ademas, este impulsa transformaciones en los planos de estudio,
promoviendo un aprendizaje basado en un andlisis critico con argumentacién. Por lo que, el
objetivo de la esta investigacion es identificar en los estudiantes competencias investigativas,
exponiendo los componentes que conforman la construccion del conocimiento cientifico y sugerir
estrategias para fortalecerlo, a través de su aplicacion y reflexion critica. Adicionalmente, Mejia
(2022) manifiesta que estas competencias son fundamentales en el &mbito académico y
profesional, ya que permiten a los estudiantes se acerquen a los fendbmenos de la naturaleza como

cientificos e investigadores.

En este contexto, las universidades en Colombia estdn sujetas a transformaciones segun los
avances educativos a nivel mundial. A pesar de ello, la investigacion académica en el pais sobre
el ABI en profesores en formacion es escasa. Por lo cual, el Ministerio de Educacién Nacional, en
su decreto 1330 de 2019, insta a los docentes a integrar competencias de investigacion en el
aprendizaje, promoviendo la integracion de las areas cientificas, académicas y de extension en los

programas educativos.
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1.3.2 Antecedentes Locales

En 2017 Jiménez plantea una secuencia didactica utilizando el aprendizaje por investigacion,
donde evidencia que entre las fases aplicadas estan, la conceptualizacion e investigacion del ABI,
para la ensefianza y aprendizaje de la ley de proporciones definidas. Para generar hipotesis y
preguntas, diseid e implemento actividades educativas que promuevan la investigacion. Los
resultados revelaron que la unidad didactica desarrollada a traves del ABI facilito el aprendizaje
autébnomo, y contribuy6 a desafiar y corregir concepciones erréneas que los estudiantes sostenian

sobre fendbmenos naturales de su vida cotidiana.

Por otro lado, para comprender las implicaciones pedagogicas y didacticas de la implementacion
del modelo de ABI en la ensefianza de la Quimica. El articulo de Riveros et al. (2014) plantea una
propuesta de ensefianza para los conceptos acido-base utilizando el ABI. En este se resalta la
necesidad de desarrollar estrategias que faciliten la conexién entre el contenido quimico impartido
en el aula y la vida cotidiana de los estudiantes. Esto, no solo facilitard la adquisiciéon de
conocimientos relevantes y contextualizados para los estudiantes, sino que también estimulara su

interés por explorar aspectos que generalmente no se abordan en el ambito educativo.
1.4 Antecedentes Disciplinares

1.4.1 Antecedentes Internacionales

En el afio 2016, Aytenfsu, Mamo y Kebede realizaron un estudio de revision bibliogréfica y de
estudios relacionados a la presencia de RPF estableciendo la relacién existente entre el proceso
metabdlico del medicamento en el cuerpo y su posterior excrecion tanto en orina y heces como en
la leche. Con relacion al consumo de esta leche contaminada con RPF establece que es un
problema de salud publica en Etiopia debido a la adaptacién de los microorganismos a los agentes
microbianos presentes y al impacto a la salud del consumidor que genera la ingesta de estos

productos a la flora intestinal.

Por otra parte, un estudio realizado en el norte de la India por Jindal et al. (2021) evalué la presencia
de residuos de antibioticos en leche, desechos fecales y agua de las granjas lecheras, debido a la

creciente preocupacion por la resistencia antibiotica de los microorganismos. En la India, la falta
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de regulaciones estrictas sobre la venta y comercializacion de antibidticos, combinada con el uso
indiscriminado de estos medicamentos en la cria y mantenimiento de animales de granja, favorecid
la resistencia a los antibioticos. Los resultados de esta investigacion revelaron que el 15.6% de las
muestras de purines y el 11.7% de las muestras de leche contenian residuos de antibi6ticos.

Del mismo modo, Zhang et al. (2014) realizé un estudio en las aguas superficiales de una region
ganadera en el norte de China. Y encontrd que uno de los factores que contribuye a la resistencia
de los antibidticos es la acumulacion de residuos de antibidticos en los desechos animales puesto
que una parte sustancial de la dosis entre el 30% y el 90% se excreta en forma de metabolitos
activos, por heces y orina, contaminado las aguas superficiales del lugar. Esto demuestra la
importancia de abordar esta cuestion de manera integral, ya que los residuos de antibioticos en una
matriz pueden influir en otra. Ademas, estos trabajos permiten conocer las técnicas de analisis
quimicos como HPLC utilizadas para detectar y cuantificar los residuos de antibidticos en las

muestras, y destaca los factores que contribuyen a la problematica.

Por otra parte un estudio microbiolégico que busca determinar la resistencia bacteriana de
microorganismos patdgenos que son causantes de la mastitis en bovinos realizado en Per( por
Rosas (2023) se realizo el analisis de cepas de algunas bacterias que fueron tomadas en diferentes
afios siendo desde el 2010 hasta el 2019, esto con la finalidad de analizar la inhibicion causada por
diferentes antibioticos a estas bacterias entre los farmacos utilizados se encuentran la Amoxicilina
y Penicilina G y entre las bacterias analizadas se incluyeron cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis. El estudio consistié en usar antibiogramas por el método de Kirby-Bauer en
cepas recolectadas de diferentes afios esto para determinar la resistencia a los antibiéticos, en el
estudio se determind que la Penicilina G es uno de los medicamentos a los que las bacterias que
desencadenan la mastitis han obtenido tolerancia esto viendo que més del 70% de cepas analizadas

presentan tolerancia con respecto a estudios de afios anteriores.
1.4.2 Antecedentes Nacional

La investigacion sobre la contaminacion por residuos de productos farmaceéuticos como loa
antibidticos y la resistencia bacteriana en el sector lechero colombiano ha revelado una compleja

interrelacién. Flores et al. (2021) documentaron la presencia significativa de metabolitos de RPF
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en cuerpos de agua, sugiriendo una posible fuente de contaminacion para los sistemas acuéticos y,

por ende, para los animales.

Por otro lado, Trujillo et al. (2011) identificaron una alta prevalencia de cepas bacterianas
causantes de la mastitis, resistentes a la penicilina en hatos lecheros antioquefios, lo que podria
estar asociado a la exposicion de los animales a estos contaminantes. Los resultados de Buitrago
et al. (2001) proporcionan evidencia adicional sobre la importancia de determinar las
concentraciones minimas inhibitorias de los antibioticos para guiar el tratamiento de las mastitis y
prevenir la propagacion de la resistencia bacteriana. Estos hallazgos proporcionan informacion
crucial para establecer los rangos de las concentraciones minimas inhibitorias de los antibiéticos,

necesaria para la realizacion de los antibiogramas en esta investigacion.

1.4.3 Antecedentes Locales

Navarrete (2019), establece en su investigacion un problema en la calidad de la leche por los
antibioticos, su investigacion encontré que en la zona de produccion lechera cundiboyacense se
observan RPF. Una relacion directa en cuanto a la calidad de la leche, por lo que concluye que
62% de las muestras tomadas y analizadas para este estudio son buenas. Por lo tanto, nos dice que

el 38% de las muestras de leche analizadas tiene una calidad regular o mala.

Referentes conceptuales

En este apartado se abordan las fuentes teoricas, ya que son las bases de este trabajo de
investigacion, enmarcado en la fase investigativa del ABI, usando una secuencia didactica. En
cuanto a la parte disciplinar se encuentran definiciones, relaciones importantes entre los
antibiodticos y las matrices de leche y agua. Ademas, se detallard la técnica analitica HPLC

empleada para la deteccion y cuantificacion de los RPF en las muestras.
1.5 Referentes pedagogicos

1.5.1 Secuencia Didactica

Segun Rodriguez (2014) la secuencia didactica consiste en la planificacion de actividades que
siguen un orden logico y guardan relacion entre si. Por lo tanto, al disefiar las actividades de una

secuencia didactica, el docente debe verificar que estas respondan a una finalidad concreta.
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Al mismo tiempo Obaya y Ponce (2007). Indican que una secuencia didactica debe tener
consideraciones antes de su disefio y desarrollo, puesto que debe estar justificada y responder a
preguntas sobre la importancia de la secuencia didactica y de cémo esta puede impactar
positivamente en los estudiantes. Antes de su disefio se debe caracterizar los conocimientos
previos de los estudiantes para que tenga un sentido relevante en el aprendizaje. Se plantean
actividades basadas en las observaciones del docente frente al grupo de estudiantes, ademas de
establecer materiales, espacios, tiempo para la ejecucion de dichas actividades y para la actividad

evaluativa.

1.5.2 Aprendizaje Basado en Investigacion (ABI)

Actualmente, una de las estrategias didacticas mas relevantes a nivel global es el ABI, ya que
permite al alumno desarrollar competencias investigativas que no pretenden simplemente replicar
el conocimiento, sino que busca que los estudiantes disefien o implementen saberes a fin de generar
productos intelectuales que impacten en el ambito académico y social a partir de la investigacion
(Pefiaherrera, Chiluiza y Ortiz, 2014)

Aunque el ABI esta teniendo mayor relevancia en Instituciones de Educacién Superior en los
altimos afios Travé y Pozuelos (2008). La realidad es que a principios del siglo XX el pedagogo
Denwey (1916) proponia una estrategia didactica que implementara el método cientifico con la
finalidad de que el estudiante pudiera integrarse a la investigacion y aprender de este proceso en
lugar de que el docente le transmitiera el conocimiento obtenido en las investigaciones hechas por

terceros.

1.5.3 ¢Queé es la investigacion en el ABI?

La investigacion desempefia un papel fundamental en el ABI, segun lo planteado por Pedasté et
al. (2015) y Nieto (2013) esta es la columna vertebral que sustenta el proceso de aprendizaje de
los estudiantes. Puesto que esta estrategia pedagogica se caracteriza por fomentar la exploracion
activa de temas o problemas por parte de los estudiantes, y la investigacion es la principal
herramienta que utilizan para lograrlo. En este contexto, la investigacion no solo implica que los
estudiantes formulen preguntas, lleven a cabo experimentos, recopilen, analicen datos y lleguen a

conclusiones basadas en evidencias sélidas, sino que los ayuda a comprender la aplicabilidad del
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conocimiento en contextos reales, brindandoles una perspectiva méas profunda de los conceptos en

la préctica.

1.5.4 Fases del ABI.

El ABI es una estrategia didactica la cual esta dividida en fases, para su aplicacion estas varian

segun el contexto donde se aplique, el tipo de papel que se le quiera dar al estudiante y de igual

forma el énfasis que el docente plantee para la fase investigativa (Healey y Jenkins, 2009).

Imagen 1.

Tipos de ABI

LOS ESTUDIANTES
SON PARTICIPANTES

INVESTIGACION TUTELADA

Comprometido en discusiones
sobre investigacion.
ENFASIS EN
CONTENIDOS

INVESTIGACION BASADA EN LA
PRACTICA

Realizando indagaciones e
investigaciones

ENFASIS EN
PROCESOS DE

DE
INVESTIGACIGN

INVESTIGACION GUIADA

Aprendiendo sobre las
investigaciones en curso de una
disciplina

INVESTIGACION

Y PROBLEMAS
INVESTIGACION ORIENTADA

Desarrollando habilidades y
técnicas de investigacion

LOS ESTUDIANTES
SON AUDIENCIAS

Fuente: Adaptacion al castellano de Pefiaherrera et al. (2014) de Healey y Jenkins (2009)

Tabla 1.

Definicion de las fases del ABI

Fase y definicion

Subfases y definicion

Orientacion

Proceso donde se estimula la curiosidad del
tema a abordar. Se declara el problema de
forma que sea un desafié para el alumno.

Investigacion
El proceso de planificacion de la
experimentacion, que permite recolectar

Exploracién
Proceso sistematico de revision de
conceptos relevantes para la investigacion.
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datos de interés frente a la problematica Experimentacion

para el posterior analisis de datos obtenidos | El proceso de disefiar y realizar una

por la experimentacion. experiencia que permita la recoleccion de
datos, responder las preguntas y probar las
hipotesis.

Interpretacion de datos

El proceso de darle sentido a los datos
recopilados, para las sintesis del
conocimiento.

Conclusion

Proceso de extraer conclusiones frente a los
datos registrados de la experimentacion.
Permitiendo comparar las hipétesis iniciales
y dar respuesta a las preguntas de la
investigacion.

Fuente: Adaptacion de los autores de Pedasté, et al. (2015)

1.5.5 Competencias Investigativas.

Freire et al. (2016) mencionan la importancia de las competencias investigativas en cuanto al
desarrollo de la actividad investigativa especificando en el saber, saber hacer y saber ser, por lo
cual indica que cada una se puede evaluar desde las dimensién conceptual, actitudinal,
procedimental, comunicativa y especifica de la profesion en cuanto a la educacion superior. En
este trabajo de investigacion se pretende fortalece la competencia investigativa de identificar y

llevar a cabo métodos de investigacion para abordar problematicas reales.

Asi mismo Freire et al. (2016) profundiza en cada una de estas dimensiones o componentes en la
formacion de competencias investigativas en los estudiantes universitarios definiéndolos de la

siguiente manera:

Dimensidn conceptual: Permiten al investigador manejar y aplicar conceptos, teorias, modelos

que permitan guiar y estructurar el proceso investigativo.

Dimensidn procedimental: Hace referencia al conjunto de practicas y técnicas que permiten

extraer informacion relevante para la investigacion.
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Dimensidn actitudinal: Se refiere a la disposicién emocional y mental que un investigador adopta
durante el desarrollo de una investigacion. Se incluyen actitudes como la curiosidad, el

compromiso con la investigacion.

La UNESCO (1992) indica que las competencias investigativas para un profesional tienen dos
objetivos, el primero es simplemente cuantificable en cuanto a la eficiencia de la actividad
investigativa y la experiencia adquirida debido a esta. Una segunda consiste en entender que los
conceptos disciplinares profesionales no son el eje, sino la importancia que tienen para la
comprension y el actuar del estudiante, profesional y de la persona, ya que una persona competente

en la investigacion es quien hace, que hace, participa, se involucra y se apasiona por lo que hace.

1.6 Referentes disciplinares

1.6.1 Contaminantes Organicos Emergentes (COE’s)

Existen diversas definiciones para el concepto de COE’S, para este trabajo se selecciono la
definicion del Servicio Geoldgico de los Estados Unidos (USGS, 2015), donde los COE’S hacen
referenciase a cualquier sustancia organica, ya sea de origen natural, sintético o microbioldgico,
que en el entorno ambiental no puede regularse por si mismo. Los residuos de medicamentos en
cualquier tipo de alimento son considerados como COE’S por lo que estos compuestos pueden

generar consecuencias negativas en el entorno o en la salud de las personas.

1.6.2 Residuos de Productos Farmaceuticos (RPF)

Los RPF comprenden sustancias que previamente se utilizaron en tratamientos médicos tanto en
seres humanos como en animales, pero que han perdido su eficacia terapéutica o han sobrepasado
su fecha de caducidad (Morfil, 2021). Estos RPF estan vinculados a los residuos de medicamentos
veterinarios, los cuales, segun el Instituto Nacional Agropecuario (ICA), son compuestos o
productos metabdlicos que permanecen en los tejidos de los animales después de haber sido
empleados para el tratamiento de enfermedades o para mejorar su rendimiento. Estos
posteriormente se excretan del organismo, contaminando, aguas, suelos y alimentos por lo cual

son considerados como COE’S (Paiga et al. 2019).
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1.6.2.1 Residuos de antibidticos en aguas Superficiales

Las aguas superficiales segin el IDEAM son cuerpos de agua que se encuentran en la superficie
de la tierray estan en contacto directo con la atmdsfera. Estos pueden ser flujos de agua que siguen
una direccién, como los rios, paramos y manantiales o cuerpos de agua en reposo, como los lagos.
Una vez que los antibioticos se liberan en estas masas de agua, ya sea a través del contacto directo
con medicamentos caducados o la excrecion de animales, varios factores como las propiedades
fisicas y quimicas de los antibidticos, por ejemplo: su concentracion, la actividad microbiana en el
entorno, exposicion a la luz solar, el pH, la temperatura y los niveles de oxigeno, entre otros,

pueden influir en su proceso de degradacion (Martinez et al. 2020)

Considerando lo anterior, Grenni et al. 2018 ha observado que algunos antibi6ticos, como las
Penicilinas, tienden a degradarse con mayor facilidad, mientras que otros, como las
fluoroquinolonas, macrdlidos y tetraciclinas, permanecen en el medio ambiente durante periodos
mas prolongados. Por eso, estos antibidticos se encuentran en diversas masas de agua, incluidas

aguas superficiales.

1.6.2.2 Resistencia microbiana y otros impactos a la salud

Segun Cartelle (2014) una de las preocupaciones de la ONU es la resistencia microbiana, esto
amenaza la efectividad de los tratamientos que emplean antibidticos. Existen diversos mecanismos
por los cuales, los microorganismos estan generando genes que les permita cierta inmunidad a los
agentes antimicrobianos. Por ejemplo, los betalactdmicos hacen que los microorganismos
produzcan enzimas que inhiben el mecanismo de accidn del antibi6tico. Esta problematica tiene
varios frentes de preocupacion, uno de los més relevantes es la ingesta de antibidticos de uso

veterinario en productos de consumo humano.

Por su parte, Diaz (2016) concluye una relacion entre el consumo de alimentos con pequefias trazas
de antibidticos y la resistencia bacteriana. Sin embargo, este no es el Unico impacto que puede
llegar a generar en la salud. Personas con alergias a la Penicilina u otros medicamentos pueden
desarrollar sintomas como ardor en la piel, comezén e incluso asma, esto con dosis minimas como
0,003 Ul de Penicilina / mL.
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1.6.2.3 Relacion de los residuos de antibioticos en leche y agua

Las matrices de agua y leche estan interconectadas de manera tal que la contaminacion por
Residuos de Productos Farmacéuticos (RPF) en una de ellas afecta igualmente la calidad de la otra

tal como se evidencia en el siguiente esquema.

Imagen 2. Relacion residuos de antibiéticos en leche y agua
Antibioticos de
origen veterinario
Acuicultura Ganado y otros Excrecion en la leche y
animales de granja acumulacion en la carne

Excrecion en orina y
heces mayoritariamente

\
Plantas de tratamiento | | Lado | Estiéreol
de aguas residuales | | |
AguasJ' Tierras de
superficiales Descchos cultivo
Alimentos de
Agua potable et
Aguas Proceso de

subterraneas Lixiviacion

Fuente: Adaptacion de los autores al castellano de Jindal, et al. (2015)

1.6.3 Antibi6ticos y su uso veterinario

Segun Sejia'y Vignoli (2006) los antibidticos son un grupo de medicamentos que tienen una accion
farmacocinética y farmacodinamica diferente entre las sustancias microbianas que componen el
antibidtico, estos ejercen una accion toxica que es selectiva actuando en estructuras o funciones de
microorganismos que generan una afeccion. Estos son empleados debido al bajo impacto toxico

en las celulas del paciente.
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Asi mismo, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) expone que los antibi6ticos de uso
veterinario representan una importante fuente de RPF. Ya que estos antibioticos se emplean para
combatir infecciones en animales destinados a la produccion alimentaria, como ganado, aves de
corral y peces. Cuando los animales eliminan estos antibidticos a través de sus excrementos, orina
y otros fluidos corporales, existe la posibilidad de que estos contaminen el entorno y los alimentos

que se obtienen a partir de ellos.
1.6.3.1 Betalactamicos

Los antibidticos betalactdmicos se emplean con regularidad para tratar muchas enfermedades en

humanos y animales, por esto se denominan antibidticos de alto espectro, Marin y Gudiol (2003).

Imagen 3. Formula estructural de los betalactamicos
Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —= GRUPQO ANTIBIOTICO
A
& NH
R, s
Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
& N
s
R-NH i
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
O// N \R
R
R, 4
-R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
& N
rR
R—NHmm ™R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
¢ N
R 0
Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
g N

Fuente: Tomado de (Suarez y Gudiol, 2009)

Los betalactdmicos se llaman asi porque en su estructura quimica poseen un anillo betalactdmico
que inhibe la sintesis de la pared celular de microorganismos. Sin embargo, el anillo
betalactamico necesita de otros anillos que activen su accion bioldgica sobre los

microorganismos tal y como se muestra en la imagen 3, Suarez y Gudiol (2009).
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1.6.3.2 Descripcion quimica de Amoxicilina y Penicilina G

Los antibidticos relevantes para esta investigacion son la Amoxicilina y la Penicilina G, por lo que

es fundamental conocer algunas de sus propiedades fisicoquimicas, detalladas en la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades quimicas y fisicas de Amoxicilina y Penicilina G.

Propiedades / Antibidticos | Amoxicilina Penicilina G

Férmula Molecular C16H19N30sS C16H18N204S

Estructura Molecular Imagen 4. Estructura Imagen 5. Estructura
molecular Amoxicilina molecular Penicilina

H
. N s
= oA~
Hiz " " > %— OH
. (e 7

CoaH u]

Fuente: Soledad (2016) Fuente: Soledad (2016)
Nombre IUPAC Acido (2S, 5R, 6R)-6-[(R)-2- | Acido 4-tia-1- azabiciclo
amino-2-(4-hidroxifenil) (3.2.0) heptano-2-
acetamido]-3,3-dimetil-7-oxo- | carboxilico,3,3-dimetil-7-
4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] oxo-6((fenilacetil)amino) -
heptano-2-carboxilico. (2S-(2alfa, 5alfa, 6beta))
Soluble Agua, Metanol, Etanol y otros | Agua, metanol, dimetil-
solventes organicos polares. formamida y otros solventes

polares organicos.

No soluble En hexano, Benceno y otros acetona, acetonitrilo,
solventes organicos apolares. cloroformo y otros solventes

organicos apolares.

Fuente: Soledad (2016)

1.6.4 Antibiograma.

Un antibiograma es una técnica que permite observar la resistencia de un microorganismo frente

a diferentes especies microbianas. Es una técnica in vitro que con la cual se busca determinar la
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sensibilidad de la bacteria clasificandola en: sensible, intermedio y resistente esto para el estudio
cualitativo. Si se desea realizar un estudio cuantitativo se busca medir la concentracion minima
(CMI) del antibidtico efectiva para la inhibicion del crecimiento de la cepa microbiana. (Cercenado
y Saavedra, 2009)

1.6.4.1 Antibiogramas por el método de difusion en disco

El método de antibiograma disco-placa, basado en el trabajo de Bauer y Kirby (1966), es
recomendado por el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para
determinar la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Este procedimiento consiste en
inocular un microorganismo en una placa de agar y depositar discos de papel secante impregnados
con diferentes antibidticos en su superficie. El antibidtico se difunde radialmente formando un
gradiente de concentracion y tras 18-24 horas de incubacion, se observan zonas de inhibicion

alrededor de los discos.

La concentracion critica en la interfase entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se
aproxima a la concentracion minima inhibitoria (CMI), aunque los métodos disco-placa no
permiten una lectura directa de la CMI. Para cuantificarla, se mide el diametro de la zona de
inhibicion y se compara con datos de cepas con CMI conocidas, graficando estos diametros frente
a las CMI para obtener una linea de regresion que correlaciona estos valores. Finalmente, los
didmetros de inhibicion estandarizados se interpretan como sensible (S), intermedia (1) o resistente
(R) segun las categorias del NCCLS (1997).

1.6.4.2 Antibiogramas por el método dilucion en agar.

El método de dilucion en agar para determinar la sensibilidad bacteriana a antibidticos implica
incorporar el antimicrobiano al medio de cultivo antes de que se solidifique. Se preparan varias
placas con diferentes concentraciones del antimicrobiano, vertiendo 20 ml de medio con
antimicrobiano en placas de Petri estériles y evitando burbujas. Tras solidificar, las placas se
inoculan con una suspensién bacteriana diluida 1:10, ajustada a una turbidez comparable al
estandar 0.5 de la escala de MacFarland (densidad Optica de 0.08-0.10 a 625 nm, equivalente a 1-

2 x 108 CFU/ml). Utilizando un replicador, se deposita aproximadamente 10* UFC por gota,
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comenzando con un control sin antimicrobiano, seguido de concentraciones crecientes, y

finalizando con otro control sin antimicrobiano.

Las placas se dejan secar a temperatura ambiente y se incuban a 35°C durante 16-20 horas. La
CMI se determina como la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe completamente el
crecimiento bacteriano visible. Los controles se incluyen para verificar el crecimiento y la pureza

del indculo, asegurando la precision del ensayo (NCCLS, 1997).

1.6.4.3 Sinergismo y Antagonismo entre Amoxicilina y Penicilina G

En el caso de los antibioticos, el sinergismo se manifiesta cuando la union de dos o mas antibidticos
genera un efecto en la bacteria que es mas eficiente en términos de eliminacién o inhibicién en su
crecimiento, de lo que se lograria si cada antibiético se administrara de manera individual (Suérez
et al. 2012). El antagonismo, en cambio, se manifiesta cuando la mezcla de dos 0 mas antibi6ticos
resulta en un efecto bactericida o bacteriostatico que es inferior a la suma de los efectos de cada

antibidtico utilizado de manera individual. (Ramos et al. 2016).

Cuando la Penicilina G y la Amoxicilina se administran juntos, pueden llegar a actuar de forma
sinérgica para aumentar la actividad bactericida contra un amplio espectro de bacterias. Esto se
debe a que la Penicilina G puede inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana, mientras que la
Amoxicilina puede penetrar la pared celular bacteriana y atacar la membrana celular interna
(Ramos et al. 2016).

1.6.5 La leche cruda

La leche de vaca es el producto fresco extraido del proceso del ordefio completo de una 0 més
vacas sanas, bien alimentadas, en reposo y exento de calostro y que cumple con caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y de higiene establecidas por un ente gubernamental que vigile y
supervise la calidad del producto. Como se menciond anteriormente la leche de vaca tiene
parametros microbioldgicos que determinan su calidad, por lo cual se debe realizar un chequeo

para detectar microorganismos en el producto (Magarifios, 2000).
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Algunos parametros fisicoquimicos estan enfocados a la calidad de la leche en cuanto contenido

nutricional y para garantizar que el producto no ha sido adulterado, algunos de estos parametros

han sido regulados por el ICONTEC en la NTC 399 entre estos parametros no se encuentra una

regulacion en cuanto a la presencia de residuos de antibiéticos. En la tabla 3 se presentan los

parametros fisicoquimicos de la leche cruda analizados en este trabajo, junto con un contraste de

los datos obtenidos frente a la normativa establecida en Colombia obtenidos en una préactica de

laboratorio externa a esta investigacion en el énfasis en Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Tabla 3. Parametros de calidad de la leche cruda analizada
Parametro Resultado Cumplimiento de la norma NTC 399
Pruebas cuantitativas

pH 6,33 La norma NTC 399 no establece un rango especifico de pH
para la leche cruda. Sin embargo, su pH promedio de la esta
entre 6.6 y 6.8 a 20 °C. La variacion de pH se debe a que las
pruebas se realizaron cuatro dias después de la recoleccion.

%Acidez 0,127 La acidez segun la NTC 399 debe reportarse en %de acido
lactico y esta el maximo permitido es de 0,13% por lo cual la
muestra analizada cumple con la normatividad.

%Proteina 36,98% El minimo permitido en la norma es 33% por lo cual la

SNG muestra de leche es una buena fuente de proteina y cumple
con la norma.

%SNG 8,54% La muestra cumple con la NTC 399 en este parametro
nutricional debido a que el minimo permitido es 8,3%.

Densidad a 1,030g/mL Este parametro indica que la leche no ha sido adulterada o

15°C diluida con agua u otro solvente debido a que la muestra esta
entre el rango aceptado.

%Grasa 4,3% La materia grasa es un pardmetro que se tiene en cuenta

debido a su valor nutricional en la leche segin la NTC 399

esta debe ser como minimo del 3%

Pruebas cualitativas
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Reductasa Positiva Esta prueba nos indica la cantidad de microorganismos
presentes en la leche entre menor sea el tiempo de
desaparecer el color significa una mayor cantidad de

microorganismaos.

Peroxidasa Positiva Esta prueba se realiza a las leches comerciales para observar
si el proceso de pasterizacion se realizé correctamente, al dar
positivo nos indica que la leche es cruda. Por lo tanto,

cumple con la norma.

Peroxidos Negativa En esta prueba, al resultar negativa, se concluye que cumple
con la normativa, ya que la leche, al ser un producto natural,

no debe contener conservantes.

Formol Negativa Esta prueba al dar negativa implica que no se le ha

adicionado formaldehido como conservante, cumple con la

norma.
Estabilidad Negativa La ausencia de coagulacion indica que las proteinas
Alcohol permanecen intactas, lo que asegura que la leche mantiene

su calidad y es segura para el consumo.

Fuente: Propia tomada del informe pardmetros fisicoquimicos en leche.

1.6.5.1 Residuos de antibiéticos en Leche

Segun Garcia (2020) en este momento ya se ha establecido que los residuos de antibidticos y otro
tipo de medicamentos en leche de bovino producen agentes xenobidticos para el humano y toxicos
en el medio ambiente. Por otra parte, Aytenfsu et al. (2016) plantea que la leche es una importante
via de excrecién de componentes quimicos toxicos. La leche al ser una emulsion de lipidos en
solucion acuosa de proteinas puede contener cualquier componente toxico que este en solucién
acuosa en el organismo del bovino. Las sustancias quimicas simples llegan a la leche debido a la
difusion de las glandulas mamarias en su forma libre, en solucion lipidica o unidas a las proteinas
del alimento (Mattar et al., 2009).
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1.6.6 Técnica Analitica de Cromatografia Liquida De Alto Rendimiento (HPLC)

El HPLC es un método de separacion para el analisis de un analito especifico, esto implica que
deben existir un método que permita la separacion de los compuestos que componen la muestra a
analizar, para esto se hace uso de una mezcla de solventes uno organico apolar y otro de indole
polar que permita retener por afinidad quimica al componente que queremos analizar. (Fallon,
Booth y Bell, 1987)

En la cromatografia HPLC se hace uso de dos fases, una mévil y una estacionaria. La fase movil
compuesta por la mezcla de solventes permite separar las moléculas que conforman la muestra a
analizar, ya que estas son retenidas segun la afinidad con la fase mévil. Esto implica que no todos
los compuestos llegan a la vez a la fase estacionaria, que es un solido inerte. Esto implica un tiempo
de retencidn del analito que permite el analisis cuantitativo y cualitativo de los compuestos

presentes en la muestra (Suarez y Morales, 2018).

En el contexto de la investigacion el método de anéalisis quimico HPLC permite cuantificar de
manera precisa los antibidticos amoxicilina y penicilina G en muestras como agua superficial y
leche bovina. Esta metodologia es esencial para identificar y medir con exactitud los niveles de
estos compuestos en las matrices estudiadas, lo que es crucial para evaluar la contaminacién y sus

posibles riesgos.

Metodologia de la investigacion.

La metodologia de esta investigacion se estructura en cuatro aspectos clave. Primero, se define el
enfoque metodoldgico que orienta el disefio y desarrollo del estudio. Segundo, se especifica la
poblacion y muestra objeto de investigacion. Tercero, las fases de la investigacion describen los
pasos secuenciales implementados para alcanzar los objetivos del estudio. Finalmente, los

criterios de evaluacién establecen los parametros para medir y analizar los resultados.
1.7 Enfoque metodoldgico.

La investigacion emplea un enfoque metodoldgico mixto para abordar de manera integral las
dimensiones conceptuales, procedimentales y actitudinales de la competencia investigativa. Este
enfoque combina métodos cualitativos y cuantitativos, permitiendo una comprension completa de

la problematica estudiada (Sampieri, 2018).
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Se utilizaron métodos cualitativos, como la revision bibliografica y el andlisis de casos, para
explorar los conceptos tedricos sobre los antibioticos en agua y leche. Esta fase proporciona una
base sélida para entender como los estudiantes aplican la teoria en contextos practicos (Fallon,
Booth y Bell, 1987). Complementariamente, el analisis cuantitativo se realizé6 mediante HPLC
para medir los niveles de antibioticos, como la amoxicilina y la penicilina G, en las muestras. Este
método cuantitativo valida y refuerza los hallazgos cualitativos, mejorando la confiabilidad y

precision de los resultados (Suarez y Morales, 2018).

La integracion de estos enfoques permite una evaluacion mas completa y precisa de las
competencias investigativas de los estudiantes, destacando tanto su comprension teérica como su

capacidad para aplicar métodos de investigacion en situaciones reales.

1.8 Poblacion y Muestra

El trabajo se llevo a cabo en la sede principal de la Universidad Pedag6gica Nacional en Bogota
D.C. y contd con la participacion de ocho (8) estudiantes de noveno semestre de la Licenciatura
en Quimica, quienes estan en el ciclo de profundizacion en el espacio académico “Enfasis
Disciplinar I", centrado en el analisis de la calidad de aguas.

La poblacién objeto de estudio fue seleccionada por las siguientes razones:

e Al ser estudiantes del ciclo de profundizacion y especificamente tener conocimientos en
areas como fisicoquimica, quimica analitica, bioquimica y biologia, tienen conocimientos
previos frente a la investigacion disciplinar.

e Este espacidé busca desarrollar competencias investigativas que buscan relacionar el
conocimiento tedrico con proceder investigativo en contextos de problematicas existentes

en la sociedad colombiana.
1.9 Fases de la Investigacion.

El disefio metodoldgico de esta investigacion se desarrollara en tres fases, cada una con un enfoque
especifico. Las fases | y Il se centran en comprobar la efectividad y reproducibilidad de las
metodologias de analisis quimico y microbioldgico, por lo que se realizo sin la participacion de
los estudiantes. La fase 11l se basa en la implementacion de la secuencia didactica, tomando en

cuenta los resultados de las fases anteriores.
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Imagen 6. Fases de investigacion

Fwel

— Fase |1

Recoleccion de Fase I11

muestras y Pruebas de

analisis de sensibilidad Disefio,

calidad en leche | bacteriana, validacion e

cruda y agua causante de la | implementacion

superficial. mastitis en de la secuencia
bovinos. didactica.

Fuente propia.

1.9.1 Fase | Recoleccion de muestras y anélisis de calidad

1.9.1.1 Recoleccidon de muestras de leche cruda y agua superficial

El estudio se focaliza en una zona rural lechera especifica, ubicada en una finca del municipio de
Guatavita, en el departamento de Cundinamarca, Colombia. Esta region es conocida por la
produccion y comercializacion de productos lacteos. Los medicamentos veterinarios empleados
en la finca contienen principalmente Amoxicilina y Penicilina G, ver anexo 1, lo que genera
inquietud sobre la presencia de residuos de estos antibidticos en la leche, tanto cruda como
pasteurizada, y en las aguas superficiales de la zona. Se obtuvieron muestras de leche cruda de
cinco bovinos en produccion. Se utilizaron cinco frascos ambar de 100 mL, previamente lavados
y esterilizados mediante autoclave, siguiendo el protocolo de Faria et al. (2000). Los frascos se
rotularon y mantuvieron refrigerados con pilas de refrigeracion y hielo dentro de una nevera de
poliestireno expandido (ICOPOR) durante el transporte a la sede principal de la Universidad
Pedagdgica Nacional en Bogota, donde se almacenaron a 4°C hasta su posterior analisis.

Adicionalmente, se recolectd una muestra de agua consumida por los bovinos, proveniente del
sistema de acueducto del paramo de Monquentiva. Esta muestra se almacen6 en un frasco ambar
de 100 mL, previamente esterilizado, y se refrigerd de la misma manera que las muestras de leche.

Para observar el proceso de recoleccién de muestras ver el anexo 8.
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1.9.1.2 Técnica analitica HPLC

El objetivo es identificar la presencia de los antibioticos Amoxicilina y Penicilina G en muestras
de leche cruda de bovino utilizando el método HPLC. Esto se realiza para verificar el cumplimiento
de la Resolucion 00001382 del 2013 sobre los residuos de antibidticos en productos lacteos.
Ademas, se analiza la calidad del agua consumida por los animales en la finca mediante la técnica
HPLC, con el fin de descartar que cualquier sefial positiva de residuos sea atribuible a la

contaminacion del agua por procesos de bioacumulacion.

1.9.1.3 Tratamiento de las muestras para el analisis por HPLC.

El tratamiento de muestras es un proceso previo el cual tiene como objetivo separar el analito de
interés de otras sustancias que puedan afectar el andlisis por la técnica HPLC, debido a que
absorban a la misma longitud de onda y que tengan una afinidad similar con la fase mévil al analito
de interés, por lo cual se superpongan las sefiales en el cromatograma. Para observar el proceso
realizado de la extraccion de Penicilina G y Amoxicilina en las matrices de agua y leche, ver el

anexo 8.

Penicilina G en leche

La identificacion y cuantificacion de residuos de Penicilina G en las muestras de leche cruda se
realizo utilizando el método validado por Faria et al. (2000). Se ajustaron las medidas de volumen
segun las especificaciones de los autores debido al tipo de material de laboratorio utilizado.

Se tomaron 5mL de muestra haciendo uso de una pipeta volumétrica de 5mL, se descargé el
volumen en un vaso de precipitado de 150mL se tomaron 4mL de una solucién 0,01M de fosfato
dibésico de sodio (NaH2PO4) y 6mL de metanol grado HPLC estos volimenes se calcularon
teniendo en cuenta la proporcion dada por los autores (15:10 v/v). Se agito constante con un
agitador magnético por 3 minutos. Posteriormente se trasladé la muestra trata a un tubo falcon de
15mL, se centrifugo durante 3 minutos a 2500 r.p.m. Se recolecto el sobrenadante con una jeringa
y posteriormente se filtré con un filtro de 0,2um lo recolectado se almaceno en un vial

posteriormente se inyecto en el cromatografo.

Para las tener un control positivo de las muestras, se realizo el mismo procedimiento anterior solo

afiadiendo 2 mL del patrén de 100 ppm de Penicilina G.
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Amoxicilina en leche

La identificacion y cuantificacion de residuos de Amoxicilina en las muestras de leche cruda se
realiz6 empleando el método descrito por Singh et al. (2013). Se tomo 1mL de la muestra con una
pipeta volumétrica de 1mL se desalojo en un tubo falcon se afiadieron 3mL de acetonitrilo (C2H3zN)
grado HPLC, se agito vigorosamente durante 20 segundos y se sometié a bafio de hielo por un
tiempo de 30 minutos, posteriormente se centrifugo a 3000 r.p.m. durante 30 minutos, se separo el
sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur se traslado a un nuevo tubo falcon y se le agregaron
3mL de diclorometano y se volvio a centrifugar a 2000 r.p.m. por un tiempo de 30 minutos, se
separd y filtro con un filtro de 0,2um el sobrenadante, se almaceno en un vial y se inyecto en el
cromatdgrafo. Para las tener un control positivo de las muestras, se realiz6 el mismo procedimiento

anterior solo afiadiendo 2 mL del patron de 250 ppm de Amoxicilina.
Penicilina G y Amoxicilina en agua

Con la finalidad de identificar y cuantificar residuos para ambos antibioticos se hizo uso del
método propuesto por Samandari et al. (2022). Se tomaron 6 mL de la muestra con una pipeta
volumétrica de 10 mL, se desaloj6 el volumen tomado en un tubo falcon de 15mL y se centrifugo
durante 5 minutos a 4000 r.p.m. Posteriormente se filtr6 haciendo uso de un filtro de 0,2um se
almaceno en un vial y posteriormente se inyecto al cromatdgrafo. Para las tener un control positivo
de las muestras, se realiz6 el mismo procedimiento anterior solo afiadiendo 4 mL del patron de

100 ppm de cada antibiético a analizar.

1.9.1.4 Preparacion de curva de calibracion de Penicilina G.

Inicialmente, se prepard una solucion stock de 6000 ppm de Penicilina G, ya que no se disponia
de un patron certificado. Se utilizd un vial comercial de Penicilina G sddica de 1,000,000 U.I.,
equivalente a 600 mg de la sal. Para garantizar una concentracion adecuada, se uso todo el
contenido del vial. Se afadieron 5 mL de D-Glucosa al 5%, se agitd la mezcla y se transfirio
cuantitativamente a un balén aforado de 100 mL utilizando un embudo de vidrio. Este
procedimiento se repitio tres veces para asegurar que todo el antibiético se trasladara al baldn.
Finalmente, se completo el aforo con la solucion de D-Glucosa al 5% para disolver completamente

la Penicilina G, siguiendo las recomendaciones de la USP 43-NF38, pg 3450.
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Posteriormente se tomo una solucion intermedia de 294 ppm, tomando una alicuota de 4,9 mL y
se aforo con solucion de D-Glucosa al 5% en un balon aforado de 50 mL. De la solucion intermedia
se tomaron 17 mL y en un balon de 50 mL se llevo a aforo con la solucion de D-Glucosa con la
finalidad de tener un patrén de 100 ppm. Para los demés patrones de la curva se emple6 la solucion
de 100 ppm, se tomaron volimenes de 0,5mL, 1,5mL,2,5mL,5mL,12,5mL, esto con la finalidad

de tener con las siguientes concentraciones: 2ppm, 6ppm, 10ppm, 20ppm y 50ppm.

1.9.1.5 Preparacion de curva de calibracion de Amoxicilina.

Debido a que no se contaba con un patron certificado de Amoxicilina se tomo la decisién de usar
el antibidtico en su presentacion comercial en comprimidos de 500mg de Amoxicilina. Debido a
la poca solubilidad de este antibi6tico en agua se decidi6 hacer uso del método establecido por la
Farmacopea argentina, el cual consiste en transferir de forma cuantitativa 500mg de Amoxicilina
a un balon aforado de 100mL aforando con un buffer de fosfatos de concentracién 0,1M y pH 5.
Posteriormente se agitd constantemente por 15 minutos y luego se realiz6 ultrasonido por 7

minutos a 20kHz, se transfirié a un balén de 500mL y se aforo con el buffer de fosfatos.

Finalmente, por las limitaciones del detector en el cromatografo se seleccionaron las siguientes
concentraciones para la curva de calibracién: 0,5ppm, 1pmm, 2ppm, 5ppm, 10ppm, 20ppm,
50ppm, 100 ppm. Para esto primero se tomd una alicuota de 10 y aforo a 100 con buffer de fosfatos
para garantizar la primera concentracién, posteriormente se usé la concentraciéon del patrén de
100ppm para realizar los demas patrones de la curva tomando volimenes haciendo uso de una

bureta.

1.9.1.6 Condiciones cromatogréaficas

Tabla 4. Condiciones Cromatogréficas usadas para Penicilina G

Fase Movil Metanol-Buffer fosfato 0,01M pH 7
Proporcién 35:65

Tipo de detector Arreglo de diodos UV-Vis
Longitud de onda 230nm

Flujo 2mL/min

Columna cromatogréfica Fase reversa C18

Adaptado de Faria et al. (2000).
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Tabla5. Condiciones Cromatograficas usadas para Amoxicilina.

Fase Movil Acetonitrilo/Acetato de Amonio 10mM pH
5

Proporcién 10:90

Tipo de detector Arreglo de diodos UV-Vis

Longitud de onda 220nm

Flujo ImL/min

Columna cromatogréfica Fase reversa C18

Adaptado de Singh et al. (2013).

1.9.1.7 Eficiencia de los tratamientos de las muestras.

Para comprobar la funcionalidad de los métodos empleados para identificar y cuantificar residuos
de los antibidticos en las muestras, se afiadié un volumen de 2mL del patron de 100ppm al inicio
del procedimiento para que al agregar todos los reactivos para la extraccion se diluya en un factor
de 2:15, es decir, que se espera una sefial en el cromatograma correspondiente a una concentracion

cercana a 13ppm.

1.9.2 Fase Il. Pruebas de Sensibilidad en cepas bacterianas ATCC

En esta fase, contamos con la colaboracion de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
especificamente de la Dra. Bibiana Chavarro Portillo, para desarrollar précticas de laboratorio
microbioldgico en sus instalaciones con los protocolos necesarios para el manejo de bacterias
patogenas. El objetivo fue evaluar la sensibilidad de diferentes cepas bacterianas ATCC,
incluyendo seis cepas de Staphylococcus aureus, una cepa ATCC de Streptococcus pyogenes y
una cepa de Streptococcus agalactiae proveniente de un caso subclinico de mastitis en un paciente

humano.

Estas practicas se utilizaron como recurso pedagogico para acercar a los estudiantes a una de las
problematicas relacionadas con esta investigacion: el aumento de la tolerancia o la disminucion de
la sensibilidad en microorganismos patdgenos debido al consumo de alimentos contaminados con

antibioticos.
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Tabla 6. Métodos microbioldgicos

Antibiograma Descripcion

Metodo de difusién en disco. Determinar el grado de sensibilidad de las cepas

bacterianas a cada antibiotico.

Método dilucion en agar. Determinar la concentracién minima inhibitoria de cada

una de las cepas referente a los dos antibioticos usados.

Fuente propia

1.9.2.1 Esterilizacion de material y lugar de trabajo.

Debido a que el trabajo de laboratorio microbiolégico debe estar libre de microorganismos se
realiza esterilizacién del material que sera usado durante la investigacion para esto se hizo uso de
una autoclave para garantizar material estéril, de igual manera todo el trabajo practico se realizd
con un ambiente estéril por lo cual se esterilizo mesones y superficies, de igual forma se usaron

mecheros bunsen de gas para mantener estéril el ambiente de trabajo.

1.9.2.2 Siembra de las cepas bacterianas ATCC en agar sangre

En la siembra de las cepas bacterianas Streptococcus viridans y Staphylococcus spp. en agar
sangre, se siguieron las directrices del CLSI-M100. Primero, se prepararon medios de cultivo de
agar sangre, asegurando la esterilidad y calidad del agar. Luego se prepararon los inocuos,
seleccionando colonias aisladas de cada cepa bacteriana ATCC y se suspendieron en solucion
salina estéril al 0,85% hasta alcanzar una turbidez equivalente al estdndar de 0.5 de McFarland
realizando una comparacién visual, con un hisopo estéril, se tomd una alicuota de la suspensién
bacteriana y se sembré en placas de agar sangre mediante la técnica de estria en superficie para

lograr un crecimiento uniforme y finalmente se incubaron a 35°C + 2°C durante 24 horas.

1.9.2.3 Preparacion de agar Muller-Hinton.

Para la preparacion del agar se pesaron 28,5g de la sal, posteriormente se agrego la sal en un
Erlenmeyer de 1000mL posteriormente se le afiadieron 750mL de agua estéril, se dejé en agitacion

constante hasta que dilucion completa de la sal.
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1.9.2.4 Preparacion de las concentraciones de antibidticos.

Segun lo descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute (2018), el método de dilucion
en agar requiere generar diluciones sucesivas a la mitad de cada una de las concentraciones previas.
Para lograrlo, se preparan soluciones stock de cada antibidtico trabajado. En este caso, se preparo
una solucién de 1536 pg/mL de Penicilina en un matraz aforado de 50 mL. De esta solucion, se
tomaron 25 mL y se aforaron a 50 mL. Este procedimiento se replico sucesivamente, obteniendo
las siguientes concentraciones en pg/mL: 768, 384, 192, 96, 48, 24, 12, 6.3, 1.5 y 0.72. Este

procedimiento se replico para la preparacion de Amoxicilina.

1.9.2.5 Siembra del agar para el método de dilucién en agar.

Se agrego el agar Muller-Hinton a cajas de Petri previamente rotuladas con la concentracion de
antibidtico correspondiente. Se tomaron 23 mL de la solucion con pipetas graduadas de 10mL y
posteriormente se le afiadid 1mL de la concentracion de los antibidticos con una micropipeta, se
agito para homogenizar el agar con el antibiotico obteniendo las concentraciones registradas en la
Tabla 7, este rango de concentraciones evaluadas se establecio segun la investigacion de Buitrago
etal. (2001).

Tabla 7. Concentraciones para el método de dilucién en agar.

Penicilina |64 [32 [16 [8 |4 [2 |1 |05 [0,25 [0,125[0,06 |0,03
G (ng/mL)
Amoxicilina[32 [16 [8 [4 [2 |1 [05[025[0,125[0,06 |0,03

(ug/mL)

Fuente propia.

1.9.2.6 Siembra bacteriana para el método de dilucion en agar.

Se sembraron las bacterias en cada caja de Petri, utilizando 10 pL de cada una en zonas
previamente establecidas para evitar la mezcla de cepas bacterianas. Para facilitar el analisis de
sensibilidad bacteriana, la caja de Petri se dividio en 20 zonas, conforme a lo indicado en la Tabla

8 y después se analizaron los antibiogramas.
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Tabla 8. Zonas de siembra bacteriana.

Zona Bacteria sembrada Esquema

ly2 Staphylococcus aureus 976

3y4 Staphylococcus aureus 6538

5y6 Staphylococcus aureus 25923

7y8 Staphylococcus aureus 1026

9y 10 Staphylococcus aureus 29213

11y 12 Staphylococcus aureus 977

17y 18 Streptococcus pyogenes 19615 Imagen 7. Esquema siembra
19y 20 Streptococcus agalactiae bacteriana.

Fuente propia

1.9.2.7 Siembra bacteriana para el método de difusidn en discos.

En el método de difusion en disco - placa, se utilizaron 8 cajas de Petri, cada una con 24 mL de
agar Muller-Hinton. Se sembré una bacteria en cada caja utilizando un hisopo esterilizado. Luego,
se introdujeron los sensidiscos caseros, hechos de carton paja, impregnados con 10 uL del
antibidtico. Para este método, se usaron 4 sensidiscos por caja: 2 de Penicilinay 2 de Amoxicilina.

Se decidio emplear dos concentraciones para cada antibiotico, 8 pg/mL y 16 pg/mL.

Imagen 8. Esquema difusion en disco

Amox | Pen G

»| 8 pg/mL
16 pg/mL

Fuente propia
1.9.3 Fase Ill. Disefio, validacién e implementacién de la secuencia didactica.

En esta fase se disefi6 e implemento una secuencia didactica que, segin Buitrago et al. (2009) es
una propuesta didactica que interconecta instrumentos para desarrollar competencias

investigativas, en particular la secuencia didactica disefiada adapta fases del ABI.
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La secuencia didactica disefiada contiene una prueba inicial que busca caracterizar la actitud de
los estudiantes frente al trabajo sobre la calidad de la leche bovina en cuanto a antibidticos y cémo,

por un ciclo de bioacumulacion, el producto puede estar contaminado con estos farmacos.

De igual manera, el proposito es evaluar la competencia investigativa de los estudiantes en cuanto
a su capacidad para identificar y aplicar métodos de investigacion en la resolucion de
problemaéticas reales, considerando las dimensiones conceptual, procedimental y actitudinal. Para
ello, se utilizan diversos instrumentos disefiados para desarrollar estas competencias, incluyendo

una actividad de inicio, actividades intermedias y una actividad final.

Imagen 9. Fases de la secuencia didactica

Fase de inicio Fase de cierre

Caracterizacion de Fase de desarrollo Evaluar el impacto

conocimientos . o de la secuencia
previos Diserio y aplicacion didactica
de la secuencia
didactica

Fuente propia

1.9.3.1 Descripcién de instrumentos

La secuencia didactica se organiza en tres fases, utilizando la estrategia ABI para desarrollar en
los estudiantes la competencia investigativa en sus dimensiones conceptual, procedimental y
actitudinal. Este enfoque permite a los estudiantes identificar y aplicar métodos de investigacion
para resolver problematicas reales, como la que se aborda en esta investigacion. La estructura de
la secuencia esta detallada en la Tabla 8, que incluye pruebas y actividades disefiadas para facilitar

la construccion activa del conocimiento con el apoyo y guia del docente.
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Tabla 9. Descripcion de las actividades secuencia didactica

Actividad Descripcion Dimension investigativa
analizada

Actividad de Este instrumento consiste en tres partes una que

. . . . o - Conceptual.

inicio. permite evaluar la dimension actitudinal

haciendo uso de una encuesta tipo Likert, una
segunda parte donde se observa el conocimiento
tedrico y conceptual en cuanto a conceptos
claves de la investigacion de la calidad de la
leche cruda frente a antibidticos y una ultima
parte que tiene como objetivo dar contexto de
investigacion para que el estudiante proponga
métodos de anélisis haciendo uso de

conocimiento teorico.

Procedimental
Actitudinal

1. Bioacumulacion

Esta actividad tiene como objetivo aproximar a

la investigacion haciendo uso de articulos

Conocimiento

y calidad de la o . . . conceptual
cientificos a las posibles implicaciones que tiene
leche : . .
la bioacumulacién en la calidad de la leche
cruda en cuanto a RPF’s.
Este instrumento cuenta con dos partes. La
2. Meétodos de - Conceptual.

analisis de
sensibilidad

bacteriana

primera parte busca dar contexto a la
investigacion a realizar en cuanto a los métodos
microbiologicos de analisis de sensibilidad
bacteriana. La segunda parte busca evaluar los
conocimientos adquiridos en la primera parte
mediante preguntas de opcion multiple y el

analisis de los resultados en casos posibles.

Procedimental

3. Propuesta de
analisis HPLC

para residuos

Esta actividad se centra en la investigacion a los
estudiantes para usar sus conocimientos en

fisicoquimica den propuestas para tratar las

Conceptual.
Procedimental
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de antibidticos | muestras y que haciendo uso de sus
en leche cruda | conocimientos en quimica analitica propongan
y agua condiciones cromatograficas para el anélisis por

HPLC de las muestras.

La guia de laboratorio es un instrumento

4. Practica de Conceptual.

otorgado a los estudiantes con la finalidad de
Procedimental

laboratorio . .
observar sus competencias procedimentales y

para analisisde | N .
cdémo se desemperfian en el espacio de

antibioticos por
HPLC

laboratorio. Como segundo producto, los
estudiantes entregan un informe de laboratorio
donde utilizan sus conocimientos para analizar

los resultados obtenidos en la practica de

laboratorio.
Actividad de cierre | El objetivo de esta actividad es evaluar las
.. L . - Actitudinal
competencias investigativas de los estudiantes
- Conceptual.

con un cuestionario dividido en tres partes: una
Procedimental

escala Likert para medir la actitud hacia la
investigacion, la resolucion de problemas
tedricos para evaluar la comprension de
conceptos, y situaciones procedimentales para
valorar la aplicacion practica de los

conocimientos.

Fuente propia.

1.9.3.2 Validacion de la secuencia

La secuencia didactica, junto con la rabrica de investigacion y otros instrumentos utilizados en las
intervenciones con los estudiantes, fue validada por dos profesionales en educacion y docencia.

Para ello, se adaptd un formato de validacion, anexo 12 de Mejia, L. (2014).
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Tabla 10. Observaciones de los validadores.

Validador 1

Titulo de pregrado | Licenciada en Quimica

Universidad pedagdgica Nacional

Titulo de posgrado | Magister en Docencia de la Quimica

Universidad pedagdgica Nacional

Criterios evaluados | Contenido Metodologia Evaluacion

Valoracion (1 - 3) 2.75 2.75 3

Observaciones generales

Es un trabajo bastante interesante desde el ambito educativo, de salud, social y experimental,
siendo un tema de discusion para el gremio de la produccién de leche, la alimentacién bovina
e incluso el tratamiento de enfermedades que pueden desencadenar del uso de antibidticos.
Seria interesante conocer la opinion de los campesinos y la afectacion que trae la

problematica.

Validador 2

Titulo de pregrado | Bi6loga

Universidad del Rosario

Titulo de posgrado | Magister en educacion (Enfasis en Ciencias Naturales)
Universidad Externado de Colombia

Criterios evaluados | Contenido Metodologia Evaluacion

Valoracion (1 - 3) 2.75 3 3

Observaciones generales

El disefio de las actividades de la secuencia refleja un buen entendimiento de los procesos
de ensefianza-aprendizaje, ya que combina un abordaje tedrico y practico de la tematica. Las
actividades se alinean con los objetivos del ABI, fomentando competencias investigativas
en la apropiacion de saberes, el andlisis de informacion y el desarrollo de técnicas de
laboratorio. Ademas, la ribrica de evaluacion es pertinente y permite una evaluacion objetiva

y alineada con los objetivos de aprendizaje.

Fuente propia
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1.10 Criterios de evaluacion

Dada la naturaleza de la investigacion, se han considerado los criterios propuestos por Correa
Bautista (2009) y Abella (2011) para la rabrica de evaluacién. Estos criterios estan disefiados para

identificar y evaluar las competencias investigativas durante las intervenciones y el desarrollo de

la secuencia didéctica, alinedndose con los postulados de los autores mencionados.

Tabla 11. Rubrica de evaluacién

Niveles de desempenio
Dimension Bajo Basico Alto Superior
conceptual
C| Demuestra una comprension | Entiende los conceptos Comprende y relaciona Integra y aplica
r limitada de los conceptos fundamentales relacionados | conceptos sobre la conocimientos concisos,
i | Conocimiento clave sobre la calidad de la con la calidad de la leche y calidad de la leche y las relacionando los conceptos
t | Teorico leche y las consecuencias de | las consecuencias de las consecuencias de las con otros campos de
[ las trazas de antibitticos en | trazas de antibitticos en trazas de antibidticos en estudio.
r ella. ella. ella.
i Presenta dificultades en el Realiza un analisis basico de | Realiza un analisis solido Realiza un analisis
o analisis de datos, datos, pero con algunas de datos, interpretando avanzado, identificando
s | Analisis de Datos | interpretacion de resultados y | limitaciones en la resultados de manera clara | patrones, relaciones y
¥ Resultados establecimiento de inferpretacion y y coherente. proponiendo conelusiones
d conclusiones. conclusiones. significativas.
e
Dimension Bajo Basico Alto Superior
€| procedimental
v Presenta procedimientos Ejecuta protocolos con Aplica procedimientos y Realiza procedimientos y
a sin conocer métodos de comprension limitada de la técnicas de analisis quimico, | relaciona la teoria y la
1| Técnica analisis adecuados para el teoria y la practica, entendiendo la teoria y la préctica y el contexto,
u| Analitica contexto, resultando en logrando resultados practica, obteniendo logrando resultados
& resultados imprecisos. aceptables. resultados precisos optimos y fundamentados.
[
i’ Muestra dificultades en la Ejecuta procedimientos con | Realiza procedimientos Realiza procedimientos
o ejecucion de ayuda ocasional y manejael | de manera auténoma y complejos con autonomia
| Manejo de procedimientos y en el material de laboratorio de maneja el material de y maneja el material de
laboratorio manejo del material de manera basica. laboratorio con precision. laboratorio con eficiencia.
laboratorio.
Dimension Bajo Basico Alto Superior
actitudinal
Muestra poco interés y Participa en actividades de Participa activamente en Demuestra un compromiso
Actitud frente ala | participacion limitada en investigacién con interés, actividades de excepeional con la
Investigacion actividades de investigacion. | pero a veces de manera investigacion, mostrando investigacion, liderando
pasiva. un enfoque proactivo. mniciativas propias.
Fuente propia.
Resultados y Analisis.

Se obtuvo resultados tanto cuantitativos como cualitativos que se analizaron y discutieron de
manera detallada de cada una de las fases, permitiéndonos asi obtener conclusiones tanto de la
calidad de la leche cruda como de la eficiencia de la propuesta didactica en cuanto al desarrollo de
las competencias investigativas de evaluadas en tres dimensiones, conceptual, procedimental y

actitudinal segun lo descrito en la rubrica de evolucién.
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1.11 Fase | de investigacion

En esta seccion se discutirdn los resultados experimentales relacionados con la calibracion del

equipo, la eficiencia de la extraccion de los analitos utilizando la metodologia seleccionada para

el analisis HPLC a través de controles negativos.

1.11.1 Resultados curva de calibracion Penicilina G

La curva de calibracion de la Penicilina G sddica mostré buenas respuestas para los patrones de
100 ppm a 2 ppm, con sefiales esperadas entre 4.5 y 5 minutos, mientras que los patrones menores

a 2 ppm no fueron significativos debido a la baja sensibilidad del equipo y se descartaron. Todos

los patrones se aforaron con una solucion de D-glucosa, que se utilizé como blanco.

Tabla 12. Datos de la curva de Calibracion de Penicilina G.

Patrén Volumen (mL) Concentracion (ppm) Area

Blanco 0 0 0
1 0,5 2 6512
2 1,5 6 30956
3 2,5 10 60398
4 5 20 122243
5 12,5 50 289388
6 - 100 600391

Fuente propia
Grafico 1. Curva de calibracion de Penicilina G

Curva de Calibracion Penicilina G

700000
600000

8 500000
o 400000
g 300000
& 200000
100000

0

y = 6011,7x - 3385,1
Rz =0,9995

0 20 40 60 80 100 120
ppm

Fuente propia
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Tabla 13. Cromatogramas de patrones de Penicilina G

Imagen 10.  Cromatograma Penicilina G 2 Imagen 11.  Cromatograma Penicilina G 100
ppm ppm
Refertion Time Retention Time
1500 - 1500 16000 4 |- 15000
s NODDE 1L u  foooo ] L1oo00
H 2 2 2
300 30 000 - |- 5000
o o DfJ\,q&__* ; 1 fo
1 2 E 4 5 L} 1 F 4 L & ¥ 8 ° 1
Resulis Resulis
Retention Time Atea Area % Height Height % Fetention Time Area Area % Height Height %
4,592 6512 100,00 391 100,00 4658 600391 100,00 17483 100,00
Tatals ‘ | ‘ ‘ Totals
6512 100,00 301 100,00 ‘ A00301 | 1DD,DB| 17483 ‘ 100,00

Los cromatogramas obtenidos de las soluciones patrén de penicilina G, evidencian que los tiempos

Fuente propia

de retencién pueden rondar cerca de 4,592 y 4,658 minutos, como se observa en la tabla 13.

1.11.1.1 Efectividad de la extraccién de la Penicilina G

Tabla 14. Cromatogramas de muestras faseadas con Penicilina G

Cromatogramas de las muestras falseadas de Penicilina G (MFP)
Imagen 12.  Cromatograma MFP leche 2 Imagen 13.  Cromatograma MFP leche 3
200000 Relert Tine Fangon 1 Retertion Time
200000 3 [ 200000
£ 10000 Lo £ H 100000 ] L 100000 :
] ‘ : | 0 0 | : 4 | 0
0 i 1 3 H s 8 7 0 . 3 4 5 § 7
L1} 3 111} 34
Results Resulis
Retention Time ) Area% Height Height % Retention Time Area Area Height Height %
4433 64230 1 2415 074 4373 74537 244 2003 024
Imagen 14. Cromatograma MFP leche 5 Imagen 15. Cromatograma MFP agua
e %{Eyﬁm Time e 70 Fitention Time 7500
100000 100000 5000 Lsa00
: : |8 :
0010 50000 1% [
ﬁ_ 1500 ;ﬁﬂ: m E_ k 1500
o E | ‘ i | i n——'A‘:l:Hb'*—‘*| L T E H
0 1 K 3 4 5 § T 1] 1 2 ] 4 § i 7
Resilts Mhres Resulis 111} 33
Retertion Time Atea Area % Height Height % Retention Time Lrea Area% Height Height %
4,192 58020 2,25 2307 093 4708 224478 2598 7374 67,63

Fuente propia

Para garantizar la efectividad del método utilizado en el tratamiento de las muestras de leche, se

decidié afiadir un volumen conocido de Penicilina G, tal como se describe en la metodologia. Los
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resultados obtenidos demostraron que la metodologia implementada permitid la identificacion y
cuantificacién de Penicilina G mediante HPLC, ya que al comparar los tiempos de retencion de
las soluciones patron registradas en la Tabla 13 y los de las muestras falseadas con el antibiético
en la Tabla 14, tienen un tiempo de retencién comparable indicando la presencia del analito en las

muestras.

Es importante aclarar que las variaciones que tiene esta variable se pueden deber a la inyeccion

manual e inestabilidad en la presion de la bomba del sistema.

Tabla 15. Concentraciones muestras falseadas con Penicilina G

Muestra Concentracién Concentracion Error
falseada Area Experimental (ppm) Teorica (ppm) Absoluto
Leche 1 62625 10,98 0,78
Leche 2 64230 11,25 [Pen] = ZML 100 ppm 0,51
Leche3 | 74532 12,06 17:ml 0,84
Leche 4 56333 9,93 = 11,76 ppm 1,83
Leche 5 58020 10,21 1,55
4mL-100 ppm
Agua 224478 37,90 [Pen] = — — —— 2,10
mL
= 40 ppm

Fuente propia

Los valores obtenidos experimentalmente para las muestras de leche adulteradas con el antibiético
varian entre 12,06 y 9,93 ppm, mientras que el valor tedrico es de 11,76 ppm, lo que muestra
variaciones significativas en términos de concentracion. Del mismo modo, la muestra de agua
presentd un valor experimental de 37,90 ppm, acercandose al valor teérico de 40 ppm. A pesar de
las variaciones en los valores obtenidos, la metodologia descrita por para extraer el analito de la
muestra problema puede considerarse confiable debido a la proximidad de los valores

experimentales de los controles positivos con los tedricos.

Las discrepancias observadas, aunque significativas, estan dentro de un rango razonable y pueden
explicarse por factores en el laboratorio, como errores del analista y la incertidumbre inherente a

las mediciones experimentales.
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1.11.2 Resultados curva de calibracion Amoxicilina

La curva de calibracion de amoxicilina se construyé utilizando patrones de mayor concentracion
debido a la sensibilidad limitada del cromatdgrafo, con un valor analitico minimo de 5 ppm. Solo
se incluyeron los patrones detallados en la tabla 16, y se utilizé una solucion amortiguadora de

fosfatos como blanco para la calibracion.

Tabla 16. Datos curva de calibracion Amoxicilina.

Patron Volumen (mL) Concentracion Area
(ppm)
Blanco 0 0 0
1 1,25 5 209225
2 2,5 10 418454
3 5 20 837490
4 12,5 50 2013975
5 - 100 3701555
Fuente propia.
Grafico 2. Curva de calibracion Amoxicilina
Curva de calibracion Amoxicilina
40000
30000
3
‘S 20000
z
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Fuente propia
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Tabla 17. Cromatogramas de patrones de Amoxicilina

Imagen 16.  Cromatograma patrén de 10 ppm Imagen 17.  Cromatograma patrén de 100
ppm
— 400000 — 400000
Retention Time: ‘\{ Retertion Time
25000 & { 25000
£ |
s - ; \ , |, o0 =
—
o — /fd———— A H
b
‘w‘l / 0. Lo
25000 = {25000 i
0 03 0 15 2 25 K o % 0 15 ?:“ 2% W

Mz

Fuente propia

Los cromatogramas obtenidos de las soluciones patron de Amoxicilina, evidencian que los tiempos

de retencién pueden variar o rondar cerca de 1,500 y 1,658 minutos, como se muestra en la Tabla
17 de los cromatogramas de patrones de Amoxicilina.

1.11.2.1 Eficiencia de la metodologia extraccion de la Amoxicilina

El método utilizado para la identificacion y cuantificacion de la Amoxicilina resulto ser eficiente,

ya que se obtuvieron los resultados esperados con relacion al contenido del antibiotico previamente
afiadido a las muestras de leche.

Por lo tanto, se puede concluir que este método es adecuado para procesar muestras de leche bovina
antes de su analisis mediante cromatografia de HPLC. Como se puede observar las siguientes

imagenes correspondientes a los cromatogramas de las muestras falseadas con Amoxicilina.

Tabla 18. Cromatogramas de muestras faseadas con Amoxicilina

Cromatogramas muestras faseadas con Amoxicilina (MFA)

Imagen 18.

Cromatograma MFA leche 2
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Results
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Imagen 19.

Cromatograma MFA leche 3
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Imagen 20.

Cromatograma MFA leche 5
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Imagen 21.
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Fuente propia
Tabla 19. Concentraciones muestras falseadas con Amoxicilina
Muestra |Area Concentracion Concentracion Error
falseada Experimental (ppm) |Teorica (ppm) Absoluto
Leche 1 - - -
Leche2  |2110139  [55,47 [Amo] = 2L 250PP™ 10 08
Leche3  |2097905  |55,14 9 ml 041
Leche 4 2036459 53,48 = 55,55 ppm 2,07
Leche 5 2071648 54,43 1,12
y _ 4mL-100 ppm
Agua 1525945 39,7 [Amo] = —TomL 0,3
=40 ppm

Los valores experimentales para las muestras de leche adulteradas con el antibidtico varian entre
53,43 y 55,47 ppm, en comparacion con el valor tedrico de 55,55 ppm, evidenciando variaciones
significativas en concentracion. La muestra de agua presentd un valor experimental de 39,7 ppm,
muy cercano al valor tedrico de 40 ppm. A pesar de estas variaciones, la metodologia para extraer

el analito de la muestra se considera confiable debido a la proximidad de los valores

Fuente propia

experimentales de los controles positivos con los tedricos.

1.12 Fase Il de investigacién

Se presentaran y discutiran los resultados del trabajo de laboratorio microbiologico, incluyendo
los resultados de los antibiogramas obtenidos mediante los dos métodos empleados y el contraste

entre ellos. Para observar el procedimiento utilizado en los antibiogramas ver el anexo 6.
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1.12.1 Antibiogramas por el método Difusién en disco.

La técnica de difusion en disco o Kirby-Bauer tiene como fundamento observar la sensibilidad de
una cepa bacteriana a un agente antimicrobiano de forma cualitativa midiendo los halos de
inhibicion. Esta técnica es cualitativa y permite determinar si una cepa es sensible o resistente a
un antibidtico especifico. Los resultados mostraron que, a pesar de evaluar una misma especie
bacteriana, como Streptococcus aureus, la resistencia a la penicilina o amoxicilina varia

dependiendo de la cepa.

Tabla 20. Resultados antibiogramas por difusion en disco

Imagen 22.  Halos de inhibicion cepas S. Imagen 23.  Halos de inhibicion cepas S.
aureus 976 y 29213 aureus 1026 y 977

Imagen 24.  Halos de inhibicion cepas S. Imagen 25.  Halos de inhibicion cepas S.
aureus 6538 y 25923 pyogenes 19615y S. agalactiae

Fuente propia.

En la tabla 21 se observaran, los datos de los diametros de los aros de inhibicion obtenidos en esta

practica en centimetros.
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Tabla 21. Didmetro del halo de inhibicion por difusion en disco.

Bacteria [Pen] 8 pug/mL | [Pen] 16 ug/mL | [Amo] 8ug/mL | [Amo]16 pg/mL
Staphylococcus 3,4cm 3,4cm 3,2cm 3,4cm
aureus 29213
Staphylococcus 6,4cm 7,0cm 5,0cm 6,0cm
aureus 6538
Staphylococcus 4,1cm 4,8cm 4,3cm 4,4cm
aureus 25923
Staphylococcus Resistente 1,4cm 0,9cm 1,2cm
aureus 1026
Staphylococcus 1,5cm 1,5cm 1,4cm 1,9cm
aureus 976
Staphylococcus 2,1cm 2,2cm 2,4cm 2,7cm
aureus 977
Streptococcus Muy sensible Muy sensible Muy sensible Muy sensible
pyogenes 19615
Streptococcus Muy sensible Muy sensible Muy sensible Muy sensible
agalactiae

Como se puede observar en los resultados de la Tabla 21, las cepas de una misma especie, como
los Staphylococcus aureus, presentan diferentes tamafios de aro de inhibicién, lo cual indica una
diferencia en la tolerancia a los antibidticos estudiados (Penicilina G y Amoxicilina). En el caso
del 1026, se observa poca sensibilidad a los antibidticos, posiblemente debido a la presencia de

enzimas betalactamasas que degradan la accidn antimicrobiana de los antibioticos betalactamicos,

como los dos farmacos de interés.

A diferencia de la cepa anterior, el Staphylococcus aureus 6538 tiene un aro de inhibicion de
tamafio considerable, siendo mayor a 6 cm a una concentracion de 192 pg/mL. En cuanto a los
Streptococcus pyogenes y agalactiae, no fue posible medir el diametro del halo de inhibicién, ya

que el tamafio de este era mayor que el espacio de las cajas de Petri. Por esta razon, se determina

Fuente propia.

que hubo accién antimicrobiana y que estas cepas son muy sensibles a los antibiéticos usados.
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1.12.2 Antibiogramas por el método Dilucién en agar.

A diferencia del anterior método, los antibiogramas por dilucion en agar permiten observar a que
concentracion de antibidtico la cepa bacteriana comienza a ser sensible, razon por la cual se

realizan diluciones en cascada a la mitad de la concentracion anterior.

En la tabla 22, se puede observar una “X” para soportar que a esa concentracion la bacteria tiene
crecimiento en el agar, mientras que la ausencia de esta marca significa que a la concentracion
respectiva la bacteria no tiene crecimiento, de esta manera se puede determinar la concentracion

minima inhibitoria (CMI).

Tabla 22. Resultados de antibiogramas con Penicilina G por dilucion en agar.

Penicilina G

[1ppm 01/02/03/04|05/06(07|08[09 10 11 |12[17 18|19 |20
0,03 XXX XXX [ XX [X X XXX X XX
0,06 X [ X [ X [ XX [ X [ X [ X [X X [ X | X[ X XX |X
0,125 XXX [ XXX XXX X XXX XXX
0,25 XXX [ XX X[ X [ X[X X [ XXX XXX
0,5 XX X [ XX X [X [ X [X X X |X

1 X I X X X X [ X [X X X X

2 X X X X [ X X [X X X |X

4 X | X X X | X |IX X |X

8 X [ X X X X X XX

16 X I X X | X X | X

32 X | X X | X

64 X | X

Fuente propia.

La cepa bacteriana Staphylococcus aureus 976 sigue presentando crecimiento en el agar incluso a
una concentracion de 64 ug/mL, por lo cual concluimos que su CMI esta a una concentracion
mayor a las utilizadas o que posiblemente esta bacteria sea resistente a la Penicilina G. Para la cepa
Staphylococcus aureus 6538, se observa que dejé de crecer a una concentracion de 1 pug/mL, por
lo cual su CMI debe estar entre 0,5 pg/mL y 1 pg/mL. En el caso de la cepa bacteriana
Staphylococcus aureus 25923, se observa que deja de crecer a 4 ug/mL, por lo cual el CMI debe

estar en un rango entre 2 pg/mL y 4 pg/mL.

La cepa bacteriana Staphylococcus aureus 1026 tiene una mayor tolerancia a la Penicilina G, ya
que presenta crecimiento bacteriano incluso a una concentracion de 32 pg/mL. Sin embargo, a

diferencia de la cepa 976, esta bacteria no tuvo crecimiento a la concentracién de 64 pg/mL, por
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lo que se puede concluir que su CMI debe estar entre 32 pg/mL y 64 pg/mL. La cepa

Staphylococcus aureus 29213 no tiene crecimiento a la concentracion de 16 pg/mL, por lo cual su

CMI debe estar en el rango entre 8 pg/mL y 16 pg/mL. La Gltima cepa de Staphylococcus aureus,
977, tiene un CMI entre 16 pg/mL y 32 pg/mL.

En cuanto a los Streptococcus, ambos dejaron de tener crecimiento bacteriano a una concentracion

de 0,5 pg/mL, por lo cual su CMI debe estar entre 0,5 pg/mL y 1 pg/mL. En la tabla 23, consigna

los resultados obtenidos de los antibiogramas con Penicilina por dilucion en agar.

Tabla 23. Antibiogramas con Penicilina G por dilucion en agar.

Concentracion de Penicilina G

Imagen 26.  Dilucion

en agar Penicilina G 1
pg/mL

Imagen 27.  Dilucién

en agar Penicilina G 16
pg/mL

Imagen 28.  Dilucion
en agar Penicilina G 32
pg/mL

Imagen 29.  Dilucion
en agar Penicilina G 64
Hg/mL

Fuente propia.

En la Tabla 24, se registran los resultados obtenidos de los antibiogramas con Amoxicilina por

dilucion en agar.

Tabla 24. Resultados de antibiogramas con Amoxicilina por dilucién en agar

Amoxicilina

[1ppm
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Fuente propia.
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Se puede observar que no hay mucha diferencia entre los resultados obtenidos con Penicilina G y
los obtenidos con Amoxicilina. Esto se debe a que ambos pertenecen al grupo de los
betalactamicos, por lo cual se concluye que las cepas que son resistentes a estos antibioticos poseen
un mecanismo de defensa, como la enzima betalactamasa, que degrada la funcién antimicrobiana

de estos antibidticos.

Las cepas Staphylococcus aureus 976 y 1026 tienen un CMI mayor a 64 pg/mL, mientras que las
cepas 25923, 29213 y 977 tienen un CMI entre 16 pg/mL y 8 pg/mL. El Streptococcus pyogenes,
similar a los resultados con Penicilina G, tiene un CMI < 1 pg/mL. El Streptococcus agalactiae
muestra una mayor sensibilidad a la Amoxicilina que a la Penicilina G, ya que esta bacteria detuvo
su crecimiento a una concentracion de 0,125 pg/mL.

La tabla 25, consigna algunos resultados obtenidos de los antibiogramas con Penicilina por

dilucion en agar.

Tabla 25. Antibiogramas con Amoxicilina por dilucion en agar

Concentracion de Amoxicilina en pg/mL

Imagen 30.  Dilucién | Imagen 31.  Dilucion | Imagen 32.  Dilucion | Imagen 33.  Dilucion
en agar Amoxicilina 0,5 | enagar Amoxicilina 4 en agar Amoxicilina8 | en agar Amoxicilina 32
pg/mL

g/mL pg/mL

Fuente propia.

Al contrastar las metodologias de difusidn en disco y dilucién en agar, se observa una concordancia
en los resultados. Las cepas con mayor resistencia, identificadas por un halo de inhibicion pequefio
en la difusion en disco, coinciden con aquellas que forman colonias en la dilucién en agar, puesto
que las cepas de S. aureus 976 y 1026 mostraron la mayor resistencia, mientras que las cepas mas
sensibles fueron S. pyogenes 19615y S. agalactiae. En la difusion en disco, S. aureus 976 y 1026
presentaron el menor halo de inhibicion, y en la dilucion en agar, esta cepa también mostré mayor

resistencia, confirmando los hallazgos del método de dilucién en agar.
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1.13 Fase I11 de investigacion

En este apartado se presentan los resultados de la fase Il de la investigacion, que corresponde a la
implementacion de la secuencia didactica. Se incluyen las respuestas y analisis de un grupo de
ocho estudiantes del Enfasis Disciplinar I, evaluadas en relacion con las dimensiones de las
competencias investigativas, especificamente en la identificacion y aplicacion de métodos de
investigacion para abordar problemas reales, como la presencia de antibioticos en leche bovina y

agua superficial y como este se relaciona con la resistencia microbiana.

1.13.1 Actividad inicial o diagndstica.

Para caracterizar el nivel de cada estudiante frente a las dimensiones de la competencia que se
pretende fortalecer, se utilizd un instrumento diagnostico dividido en dos partes, con un tiempo de

ocho dias para entregarse resuelto. Ver el instrumento en el anexo 2.
Parte 1. Escala tipo Likert.

La primera parte de la actividad es una escala tipo Likert disefiada por los autores, con la finalidad
de caracterizar la actitud de los estudiantes frente a la investigacion propuesta. Se indico a los
estudiantes dar una puntuacién del 1 al 5 frente a una afirmacion que enmarcan la importancia de

la investigacion donde 1 es estar en total desacuerdo y 5 estar totalmente de acuerdo.

Gréfico 3. Resultados escala tipo Likert dimension actitudinal

Resultados Encuesta Tipo Likert

5 -

® 1. Considera que comprender la ruta de
los antibioticos de uso veterinario en el

4 medio ambiente y su impacto en la

salud es relevante

3,5 m 2. Es importante investigar sobre las

trazas de antibioticos presentes en la

3 leche bovina y agua destinada al
35 consumo humano.
! 3. Entender la problematica de los
2 contaminantes organicos emergentes
4 5

4,5

Frecuencia

en las aguas superficiales es un tema de
1,5 investigacién relevante
4. Me motiva aprender sobre las
técnicas de analisis utilizadas para
detectar la presencia de antibioticos en
leche y aguas superficiales.
® 5. Me interesa adquirir conocimientos
sobre como los antibiéticos pueden
bioacumularse en el organismo de un
ser vivo.

0,5
-——————————

1 2 3

Puntuacién

Fuente propia.
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Para reconocer de mejor manera cuél de las afirmaciones tiene una mejor valoracién y por tanto
genera una mejor disposicion del estudiante frente a la investigacion se generardn promedios y
desviaciones estdndar, varianza y por Ultimo se hara un coeficiente o de Cronbach para dar

fiabilidad a los resultados obtenidos por la encuesta Likert.

Ecuacion a Cronbach

__k (,_ %5
] Sp2

I @ 02+0+02+03+03
*T5 7 25

) = 0,75

Tabla 26. Datos estadisticos de la encuesta tipo Likert, actividad diagnostica.

Estudiante | Afir. 1 Afir. 2 Afir. 3 Afir. 4 Afir. 5 Sumatoria
1 4 4 4 4 4 20

2 4 4 5 4 4 21

3 5 4 5 5 5 24

4 4 4 5 5 5 23

5 4 4 5 4 5 22
Promedio 4,2 4 4,8 4.4 4,6 22
Desviacion | 0,45 0 0,45 0,55 0,55 1,58
estandar

Varianza 0,2 0 0,2 0,3 0,3 2,5
Coeficiente | 0,75

Cronbach

Fuente propia.

La encuesta utilizada es eficaz para medir actitudes, por lo que es la Gnica dimension que se puede
caracterizar con esta parte de la prueba diagndstica es la actitudinal. Los resultados muestran que
los estudiantes que resolvieron la prueba estan interesados en la propuesta disciplinar de
investigacion. Sin embargo del grupo de ocho personas, se recibieron cinco respuestas, las cuales

revelan un alto nivel de interés en esta competencia.
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Ademas, el coeficiente alfa de Cronbach, superior a 0,7, indica que los resultados de la encuesta
son confiables, lo que asegura que el instrumento es consistente y proporciona mediciones estables,
esto nos indica que los items evaluados en este caso las afirmaciones planteadas en la escala tipo
Likert guardan entre si una relacion I6gica, debido a esto los resultados obtenidos de esta encuesta
llevan a analisis y conclusiones fiables. Por otra parte, la escala tipo Likert no fue la unica forma
de evaluar la actitud hacia la investigacion, también se valoré la calidad del trabajo, el tiempo
invertido y otros aspectos también son componentes de la competencia actitudinal examinados en

esta prueba diagnostica.
Parte 2. Diagndstico de conocimientos previos.

La segunda parte tiene como objetivo evaluar los conocimientos previos que tienen los estudiantes
frente al tema disciplinar de la investigacion sobre el analisis de calidad de la leche cruda de bovino
frente a los residuos de antibidticos y como esta se puede contaminar por el proceso de

bioacumulacion.

Pregunta 1. Defina de forma precisa y exprese con sus propias palabras para los conceptos que

se relacionan en la siguiente tabla.

Imagen 34.  Conceptos para definir

Contaminantes Residuos de Productos Aguas Leche de Bovino
Orgénicos Farmacéuticos Superficiales para consumo
Emergentes (COE) (RPF) humano
Microorganismos Antibioticos Antagonismo Sinergismo
Resistencia
Analisis cualitativo |  Analisis cuantitativo | Bioacumulacion microbiana

Fuente propia

Esta pregunta busca evaluar el conocimiento que los estudiantes tienen sobre los conceptos clave
de la investigacion disciplinar, fundamentales para comprender la relevancia de la investigacion
en el contexto de la problematica abordada y determinar su nivel de desempefio en cuanto a los

criterios de la dimensién conceptual.
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Algunos estudiantes admitieron no estar familiarizados con ciertos conceptos listados, lo que llevo
a que muchos eligieran no definirlos. Los conceptos que presentaron mayores dificultades fueron
"sinergismo" y "antagonismo", con solo un estudiante proporcionando una definicién adecuada.
Otros conceptos problematicos incluyeron "bioacumulacién™, con una persona indicando no haber
tenido contacto previo con el término, y "residuos de productos farmacéuticos” (RPF), con un
estudiante sin conocimiento del concepto y otro sin proporcionar una definicion. Como resultado,
se realizd una retroalimentacion para aclarar estos conceptos clave, resolviendo las dudas
conceptuales de los estudiantes y socializando las definiciones correctas para construir un

entendimiento mas cientifico.

Ademés de estos conceptos dificiles, algunos otros fueron definidos de manera ambigua o

coloquial, sin captar el conocimiento cientifico subyacente. Por otro lado, los estudiantes

demostraron una mayor claridad en conceptos como "analisis cualitativo y cuantitativo”, "aguas

superficiales™" y "resistencia bacteriana".

Con la finalidad de dar solidez a lo anteriormente expuesto, se citaran algunas de las definiciones

otorgadas por los estudiantes.
Estudiante 2.

“COE; son contaminantes provenientes de productos que consumimos debido a que tienen presencia por
ejemplo de antibioticos. Microorganismos; son organismos demasiado pequefios que pueden tener
funciones biol6gicas importantes. Analisis cualitativo; corresponde a un analisis netamente de algo que
no es numérico RPF; no habia escuchado sobre eso. Antibi6ticos; son generalmente medicamentos
usados para eliminar infecciones causadas por bacterias Analisis cuantitativo; este tipo de analisis suele
ser numérico y se pueden obtener estadisticas, porcentajes y graficas con estos datos Aguas
superficiales; son aquellas que estan expuestas como rios, lagos, humedales, etc. Antagonismo; no sé qué
es esto Leche de bovino para consumo humano; es la leche de vaca que consumimos diariamente
Sinergismo; no sé qué es esto Resistencia microbiana; esto ocurre cuando un organismo ya reconoce por
ejemplo el antibiotico y ya no hace efecto para combatir las infecciones Bioacumulacién; no habia

escuchado sobre esto”
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Estudiante 3.

“s Contaminantes Organicos emergentes: Son sustancias quimicas de origen organico que no son
monitoreadas con frecuencia, ni controladas por las autoridades ambientales. * Residuos de Productos
Farmacéuticos: Son compuestos quimicos que provienen de medicamentos y persisten en el entorno tras
su utilizacion, ya sea porque son excretados por humanos o animales. * Aguas superficiales: Son cuerpos
de agua como lagos, embalses, rios, que esta en la superficie de la tierra y que se pueden consumir.
Leche de Bovino para consumo humano: Es un producto que consumimos diariamente, producido por las
vacas. * Microorganismos: Son organismos diminutos, generalmente unicelulares, que incluyen
bacterias, virus, hongos y protozoos. Muchos de ellos son beneficiosos, mientras que otros pueden causar
enfermedades. * Antibioticos: Son sustancias quimicas que se utilizan para combatir infecciones y que no
se siga propagando. * Antagonismo: No lo sé * Sinergismo: No lo sé * Analisis cualitativo: Se centra en
datos numéricos, estadisticos * Andlisis Cuantitativo. Se centra en datos no numéricos, mds en conceptos
y opiniones. * Bioacumulacion: Es un proceso donde ciertas sustancias se acumulan en los tejidos de los
organismos vivos a medida gue son absorbidas mas rapidamente de lo que pueden ser metabolizadas o
excretadas. * Resistencia microbiana: Es la capacidad de los microorganismos, como bacterias y virus,
para resistir los efectos de los antimicrobianos, como antibidticos y desinfectantes, lo que dificulta el

tratamiento de las infecciones.”

Estudiante 4.

“COE: sustancias contaminantes que resultan de la descomposicion de material organico o que son
producto de seres vivos Microorganismos: Seres vivos a nivel que necesitan de un instrumento para
poderlos ver (microscopio) y cumplen funciones en un organismo. Andlisis cualitativo: Recopilacion de
datos para determinar aspectos de interés a partir de la observacion Analisis cuantitativo: Recopilacién
de datos para cuantificar numéricamente aspectos de interés. Antibiéticos: Sustancias quimicas que usan
para controlar infecciones y enfermedades. RPF: Desechos de medicamentos que no se comercializaron
y no son aptos para el consumo o desechos que se encuentran en los fluidos o desechos biolégicos. Aguas
superficiales: Cuerpos de agua expuestos al medio ambiente externo, como rios, quebradas. Lagos,
Océanos, etc. Antagonismo: que tiene un papel secundario en el entorno que se desarrolle
Bioacumulacion: Agrupacion de residuos o desechos organicos Leche de bovino para consumo humano:
Leche de vaca Sinergismo: No conozco el término Resistencia microbiana: La capacidad que tiene el

organismo para enfrentar Microorganismos que ingresan al cuerpo.”
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Pregunta 2. Se le solicita al estudiante use los conceptos que reconoce del punto anterior y realice
un mapa conceptual o un esquema donde establezca jerarquias, esto con la finalidad de observar
como el estudiante hace uso de sus conocimientos para plasmar en un esquema sus conocimientos

referentes al tema.

Este punto, al depender del anterior, esta limitado por el esquema de conceptos que el estudiante
ya conoce. Sin embargo, esto es valido, ya que el propoésito principal de este instrumento es
proporcionar al docente informacion sobre los conceptos que deben ser abordados mas a fondo
durante las actividades intermedias de la secuencia. Asi, se busca fortalecer la dimension

conceptual de los estudiantes en relacién con la competencia investigativa abordada.

En algunos esquemas se observa el uso adecuado de conectores, con una jerarquizacion clara,
informacidn relevante y una buena organizacion en la mayoria de los casos. Los estudiantes
destacan la importancia del concepto de antibiético, dandole la mayor jerarquia, incluso cuando
este forma parte de los residuos de productos farmacéuticos (RPF), que a su vez son un grupo
dentro de los contaminantes organico-emergentes (COE). Aunque la mayoria de los estudiantes
reconoce el concepto de COE, no identifican bien los grupos que lo componen. Sin embargo, se
destaca el conocimiento de los estudiantes sobre los métodos de analisis para identificar y
cuantificar analitos en las matrices de estudio. A continuacion, se presentaran los esquemas

realizados por algunos de los estudiantes.

Imagen 35.  Esquema jerarquico de conceptos E1.

en donde

v

residuos de estos liegan
vertirse en COEs

[éﬂ,L.s: superfi c\ale:] [_,oc'.c de I":w")%J

se pueden realizar estudios

Por medio de analisis cuantitativos y
para determinar la
presencia de COEs

Fuente: Estudiante 1
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Imagen 36.  Esquema jerarquico de conceptos E5

Contaminantes
organicos
emergentes

Son

Focos donde hay una gran
concentracién de materia
orgénica que no es tratada
debidamente

También
denominado

por e e
lacumulacién por medio de
Por ejemplo /

presente en Andlisis Andlisis
Cualitativos Cuantitativos

Leche de Bovino para Aguas
consumo humano superficiales

Debido a

Resistencia microbiana

De microorganismos
a

Antibioticos

Fuente: Estudiante 5
Pregunta 3. Reconocimiento de grupos funcionales de los antibioticos betalactamicos.

En este punto, se le solicita al estudiante identificar grupos funcionales organicos dentro de las
estructuras moleculares de algunos antibioticos pertenecientes a los betalactamicos. Esto se hace
con la intencion de que se familiaricen con la naturaleza compleja de estas moléculas y sus
propiedades fisicoquimicas, que pueden influir en el anélisis de identificacién de estas en las

matrices de interés.

Aunque los estudiantes comprenden que todas las moléculas pertenecen a la familia de antibidticos
betalactamicos, la mayoria no identifica correctamente el anillo betalactamico en cada estructura,

algunos lo describen incorrectamente como un ciclo butano.

En la retroalimentacion, se enfatizé la importancia de la estructura quimica de los antibidticos
analizados y se explic a los estudiantes por qué estos medicamentos son de interés. La mayoria
muestra un buen conocimiento de quimica organica al reconocer grupos funcionales comunes en
las estructuras moleculares, como amino, carboxilo, hidroxilo, carbonilo, alquilo y aromatico, y

algunos también identifican los grupos tiosulfato y amidas.
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A continuacion, se presentan algunas de las respuestas de los estudiantes.

Imagen 37. Identificacion de grupos funcionales E 1
4. Identifique los grupos fu en las sigu y la tabla que do las similitudes y
diferencias entre ellas.
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Fuente: Estudiante 1
Imagen 38.  Identificacion de grupos funcionales E 2
4. Identifique los grupos funcionales p on las las y complete la tabla que do las similitudesy
diferencias entre ellas.
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Imagen 39.  ldentificacion de grupos funcionales E5
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Fuente: Estudiante 5

Pregunta 4. Usted toma una muestra de agua que posiblemente contenga RPF de Amoxicilina por
lo cual decide aplicar pruebas cualitativas para confirmar la presencia del antibidtico en la muestra
de agua. Explique como podria identificar de forma cualitativa la Amoxicilina en agua. Nota:
Tenga en cuenta los grupos funcionales de la Amoxicilina y de los otros antibidticos
betalactamicos en la tabla anterior para dar certeza de que lo identificado es Amoxicilina y no otro

antibiotico.

El objetivo con esta pregunta es evidenciar el nivel de desempefio del estudiante en relacion con
las dimensiones conceptuales y procedimentales de la competencia investigativa. Ademas de
reconocer los conocimientos practicos del estudiante sumergiéndolo en un caso hipotético en el
cual le solicitan que identifique Amoxicilina en muestras de agua de manera cualitativa, mediante
métodos que pueden ir desde los inmunoensayos ELISA, reconocimiento de grupos funcionales

de manera colorimétrica o por medios microbioldgicos.

Algunos estudiantes manifiestan no saber como realizar de forma cualitativa la identificacion de
estas especies en las muestras, sin embargo para los estudiantes el método cualitativo para realizar

esta identificacion es hacer uso de la espectroscopia IR, la cual genera un espectro que puede ser
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leido para identificar los grupos funcionales de una molécula, algunos también afiaden al IR otro
método instrumental como la espectroscopia de RMN o masas, las cuales sirven como
complemento a los espectros de IR y que podrian generar un buen resultado para certificar la
presencia de Amoxicilina o de otro antibiotico de ser el caso. Aunque los estudiantes proponen en
su mayoria métodos instrumentales hay quienes mencionan métodos colorimétricos para
identificar los grupos funcionales como lo es el caso de hacer reaccionar el Fe (I11) que formaria
un complejo de coordinacién con la Amoxicilina, lo cual genera un precipitado de color rojo. Por
lo cual se puede decir que los estudiantes reconocen los diferentes métodos instrumentales para
caracterizar analitos en matrices de forma cualitativa y que saben hacer uso de herramientas para
la lectura de espectros de IR, RMN y masas. A continuacion, se plasmaran las respuestas de

algunos de los estudiantes.

Estudiante 3.

“Una de las pruebas que realizaria es la prueba de formacion de complejos con Hierro (I11). Ya que el
hierro (I11) es un ion metalico que tiene la capacidad de formar complejos con ciertas moléculas
organicas, como la Amoxicilina. Cuando se agrega una solucién de cloruro de hierro (I11) a una muestra
de agua que posiblemente contenga Amoxicilina, si este antibidtico esta presente, se producird una

reaccion entre la Amoxicilina y el hierro (I11). Se formara un complejo de color rojo intenso”
Estudiante 4.

“Por cambios de color frente algiin reactivo, por la reaccion con otras sustancias segun 10s grupos

funcionales, andlisis de IR y el mas eficiente en la actualidad el analisis de espectroscopia de masas ”
Estudiante 5.

“Los métodos espectroscdpicos ayudan a reconocer en matrices previamente tratadas la presencia de
analitos como los antibidticos, lo primero que haria es hacer uso de espectroscopio de IR para saber los
grupos funcionales que tiene el analito, de igual forma haria uso de un espectroscopio de RMN-H para

gue en conjunto al IR armar una molécula que pueda estar en el agua”
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Pregunta 5. ; Qué método analitico conoce para detectar y cuantificar la presencia de antibioticos
en la leche y agua? Tenga en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del producto. Elija el método

que considere més apropiado y explique su eleccidn en un parrafo que no exceda las 5 lineas.

Para realizar una investigacion que revise la calidad de una matriz compleja, como la leche, en
cuanto a la presencia de antibidticos, y determinar si se cumple con la normatividad expresada en
la Resolucion 00001382, es necesario tener conocimiento de las técnicas adecuadas para este
analisis. El conocimiento detallado de cada técnica, asi como de las caracteristicas propias tanto
de las matrices como de los analitos, permitira ejecutar eficientemente el trabajo practico en el

laboratorio.

Del grupo de cinco estudiantes que realizaron la actividad tres estudiantes no conocen técnicas
analiticas para cuantificar antibidticos en muestras de leche y agua. Solo dos estudiantes
mencionaron técnicas instrumentales Utiles para la deteccion y cuantificacion de estos analitos,
destacando la espectrofotometria como la mas conocida. Esto indica que, aunque los estudiantes
tienen ciertos conocimientos sobre técnicas instrumentales y analiticas, no relacionan estas
técnicas con las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos, que son moléculas organicas. Un
estudiante menciond las técnicas de cromatografia instrumental, pero no especifico el tipo de
cromatografia, es decir, si los antibidticos se analizan mejor mediante cromatografia de gases,

liquida u otra.
A continuacion, se presentan algunas de las respuestas de los estudiantes.
Estudiante 2.

“No conozco ningun método para hacer este tipo de andlisis, ya que no lo he hecho antes y no conocia

sobre el tema”
Estudiante 3.

“La espectrometria ya que es una técnica analitica poderosa que se utiliza para identificar y cuantificar
compuestos quimicos en muestras complejas. En cuanto a la deteccion de antibidticos en muestras de

leche y agua, es particularmente Util debido a su alta sensibilidad y especificidad.”
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Estudiante 5.

“La espectrofotometria es una técnica que permite identificar y cuantificar analitos, sin embargo, la
longitud de onda gue absorbe el antibiético también puede absorber otro compuesto presente en la leche,

b

no conozco mucho sobre cromatografias, pero sé que sirven para aislar analitos.’

Pregunta 6. Qué puede concluir sobre la lectura “Ojo con los antibioticos en la leche” (Ibafiez,

J. 2022). Enlace: https://www.infortambo.cl/es/contenidos/ojo-con-los-antibioticos-en-laleche

En esta pregunta se les solicita a los estudiantes que lean un articulo que centra la problemética a
abordar la cual es la calidad de la leche con respecto a los antibidticos, la cual puede verse afectada
de manera directa (aplicando el farmaco directamente en el animal) o de forma indirecta (Ingesta
de alimentos o liquidos que estén contaminados con antibidticos, es decir por procesos de
bioacumulacion), esta lectura sirve como introduccion a la problemaética existente frente a los
antibioticos en alimentos de origen animal especificamente la leche, en problemas como la
resistencia bacteriana. Ademas, establece técnicas de identificacion de estos compuestos en la

leche usados en campo para aceptar o descartar el producto por parte de las empresas.

Los estudiantes lograron entender el objetivo central de este articulo, que es resaltar la importancia
del andlisis de muestras de leche cruda en cuanto a la presencia de antibidticos. La mayoria
reconoce las posibles consecuencias del consumo de antibioticos en los alimentos de origen
animal, especialmente en la leche bovina. También comprenden la importancia econémica y
nutricional de este producto en la sociedad actual, especialmente en los paises hispanohablantes,
donde la mayoria de la leche consumida proviene de bovinos. Algunos estudiantes destacan la
relevancia de las pruebas rapidas realizadas en campo para determinar si las muestras son aptas

para los procesos industriales.
Se deja consigna de las conclusiones recolectadas de algunos estudiantes.
Estudiante 3.

“En cuanto al texto anterior resalta la importancia de asegura la calidad de la leche, destacando un
importante riesgo como la presencia de residuos antibioticos en este alimento. En este contexto nos dice

que la leche es esencial para la alimentacion humanay su calidad debe ser garantizada para prevenir
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efectos adversos en la salud de los consumidores, como reacciones alérgicas y resistencia a los
antibidticos. De igual manera sefiala que los residuos de antibidticos pueden afectar la producciény
calidad de productos lacteos derivados, lo que tiene implicaciones econémicas para la industria lactea,
se identifican factores que contribuyen a la presencia de residuos de antibi6ticos, como errores en el
manejo de los animales y el uso incorrecto de antibidticos. Es importante implementar medidas

preventivas y herramientas de deteccion temprana, como el SNAP DUO de IDEXX, para garantizar la

bl

confianza en la leche de los consumidores en los productos ldcteos.’
Estudiante 4.

“El articulo se centra en la importancia que tiene realizar chequeos a la leche antes de ser introducida a
un proceso industrial debido a que una leche contaminada con antibi6ticos causa problematicas a la
salud humana y de ecosistemas, también recalca la importancia que tiene no ordefiar vacas durante un

periodo debido a que esta leche estarda contaminada con el antibiotico™
Estudiante 5.

“La leche de vaca tiene importantes demandas alimentarias en la sociedad actual, debido a sus
caracteristicas nutricionales, es por esto por lo que es importante chequear la salud del ganado
constantemente con la finalidad de controlar la presencia de microorganismos patégenos que puedan

adulterar la calidad de la leche, es por esta razon que se le aplican al ganado antibi6ticos que también

2

generan un compromiso a la salud y al bienestar ambiental si no son usados con responsabilidad.

Los resultados de los estudiantes muestran un buen desempefio en conocimientos clave, como las
técnicas instrumentales para identificar antibidticos cualitativa y cuantitativamente. También
tienen conciencia sobre las posibles consecuencias microbioldgicas del consumo de antibi6ticos

en los alimentos y comprenden su importancia econémica y de salud.

Cinco de los ocho estudiantes muestra una buena disposicion hacia la investigacion, y su
desempefio general ha sido caracterizado. Sin embargo, se han identificado algunas falencias
conceptuales que pueden mejorarse con una secuencia didactica adecuada y mayor contexto sobre

la investigacion.

A continuacion, se presentaran graficas y estadisticas que permiten conocer el nivel de desempefio

del grupo en cada una de las competencias analizadas con este instrumento.
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Grafico 4. Niveles alcanzados en la actividad de inicio - Dimension actitudinal.

Dimensién Actitudinal

/

= bajo =basico =alto = superior

Fuente propia

Como se observo en la encuesta tipo Likert donde los estudiantes tenian una concordancia con
respecto a los postulados preguntados donde el valor mas bajo fue de 4 para los estudiantes en esta
encuesta y que los cinco estudiantes que dieron respuesta a esta demuestran un alto empefio en el
desarrollo de la actividad, tomandose el tiempo para responder cada pregunta de forma honesta,
detallada y en algunos casos dando un nivel de alta calidad en sus respuesta se considera que estas
cinco personas entran en el nivel alto de desempefio de en la competencia actitudinal. Los
estudiantes que no dieron respuesta al instrumento se les asigno el nivel de desempefio bajo debido
al criterio tenido en la rubrica donde se especifica que el no realizar las actividades se considera

una actitud deficiente para la investigacion.

Gréfico 5. Niveles alcanzados en la actividad de inicio — Dimension conceptual.

Dimesion Conceptual

= bajo
= basico

= alto

N\

superior

Fuente propia.
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Los estudiantes aqui evaluados fueron Unicamente los cinco que respondieron a la caracterizacion.
Estos estudiantes enfrentaron diversas dificultades en el desarrollo de la actividad, especialmente
en cuanto a la claridad de los conceptos, la habilidad de jerarquizar y extrapolar los conocimientos
al contexto de la investigacion. Sin embargo, en muchas respuestas se observa claridad en temas
como las técnicas espectroscopicas para el anlisis cualitativo, las técnicas espectrofotométricas
para el andlisis cuantitativo, pruebas de grupos funcionales, conceptos relevantes de quimica
organica y algunos conceptos de biologia. En su totalidad, los estudiantes fueron capaces de
identificar el objetivo central de la lectura y de reconocer los grupos orgéanicos simples de las

moléculas de antibidticos.

Los estudiantes tienen un nivel deseable para realizar una intervencion que mejore su desempefio
en esta competencia. Se destaca que dos de los estudiantes (estudiantes 3 y 5), respondieron a todas
las preguntas y dieron respuestas con mayor claridad y cercanas a los conceptos tedricos, fueron
capaces de extrapolar sus conocimientos conceptuales y teoricos al contexto de la investigacion.
Debido a la calidad de su trabajo y su conocimiento, se destaca su alto nivel en esta competencia,
mientras que tres estudiantes (estudiantes 1, 2 y 4) presentaron mayor desconocimiento y que
dieron ideas ambiguas, conflictuadas o erroneas frente a los conceptos se establecieron en un nivel

basico debido a que algunas respuestas plasmas por estos estudiantes fueron satisfactorias.

Graéfico 6. Niveles alcanzados en la actividad de inicio - Dimensién procedimental.

Dimensién Procedimental

20% ‘

= bajo =basico =alto = superior

Fuente propia.
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En el instrumento se evalud la dimensidn procedimental de la competencia investigativa propuesta,
inmergiendo al estudiante en situaciones donde se le solicitaba ser practico para conseguir
resultados relevantes para la investigacion disciplinar. Se pidio a los estudiantes que describieran
los métodos que usarian para extraer informacion, resultados y caracteristicas de muestras
sospechosas de estar contaminadas con residuos de antibidticos. Muchos de los estudiantes
describieron acertadamente como, mediante los grupos funcionales, se puede identificar la
presencia de estas moléculas en las matrices. Sin embargo, en la parte de cuantificacion se

evidencio una falta de conocimiento, manifestada por los mismos estudiantes.

Se puede concluir que uno de los estudiantes tiene un nivel bajo, ya que describen no conocer la
forma de proceder para extraer informacion relevante para la investigacion. Mientras que el
estudiante 5 reconoce la mejor manera de extraer resultados validos para la investigacion, por lo
que se sitlan en un nivel de competencia alto, aunque necesitan detallar mas las caracteristicas
propias de los analitos y las metodologias para extraer esta informacién. Po otro lado los
estudiantes (1, 2 y 3), se encuentra en un nivel basico de la competencia procedimental, ya que
reconocen los métodos, pero no describen ni profundizan en al menos uno de los casos de

inmersion.

Debido a los resultados obtenidos en la prueba diagndstica se decidi6 realizar una intervencion
con los estudiantes en la cual se hizo uso de la secuencia didactica que permitieran comunicar de
manera efectiva la retroalimentacion, corrigiendo de esta forma muchos de los errores cometidos

y dando mayor claridad a las teméticas que se desarrollarian durante la investigacion.

1.13.2 Actividad 1. Bioacumulacion y calidad de la leche.

La actividad uno sigue los lineamientos de la fase de orientacidn del ABI. Su objetivo es introducir
conceptos clave y fomentar la curiosidad de los estudiantes sobre la investigacion. La actividad
consiste en la lectura de dos articulos cientificos: el primero trata sobre la problematica de los
antibidticos en alimentos debido al ciclo de bioacumulacion en India; el segundo aborda como la
bioacumulacion de farmacos en productos de origen animal genera problemas econdmicos,

sociales, ambientales y de salud.

Tras las lecturas, se pide a los estudiantes que propongan un esquema que explique el ciclo de

bioacumulacion y su relevancia para los productos derivados de bovinos lecheros. Ademas, se
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utilizard la plataforma Educaplay para controlar la lectura y comprension conceptual. Esta
actividad se desarrollara en grupos: grupo uno (estudiantes 1, 3y 5), grupo dos (estudiantes 2, 4y

8) y grupo tres (estudiantes 6y 7).

Pregunta 1. Lea el articulo “Epidemiological assessment of antibiotic residues in dairy farm milk
and farm waste and water in northern India” Jindall, et al. (2020). Con base en la lectura realice
un diagrama a mano incluya dibujos donde se integren todos los agentes que se pueden ver
afectados por los residuos de productos farmacéuticos.

Se evidencia que los estudiantes realizaron la lectura del articulo y comprendieron los conceptos
maés relevantes. Los esquemas desarrollados muestran cdmo el ciclo de bioacumulacion puede
generar contaminacion indirecta en alimentos y fuentes hidricas de consumo humano. Ademas,
estos esquemas destacan como este ciclo afecta la calidad de los alimentos y la salud de animales

y humanos debido a la contaminacién ambiental y la eliminacion excretora de estas sustancias.

A continuacion, se presentan los esquemas realizados por los estudiantes.

Imagen 40.  Esquema bioacumulacion de antibidticos G 1

Fuente: Grupo 1
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Imagen 41.  Esquema bioacumulacion de antibioticos G 2
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Fuente: Grupo 2

Pregunta 2. Plantee un parrafo donde explique como el proceso de bioacumulacion en un bovino
lechero genera trazas de Residuos de Productos Farmacéuticos (RPF) de antibi6ticos en la leche
haciendo uso del esquema antes esbozado y como esto puede ser problematico para los

consumidores y los diferentes ecosistemas.

Los estudiantes utilizan su esquema para explicar por qué el ciclo de bioacumulacion es una
problematica que puede impactar tanto la salud de los consumidores como el bienestar de los
ecosistemas. Principalmente, enfocan el problema en la salud de los consumidores debido a la
resistencia microbiana que puede generarse por la ingesta de alimentos contaminados con RPF’s.
En cuanto al impacto ambiental, lo centran en los ecosistemas marinos, donde los RPF’s pueden

provocar la muerte de la fauna y flora, especialmente en aguas superficiales y subterraneas.

Sin embargo, el foco de mayor interés y preocupacion para los estudiantes es el aumento de la
resistencia microbiana, que puede afectar a todos los organismos de un ecosistema, incluyendo a

la humanidad. Se dejaran plasmadas las respuestas que validan el analisis anteriormente descrito.
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Grupo 1.

“Los bovinos lecheros reciben antibidticos para tratar o prevenir enfermedades, pero estos no se
metabolizan completamente y se excretan en la leche o excrementos, generando residuos en la
leche y ecosistemas. La bioacumulacion ocurre cuando estos residuos se acumulan en los tejidos
del animal, preocupando a consumidores y ecosistemas. En los consumidores, esto puede causar
resistencia a los antibidticos, dificultando tratamientos de infecciones, provocar reacciones
alérgicas y problemas de salud a largo plazo como céncer, obesidad o asma. En los ecosistemas,
los residuos se filtran en aguas superficiales y subterréneas, afectando la vida acuética, la
calidad del agua y la salud de los animales..”

Grupo2.

“La bioacumulacion en ganado lechero puede resultar en trazas de residuos farmacéuticos (RPF) de
antibidticos en la leche. Los antibi6ticos administrados a las vacas se excretan en orina y heces,
contaminando el medio ambiente y el suministro de agua. Esto puede llevar a la bioacumulacién en
organismos acuaticos y al desarrollo de resistencia bacteriana, afectando tanto a la microbiota animal

como al medio ambiente.

El estudio en el norte de India por Jindall et al. (2020) no encontr6 residuos de antibidticos en agua
potable pero si en leche y estos residuos en la leche representan un riesgo para los consumidores,
contribuyendo al desarrollo de bacterias resistentes y dificultando el tratamiento de infecciones. Es
crucial implementar sistemas de control de residuos en el sector lacteo para asegurar el uso responsable

de los antibidticos y cumplir con los periodos de retiro.”

Grupo 3.

“La bioacumulacion en vacas lecheras puede dejar residuos de antibi6ticos en la leche. Cuando se les
administran estos medicamentos, parte se excreta en la orinay las heces, contaminando el medio
ambiente y afectando los ecosistemas acuaticos. Ademas, las bacterias pueden volverse resistentes y
transmitir esa resistencia. Un estudio en el norte de la India encontro residuos de antibidticos en la
leche, pero no en el agua potable, lo que preocupa por el riesgo de resistencia bacteriana y los
problemas de salud asociados. Es crucial controlar el uso de antibiéticos en granjas lecheras para

proteger a los consumidores y el medio ambiente. ”
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Pregunta 3. Lea el articulo “Prevalence of Veterinary Antibiotics and Antibiotic- Resistant
Escherichia coli in the Surface Water of a Livestock Production Region in Northern China”
Zhang, et al. (2014). Explique porque es importante realizar un muestreo de aguas superficiales
circundantes a las zonas ganaderas, ademas de la importancia del analisis de excremento de heces

fecales y orina de los bovinos productores de leche.

Los estudiantes priorizan y se enfocan en la problematica de resistencia microbiana de los
microorganismos en el ambiente debido a la cantidad de farmacos no metabolizados y excretados
por los bovinos productores de leche, dando como respuesta que se debe analizar en conjunto

excreciones, suelos, aguas circundantes en conjunto con el animal y el producto de origen animal.

Grupo 1.

“El muestreo de aguas superficiales cercanas a zonas ganaderas es crucial debido a la contaminacion
por el uso extendido de antibidticos en animales. Entre el 40-90% de estos antibidticos se excreta sin
metabolizar, contribuyendo a la presencia de residuos y bacterias resistentes en el medio ambiente. El
estiércol utilizado como fertilizante puede diseminar estos residuos hacia las aguas superficiales
mediante la escorrentia. Monitorear estas aguas ayuda a evaluar y entender la distribucion de la
contaminacion ganadera y la presencia de antibioticos en el agua fomenta el desarrollo de bacterias
resistentes. Es importante analizar el estiércol y la orina de bovinos lecheros para determinar los

niveles de antibioticos residuales, fuente directa de contaminacion del suelo y el agua. ”

Grupo 2.

“ El muestreo en aguas superficiales cerca de zonas ganaderas busca identificar la filtracion de
antibidticos y microorganismos resistentes, que pueden contaminar fuentes hidricas. Los antibi6ticos
aplicados al ganado, no totalmente metabolizados, se excretan en heces y orina, y su presencia
prolongada favorece la proliferacion de bacterias resistentes. Un estudio en el rio Jiyun encontr6 que
entre el 58% y el 100% de 12 antibioticos analizados estaban presentes, con concentraciones de menos
de 1 ng/L a 450 ng/L, siendo las més altas cerca de granjas porcinas y ganaderas. Los antibi6ticos en el
estiércol migran al suelo agricolay luego al agua por escorrentia, explicando la contaminacion

acumulada a lo largo del rio.”
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Grupo 3.

“El muestreo en aguas superficiales cercanas a zonas ganaderas es esencial para identificar la filtracion
de antibioticos que pueden contaminar fuentes hidricas y el medio ambiente. Los antibidticos
administrados al ganado se excretan en gran parte a través de heces y orina, lo que genera la
proliferacion de bacterias resistentes. Estudios, como el realizado en el rio Jiyun, han encontrado altos
porcentajes de antibioticos en el agua, con concentraciones particularmente altas cerca de granjas. Los
residuos de antibidticos en el estiércol pueden migrar al suelo y al agua a través del escurrimiento,

indicando una contaminacion continua y acumulada proveniente de actividades ganaderas y agricolas.”

La funcidn de esta actividad, que es generar curiosidad sobre la investigacion centrada en la calidad
de la leche en cuanto a antibidticos y acercar a los estudiantes a conceptos que previamente no
conocian y su aplicabilidad en un contexto de investigacion relevante, ha sido satisfactoria. Esto
se refleja en las respuestas proporcionadas por los propios estudiantes durante la actividad. Para
retroalimentar la informacién se empled una infografia, anexo 4, sobre el ciclo de bioacumulacién

de antibioticos en el ganado.

1.13.3 Actividad 2. Métodos de analisis de sensibilidad bacteriana.

Los resultados de los antibiogramas obtenidos mediante los métodos de difusion en disco y
dilucién en agar, expuestos en la fase 11 de la investigacion, se emplearon como recurso pedagdgico
con los estudiantes. Esto a través de una presentacion interactiva realizada mediante la herramienta
Classpoint, anexo 5, en la cual se explicaron las metodologias empleadas, los disefios
experimentales, posibles resultados a obtener segln casos simulados y se mostr6é un video de la
practica de laboratorio microbiolégico realizada en la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca, ver anexo 6.

Debié al riesgo biolégico que supone la manipulacion de bacterias patdgenas, esta practica no se
realizd con los estudiantes. Sin embargo los resultados obtenidos se expusieron para que ellos

sacaran sus propias conclusiones.
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Tabla 27. Resultados actividad interactiva: antibiogramas

Pregunta o indicacion

1 ¢Qué método se utiliza para
determinar la sensibilidad de bacterias
a diferentes antibidticos?

A. Método de impregnacion

B. Concentracion minima bactericida
C. Método de Kirby-Bauer

D. Método de cultivo

Respuesta
Imagen 42.  Pregunta opcion mdltiple 1
aD
Ae-
® ® ®

A B c D

Fuente: Actividad interactiva Classpoint

2 ¢Para qué se emplea el método de
dilucién en microbiologia?

A. Determinar la concentracion minima
inhibitoria

B. Contar el nUmero de microorganismos

Crear nuevos microorganismos

D. Eliminar los microorganismos

O

Imagen 43.
aD

Pregunta opcion multiple 2

A B c D
A B c D

Fuente: Actividad interactiva Classpoint

3. ESCRIBA UNA PALABRA
RELACIONADA CON LAS PRUEBAS
DE ANTIBIOGRAMAS

Imagen 44.  Nube de palabras sobre

antibiogramas
sensidiscos “CP7S 2AC L
difusién endisco sinergiémo
a.t.c.c antibiogramas >
antagonismo _resistencia
sensibilidad amoxicilina

dilucién en agar ;. pi;

Fuente: Actividad interactiva Classpoint

4. PLANTEE DIFERENTES CASOS DE
ANTIBIOGRAMAS

Imagen 45.  Caso por dilucion en agar

Fuente: Grupo 1

Imagen 46.  Caso por difusién en disco
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Imagen 47.  Analisis de resultados por estudiante

5. CON BASE EN EL VIDEO,
REALICE UN ANALISIS BREVE DE
LOS RESULTADOS.

Fuente: Actividad interactiva Classpoint
Fuente propia

El objetivo de esta actividad es que los estudiantes incursionaran en la microbiologia, un area no
abordada en el plan de estudios de la licenciatura en quimica, pero relacionada con el problema de
investigacion por sus causas y consecuencias. Ademas, busco familiarizar a los estudiantes con las

metodologias utilizadas y sus aplicaciones, como se evidencié en las preguntas 1, 2 y 3.

Para las indicaciones 4 y 5 se emplearon los resultados obtenidos en la practica de laboratorio
bacterioldgico para que los estudiantes comprendieran la sensibilidad y resistencia bacteriana,
ilustrando cémo una misma especie, como Staphylococcus aureus 1026 y 976, podia mostrar alta

resistencia a concentraciones elevadas de Penicilina G y Amoxicilina.

Estas pruebas estuvieron directamente relacionadas con las problematicas derivadas del consumo
de alimentos, como la leche, que contenian trazas de estos antibi6ticos. Esto, a su vez, contribuy6

a la resistencia bacteriana y redujo la eficacia de los tratamientos contra bacterias patégenas.

1.13.4 Actividad 3. Propuesta analisis de residuos de antibidticos en leche y agua

Debido a que la secuencia didactica adapta fases del modelo ABI, esta actividad incluira la fase
investigativa, incluyendo las dos primeras sub-fases, para ver la actividad completa ver el anexo
7. Para el desarrollo de esta actividad se decidieron formar grupos de trabajo. Debido a esto, los
ocho estudiantes quedaron asignados en tres grupos diferentes, organizados de la siguiente manera
grupo uno (estudiantes 1, 3 y 5), grupo dos (estudiantes 2,4 y 8) y grupo tres (estudiantes 6 y 7),
cada uno con un caso diferente para desarrollar. Al grupo uno le fue asignado el caso del analisis
de Penicilina G en la matriz de leche; al segundo grupo le fue asignado el analisis de Amoxicilina

en la misma matriz; y al tercer grupo le fue asignado el caso del analisis de ambos antibioticos en
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la matriz de agua. Esto se debid a la complejidad de la composicién quimica de cada matriz de

estudio.

La actividad se divide en dos partes, la primera tiene como finalidad dar el contexto de un trabajo
de campo, donde se deja consignado un video de como fueron recolectadas las muestras de leche
y agua en la finca ganadera, producido y editado por los autores. En el segundo punto, se presenta
un caso de inmersion donde se le solicita al estudiante investigar y proponer una metodologia que
sea eficiente para cada caso. Para esto, se les solicita a los estudiantes llenar tablas con los
materiales, reactivos y equipos necesarios para el analisis del analito en su matriz correspondiente.
De igual forma, deben construir un diagrama de flujo con la propuesta que ellos seleccionaron
como iddnea. Por Gltimo, y con la intencién de introducirlos en el método instrumental de HPLC,

se les piden las condiciones cromatogréaficas a usar.

Los estudiantes realizaron un buen ejercicio de investigacion para cada caso, entregaron
informacion relevante y organizaron de buena manera la informacion de la metodologia usada en
cada caso dentro del esquema del diagrama de flujo, de igual manera, realizan especificaciones
oportunas en los ejercicios aplicados dentro de la actividad, se observa una falta de conocimiento
en las normas APA 7 por parte de los estudiantes ya que no fueron usadas correctamente y en

algunos casos no se tuvieron en cuenta.

A continuacion, se dejan plasmados los resultados obtenidos por cada grupo.

Imagen 48.  Reactivos y materiales penicilina G 1

Tabla 1. Reactivos y Materiales

Reactivos Materiales Equipos
Fosfato di dcido de amonio Viales de muestra Cromatografo liquido Shimadzu
INH,H,PO, Corporation
Metanol Micropipeta Detector UV-VIS
Buffer Fosfato Filtros de membrana Columna de separacion
Centrifugadora

Fuente: Grupo 1.
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Imagen 49

Disefio experimental penicilina G 1

xtraccién y Andlisis de
Penicilina G en HPLC

(" Recolectar muestras de

\frascos de vidrio estérile

ﬁl’ransportar al laboratorio
en una cava de anime con
hielo

leche y depositaria en

=

.

v

(Centrifugar la muestra co

-
Agitar fuertemente la

NH4H2PO4 0,01 My ol

metanol

"

Centrifugar la muestra a

alta velocidad.

r

.

Rocoger el sobrenadante

Flitar sl es necesario

v

Mezclar buffer fosfato 0,01
M (pH 7) con metanol

Preparar la fase movil

}_
}_,

.

Cal

Penicilina G a diferentes

librar el equipo HPLC paral
el anadlisis de Penicilina G

Inyectar el sobrenadante
preparado en el equipo

Preparar estandares de

concentraclones

Establecer condiciones
150Craticas a temperatura
ambiente

e
Utilizar detector UV- ViSpar
detectar Penicilina G.

i Analizar los datos obtenidos
Cl

(tlempo de retencldn, areas
de pico)

v

-

((n'npafar las reas de pic

de la muestra con los
estandares

o
H Calcular la concentracién

Imagen 50.

Tabla 2. Condiciones Cromat

Fuente: Grupo 1.

Condiciones cromatograficas G 1
ogrificas.

Sistema Cromatogrifico

Fase Mavil.

Proporcidn de Ia fase mavil.

Tipo de detector.

Columna Cromatogrifica
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Imagen 51.

Reactivos y materiales Amoxicilina G 2

Tabla 1. Reactivos y Materiales (Caso 2)

Reactivos Materiales Equipos
IMuestras de leche cruda. Tubos de ensayo estériles.  |Centrifuga
Buffer fosfato pH 7 Pipetas graduadas. Cromatografo liquido de alta

resclucién (HPLC)

estandares de amoxicilina.  [Filiros de membrana.

[Solventes organicos:
|acetonitrilo

Matraz aforado

Estandares de amoxicilina: _|Jeringas y agujas

lAgua destilada/ desionizada |Papel de filtro

lAcido acético

Microcentrifugas

Papel aluminio

Imagen 52.

Diagrama de Flujo:

Imagen

Fuente: Grupo 2.

Disefio experimental Amoxicilina G 2

Fuente: Grupo 2.

53.  Condiciones cromatograficas G 2

Tabla 2. Condiciones Cromatogrificas. (Caso 2)

Sistema Cr afico

Fase Movil.

[En esta fase se puede usar una mezcla de agua (85%) ¥
acetonitrilo (15%). Afadiendo acido acético (0.1% v/v) para
Imejorar la separacion y sensibilidad.

Proporcion de la fase
mévil.

lAcetonitrilo — agua en una proporcién 15:85 lo que quiere decir
lque en 100 mL de fase movil estan conformados por 15 mL de
facetonitrilo y 85 mL de agua

Tipo de detector.

[Detector de UV-Vis, que es uno de los mas utilizados debido a
lsu sensibilidad y facilidad de uso.

Columna
Cromatografica

iColumna de fase inversa C18.
® Tipo de fase estacionaria: silice modificada con grupos
octadecilo
& Tamafio de particula: 3-5 um (para analisis rutinario) o
1.8-2 5 pm (para andlisis de alta resolucién)
Longitud de la columna: 150-250 mm
e Diametro interno: 4.6 mm (columna estindar) o 2.1 mm
(columna de menor volumen)
e Temperatura: Generalmente entre 25-40°C, dependiendo
de las condiciones éptimas para separacion

Tomado de (Analice Ss Ce Ms D
7 de Alta Calidad. Guia de Seleccion de
Columnas Agilent ZORBAX Para HPLC, n.d )
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Imagen 54.  Reactivos y materiales G 3

Tabla 1. Reactivos y Materiales

Reactivos Materiales Equipos
Acetronilo Filtros de membrana Cromatografo HPLC
Muestra de agua Tubos de ensayo
Estandares de Penicilina G Agua tipo 1
Estandares de amoxicilina Pipetas

Fuente: Grupo 3

Imagen 55.  Condiciones cromatograficas G 3

Tabla 2. Condiciones Cromatogrificas.

Sistema Cromatogrifico

Fase Mavil.

Para la fase movil se puede mantener una mezcla
de 80% agua y 20% Acetronilo

Proporcion de la fase mévil.

Las proporciones de |a fase movil seria 80/20, lo
cual quiere decir que hay 80 mL de Agua tipo 1y 20
mL de Acetronilo

Tipo de detector.

Detector UV-VIS este tipo de detector es el mas
usado por su gran definicion y sensibilidad para
la determinacion de grupos funcionales.

Columna Cromatogrifica

Columna HPLC con fase estacionaria de C18, se
toma este tipo de detrctor por su resolucion y el tipo
de grupo funcional que se desea determinar que
seria el anillo Beta-L actamico

Fuente: Grupo 3

1.13.5 Actividad 4. Practica para analisis de antibiéticos por HPLC

En la practica de laboratorio se realiz6 en dos grupos de laboratorio divididos por antibioticos, por

lo cual un grupo realizé la extraccion del analito en las dos matrices agua y leche cruda para

Penicilina G y el grupo 2 para Amoxicilina.

Muestras problema Penicilina G

Tabla 28. Cromatogramas Penicilina G de las muestras problema

Cromatogramas de las muestras problema Penicilina G (MPP)

Imagen 56.
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Imagen 57.  Cromatograma MPP leche 2
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Imagen 58.  Cromatograma MPP leche 3 Imagen 59.  Cromatograma MPP leche 4
Retention Time somop ] Retention Time 200000
200000 a | F 200000
. & l\ vl .
100000 F\ £ 100000 £ 100000 4 100000 £
FA\
T 0 !
Imagen 60.  Cromatograma MPP leche 5 Imagen 61.  Cromatograma MPP agua
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&
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Fuente propia

En el andlisis de Penicilina G en muestras de leche cruda mediante la técnica HPLC, los

cromatogramas revelan que la muestra 1 presenta una sefial en un tiempo de retencion de 4,6,

coincidiendo con el rango de tiempo de los patrones. Esta sefial sugiere una concentracion de

1,07 ppm de Penicilina. Sin embargo, este valor no es confiable, ya que la sensibilidad del

equipo solo permite detectar concentraciones a partir de 2 ppm, quedando esta cantidad por

debajo del limite de deteccidn. Las demas muestras no presentan sefiales de Penicilina G, ya que

no se observaron picos en el rango de tiempo correspondiente a este medicamento.

En conclusién, no se detectaron residuos significativos de Penicilina G en las muestras de leche

cruda analizadas.

Resultados de las muestras Amoxicilina.

Tabla 29. Cromatogramas Amoxicilina de las muestras problema

Cromatogramas de las muestras problema Amoxicilina (MPA)

Imagen 62.
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Imagen 63.
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Imagen 64.

Cromatograma MPA leche 3
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Imagen 65.

Cromatograma MPA leche 4
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Imagen 66.

Cromatograma MPA leche 5
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Imagen 67.
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Fuente propia

En el analisis de Amoxicilina en muestras de leche, los cromatogramas obtenidos indican que el
método utilizado para la deteccion y cuantificacion del antibidtico ha sido efectivo. La ausencia
de sefiales en el rango de tiempo de retencién de 1,500 a 1,658 minutos, donde se espera que

aparezca la Amoxicilina, sugiere que las muestras de leche no contienen residuos detectables de

este antibidtico. Por lo tanto, se puede concluir que no se encontraron residuos de Amoxicilina
en las muestras analizadas.

La ausencia de niveles significativos de Penicilina G y Amoxicilina en las muestras analizadas
sugiere que la finca donde se realiz6 la recoleccion mantiene practicas adecuadas en la gestion de
antibioticos. Esto puede indicar que los protocolos de tratamiento y eliminacion de residuos son
efectivos, reduciendo la presencia de estos farmacos en la leche.

1.13.6 Actividad Final.

La actividad final consta de tres partes, la primera parte correspondiente a la encuesta tipo Likert,
que se utilizé en la actividad inicial, para observar, comparar y analizar respecto a la primera
respuesta obtenida en dicha actividad. De igual forma, una segunda parte busca que los estudiantes,
que ya tuvieron un trabajo practico de laboratorio respecto a la tematica, se inmerjan en situaciones
problema donde describan detalladamente el proceder para sustraer informacion y resultados que
permitan determinar la calidad de la leche en relacion con los residuos de antibioticos, la Ultimay

tercera parte evalUa los conceptos trabajados a lo largo de la investigacion, para ver el instrumento

85



completo ver anexo 11. A diferencia de la actividad de inicio esta prueba fue resuelta por los ocho

estudiantes.

Parte 1. Encuesta tipo Likert.

La primera parte consta de una encuesta tipo Likert donde los estudiantes dan un valor de 1 a 5
donde consideran estar totalmente de acuerdo o en desacuerdo con la afirmacion, esta encuesta se
usa para reconocer la actitud final que tiene el estudiante frente al proceso de investigacion
trabajado. Al igual que en la primera encuesta tipo Likert usada en la actividad diagnostica esta se
le aplicaran tratamientos estadisticos para medir la fiabilidad de los datos con el coeficiente alfa
de Cronbach, de igual manera no solo se tendra en cuenta los resultados cuantitativos otorgados
por parte de los estudiantes, sino que se evaluara en conjunto el trabajo realizado durante la

aplicacion de la secuencia didéctica.

De igual manera se realizara diagramas de frecuencia de respuesta por parte de los estudiantes para
tener claridad de los aspectos que los estudiantes mejor manejan y en los que se deberia reforzar

teniendo en cuenta las respuestas que ellos mismos han proporcionado en la encuesta.

Gréfico 7. Respuesta de encuesta tipo Likert - Actividad final.

Resultados Encuesta Tipo Likert

m 1.Me siento més capacitado/a para
abordar y comunicar sobre la
problemdtica de los residuos de

6 antibioticos en diferentes contextos.

5 2.La metodologia de investigacion
aplicada en la secuencia diddctica ha

4 — fortalecido mis habilidades de analisis

y comprension en el drea

Frecuencia

3.Comprendo cémo la bioacumulacion
de antibidticos en matrices de agua y
2 leche se interrelaciona, teniendo un
mayor impacto en la salud.

1 -
l_ 4.La secuencia didactica generd en mi

un interés continuo por explorar temas
relacionados con la contaminacién de

» antibiéticos en el medio ambiente y
Puntuacion sus impactos.

0 —_— —

1 2 3 4

wl

Fuente propia.
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Ecuacion a Cronbach

4

*T11

(1

0,286 + 0,125+ 0,554 + 0,5) — 06

2,5

Tabla 30. Datos estadisticos de la encuesta tipo Likert, actividad final.

Estudiante Afir. 1 Afir. 2 Afir. 3 Afir. 4 Sumatoria
1 4 4 5 5 18

2 4 4 5 5 18

3 4 4 4 4 16
4 4 4 5 5 18
5 4 3 5 3 15

6 4 4 5 4 17

7 5 4 5 4 18

8 3 4 3 4 14
Promedio 4 3,875 4,625 4,25 16,75
Desviacion 0,53 0 0,74 0,71 1,58
estandar

Varianza 0,286 0,125 0,554 0,5 2,5
Coeficiente 0,6

Cronbach

Fuente propia.

Debido a que el coeficiente de Cronbach es una medida de fiabilidad de los datos obtenidos de
encuestas, y que un coeficiente aceptable es igual o mayor 0,7 y que el coeficiente obtenido del
tratamiento estadistico es menor a 0,7 consideramos que es relevante observar la claridad y
eficiencia de las afirmaciones que se han dejado plasmadas. La dimension actitudinal de un
estudiante es compleja y es un proceso que se ve en su conjunto al ser el resultado de un proceso
académico debido a estas razones hemos decidido evaluar la actitud en conjunto del proceso de

aplicacion de la secuencia.
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Parte 2. Casos de Inmersion.

Pregunta 1. En el laboratorio, se reciben diversas muestras de leche bovina procedentes de un
hato del altiplano cundiboyacense. Para transportar estas muestras hasta Bogota, se utiliza una
nevera de icopor que, junto con las muestras, almacena dos pilas refrigerantes. Se toma un litro de
leche directamente de la cantina después de extraer el producto de todos los bovinos productores
de leche, y se divide en botellas &mbar de 250 mL cada una. Al llegar al laboratorio, se solicita un
analisis cuantitativo de las muestras para descartar la contaminacion del producto por antibidticos,
especificamente Penicilina G. En este contexto, se requiere describir un procedimiento para tratar
la leche antes de analizar con la técnica analitica de cromatografia HPLC. Es importante considerar
que la leche es una matriz compleja que contiene carbohidratos, una fraccion lipidica, minerales y

proteinas.

En este punto se considera importante que el estudiante plantee como puede tratar la muestra para
recolectar en una fraccion el analito de interés por lo cual al ser la leche una matriz compleja se
les pide que consideren las sustancias que la componen, esto nos permitird observar como el

estudiante vincula el conocimiento teérico con su saber procedimental.

La mayoria de los estudiantes generaron una lista de pasos para tratar la muestra y aislar el analito
de interés, sin embargo, fueron pocos los que describieron por qué se realiza cada paso y como
este afecta a la muestra, se demuestra el conocimiento procedimental, no obstante, es deseable que
los estudiantes liguen sus conocimientos tedricos con sus experiencias practicas y con su proceder

metodoldgico. A continuacion, se dejan respuestas que ejemplifican el anlisis anterior.
Estudiante 3.

“Para analizar muestras de leche por contaminacion de Penicilina G mediante HPLC, toma 5 mL de
leche y colécala en un vaso de 100 mL. Afiade 15 mL de solucién de fosfato diacido de sodio y agita
vigorosamente con un agitador magnético durante tres minutos. Transfiere la mezcla a tubos de
centrifugacion de 20 mL y centrifuga a 2500 rpm durante tres minutos. Retira el sobrenadante con una

pipeta, filtra para eliminar particulas y transfiere a viales adecuados para el analisis por HPLC.”
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Estudiante 5.

“Para un correcto analisis de Penicilina G en leche mediante cromatografia HPLC, es crucial preparar
las muestras adecuadamente. Primero, utiliza un método estandarizado y coloca la muestra en un
recipiente estéril para evitar contaminacion. Luego, aisla las diversas especies presentes, como mediante
una extraccion de proteinas, y realiza un filtrado para eliminar impurezas y particulas que puedan
obstruir la columna de HPLC. Ademas, ajusta el pH y realiza disoluciones si es necesario. Con estos
tratamientos previos completados, la muestra estara lista para el analisis en el equipo HPLC.”

Estudiante 8.

“Para la lectura correcta de Penicilina G mediante cromatografia HPLC, es necesario preparar la
muestra para separar el analito de interés de los demas componentes de la leche. Se toman 5 mL de
muestra, se mezclan con fosfato diacido de sodio y metanol en un vaso de precipitados y se homogeneiza.
Este tratamiento genera precipitados, separando los componentes de la leche del analito. Luego, se
centrifuga la mezcla para separar el precipitado del sobrenadante, que contiene el analito. El

sobrenadante se extrae y se utiliza para la preparacion y lectura en HPLC.”

Pregunta 2. Debido a una epidemia de mastitis en la poblacién bovina en una de las veredas del
municipio de Guatavita (Cundinamarca-Colombia). Se han tratado alrededor de 100 cabezas de ganado
el tltimo mes con medicamentos veterinarios en los cuales esté presente la Penicilina G. Los animales
en tratamiento se han aislado y se han dejado en reposo sin extraer el producto de las glandulas
mamarias con fines de comercializar. Sin embargo, debido a la excrecidn fisioldgica de los animales
se estima que posiblemente un cuerpo de agua superficial del Municipio que abastece a la vereda de
agua potable se ha contaminado con Penicilina G debido a los residuos existentes en la orina y estiércol
de los animales en tratamiento por lo cual se decide realizar un analisis de Penicilina G en muestras

del cuerpo de agua superficial afectado.

A. Usted como analista de estas muestras decide utilizar el cromatografo por HPLC para lo
cual prepara una curva de calibracién, describa como realizaria usted la curva de
calibracion para el analisis de las muestras de agua teniendo en cuenta que el patron mas
concentrado es de 20ppm y el menor es de 0,05ppm y que para esto solo puede utilizar

500mg de un patrdn certificado de Penicilina G.
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B. Con base a lo anterior, determine si se puede evidenciar un proceso de bioacumulacion.
En caso afirmativo, explique el proceso de bioacumulacion descrito previamente,
especifique como es este proceso y que consecuencias trae esto en el organismo del

animal, suelo y aguas superficiales.

El objetivo con esta pregunta en la parte A es observar como el estudiante procederia en un caso
determinado teniendo en cuenta las condiciones que se le dan en el apartado para el andlisis de
Penicilina G. En la parte B se observara como los estudiantes generan una respuesta bajo los

conocimientos que han obtenido durante la intervencién y desarrollo de la secuencia didactica.

Algunos estudiantes aplican su conocimiento para elaborar una curva de calibracion, considerando
aspectos econdmicos de reactivos y solventes para el analisis por HPLC. Sin embargo, la mayoria
no toma en cuenta estos aspectos y utiliza la totalidad del reactivo sin considerar el impacto
econdmico y ambiental. Ademas, algunos cometen errores en los calculos 0 no consideran criterios

fundamentales de la quimica analitica.
Estudiante 1 parte A.

“Para preparar los patrones, diluir 20 mg de Penicilina G en 100 mL de agua para obtener una solucion
de 200 ppm. Tomar 10 mL de esta solucion y diluir en un balén aforado de 100 mL para obtener una

solucidn de 20 ppm. De esta solucion madre de 200 ppm, preparar las siguientes diluciones:
200 ppm~6 m/l100 ml= 12 ppm

200 ppm~ 4 m/l100 ml= 8 ppm

200 ppm~ 2 m/l100 ml= 4 ppm

200 ppm=0,5 m/L100 ml= 1 ppm

200 gpm=0,025 772£ 100 772£= 0,05 ppm

Filtrar los patrones para eliminar particulas residuales e inyectar cada patrén en el cromatografo,

realizar la lectura. Graficar ppm en el eje X vs. Area de pico en el eje Y, obtener la curva de calibracion.
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Imagen 68. 2 Caso de inmersion - E 2 parte A
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Imagen 69. 2 Caso de inmersion - E 4 parte A
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En cuanto al apartado B se puede afirmar que la mayoria de los estudiantes integraron conceptos
claves para dar respuesta a la pregunta, explicando detalladamente algunas de las complicaciones
que puede tener tanto en los animales, seres humanos y ecosistemas, ademas de tener en cuenta
aspectos sociales y econémicos. A continuacion, se plasmaran las respuestas de mayor
satisfaccion.

Estudiante 1.

“Si, existe la posibilidad de bioacumulacion de Penicilina G en el ecosistema, incluyendo suelo, aguas
superficiales y organismos que dependen de ellos. La Penicilina G es un antibidtico de amplio espectro
que puede ser absorbido por animales a través del tracto digestivo o por contacto con la piel. Una vez
absorbida, se distribuye por todo el cuerpo y se excreta en la orina y el estiércol. La bioacumulacién
ocurre cuando la concentracidn de un contaminante es mayor en un organismo que en el medio ambiente
debido a una mayor tasa de absorcion que de eliminacion. Las afectaciones de la bioacumulacion

incluyen:

Acumulacidn de residuos en tejidos animales, afectando la salud, el metabolismo y la respuesta inmune,

ademas de representar un riesgo para la salud publica por el consumo de productos contaminados.

Afectacion de bacterias benéficas en el suelo, importantes para la descomposicién de materia organica y

fijacion de nitrogeno, perjudicando la calidad del suelo y el crecimiento de plantas.

Impacto en organismos acuaticos en aguas superficiales y el desarrollo de bacterias resistentes a

»»

antibioticos, con consecuencias negativas para la salud humana y el medio ambiente..
Estudiante 2.

“Se entiende por bioacumulacion al proceso por el cual los organismos acumulan sustancias quimicas al
pasar del tiempo. En este caso con la Penicilina G en el agua, es un antibidtico que puede llegar a ser

absorbido por organismos acuaticos y concentrarse en otros organismos debido a la cadena tréfica.

Las consecuencias que puede traer la bioacumulacion de Penicilina G en organismos acuaticos, es que
puede provocar efectos toxicos como alteraciones en su crecimiento, en cuanto al suelo la Penicilina G
que se puede encontrar en el estiércol del ganado bovino puede contaminarlo al afectar la microflora 'y

por ultimo, la presencia de Penicilina G en aguas superficiales puede hacer que se favorezca el
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desarrollo de bacterias que sean resistentes a este antibidtico, transfiriéndose a humanos y/o animales,
haciendo que se reduzca la efectividad de este antibi6tico.”

Estudiante 4.

“Para determinar la bioacumulacion de Penicilina G en agua superficial, suelo y organismos vivos, es
crucial evaluar la presencia del compuesto en el ambiente, su capacidad de acumulacion en organismos
y la exposicion al antibi6tico. La bioacumulacion ocurre cuando un contaminante, como la Penicilina G,

se acumula en un organismo por exposicion o ingesta.

En este caso, se observo bioacumulacion y biomagnificacion de Penicilina G en 100 vacas, el suelo y
aguas superficiales. Las vacas tratadas con este antibiético para combatir la mastitis excretaron residuos
gue contaminaron el aguay el suelo. Esto afect6 a organismos acuaticos como los peces y la flora del
suelo, alterando el crecimiento de plantas y la calidad del agua para consumo humano y agricola. Este
es un ejemplo claro de biomagnificacion, ya que la Penicilina G se encuentra a lo largo de la cadena
trofica, lo que puede conducir al desarrollo de resistencia al antibiético.

Parte 3. Conceptos microbiol6gicos en la investigacion.

En esta parte, se observa la integracion de conceptos microbioldgicos importantes en el contexto
de la investigacion, puesto que los métodos para identificar la sensibilidad de cepas bacterianas
son relevantes tanto como herramienta didactica, que permite acercar a los estudiantes al concepto
de resistencia microbiana, sus razones y las técnicas utilizadas en el campo de la microbiologia y
la bacteriologia para el analisis de inhibicion y tolerancia bacteriana frente a especies con efecto

antimicrobiano.

Se observa que los de los estudiantes reconocen los métodos de Difusion en disco y Dilucion en
agar, los estudiantes no Unicamente definen cada método de antibiogramas, sino que también,
tienen el conocimiento de las limitaciones, la utilidad de cada uno de los métodos de igual manera
algunos entienden los conceptos de siembra bacteriana, inoculacion, agar nutritivo y algunos

detallan en los procedimientos para realizar cada método de antibiogramas.

A continuacion, se consignaran las respuestas de algunos de los estudiantes que corroboran lo

anteriormente mencionado.
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Pregunta 3. ;Para qué se emplea el método de dilucion en microbiologia?
Estudiante 6.

“El proceso de disolucién es utilizado para cuantificar microorganismo, para determinar toxicidad, para
investigar propiedades metabdlicas y fisiolégicas y para determinar la concentracion de inhibitoria
(minima). Para estos procesos son utilizados el método de disolucién, ya que con las concentraciones de

’

microorganismo son adecuados para la obtencion de resultados cuantificables.’
Estudiante 7.

“El meétodo utilizado para determinar la sensibilidad de bacterias a diferentes antibioticos es el método
de dilucién en agar. Este método se considera el de referencia para determinar las Concentraciones

Minimas Inhibitorias (CMI) de las bacterias a los antimicrobianos.

Consiste en realizar varias concentraciones de un antibiético en agar, permitiendo estudiar la
sensibilidad de maltiples bacterias a la vez, Este método es esencial para evaluar la efectividad de los
antibioticos contra microorganismos especificos y guiar el tratamiento adecuado de las infecciones

bacterianas.”
Estudiante 8.

“El método de dilucion en microbiologia es principalmente utilizado para identificar el efecto que puede
tener la distinta concentracion de un compuesto x frente a un microorganismo o compuesto organico.
Este método es utilizado para determinar, por ejemplo, en que concentracion un medicamento es mas o
menos efectivo contra un grupo de bacterias. También se puede determinar la resistencia que puede tener
ese mismo grupo de bacterias a ciertas concentraciones de medicamentos en bajo las mismas

condiciones.”
Pregunta 4. ;Qué método se utiliza para determinar la sensibilidad de bacterias a diferentes
antibioticos?

Estudiante 2.

“Para determinar la sensibilidad de bacterias a diferentes antibioticos se usa el método cualitativo
conocido como la prueba de Kirby-Bauer o difusion en disco, este se usa ya que es adecuado pata
microorganismos de crecimiento rapido; en esta prueba se mide el didmetro de la zona de inhibicion que

rodea a cada disco.”
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Estudiante 6.

“Método de difusion en disco ( Kirby — Bauer): Este proceso es muy utilizado, pero su aplicabilidad es
muy sencilla, ya que es inocular un placa de agar, junto con la bacteria que se va a estudiar,
posteriormente se coloca el papel, impregnado con distintos antibioticos, luego se deja incubar y se mide

el diametro de las zonas de inhibicion”
Estudiante 8.

“Se reconocen para esto dos métodos para determinar la sensibilidad de las bacterias a diferentes
antibioticos, tomando como base la proliferacion bacteriana frente a diferentes concentraciones de
diferentes antibioticos. Este es: - EI método de Kirby-Bauer: en el cual se hace uso de los sensidiscos con
las muestras de bacterias y antibiéticos previamente preparadas, con el fin de determinar la sensibilidad

’

o resistencia que tiene la bacteria o grupo de bacterias, al antibiotico.’

Pregunta 5. Realice un cuadro comparativo entre los métodos de antibiogramas, método de Kirby

—Bauer y el método por dilucion en agar.

Imagen 70.  Cuadro comparativo: Métodos de antibiogramas E2
Aspectos Método de Kirby - Bauer Método por Dilucion de Caldo

Principio Se determina la sensibilidad Se determina la concentracion
de las bacterias frente a minima inhibitoria (CMI) de un
diferentes antibidticos antibidtico a través de diluciones
(cualitativo). (semicuantitativo).

Medio de cultivo | Se realiza en una placa de A través de caldo de cultivo
agar (Mueller — Hilton)

Procedimiento Se colocan discos Se preparan disoluciones del
impregnados con diferentes antibidtico en serie, en caldo de
antibidticos o un mismo cultivo con una cantidad
antibiético sobre agar estandar de bacterias.
inoculado con una capa
uniforme de bacterias.

Interpretacion Medicion de didmetro del Segun ¢l nimero de colonias que
halo de inhibicién, segiin esto | se formen se determina la
se categoriza el coneentracién minima
MICTOOrZANismo como inhibitoria.
sensible.

Resultados Sensible si se forma halo de Se obtiene en unidades de
inhibicion. ngmL.
Sino se forma halo no es
sensible.
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Imagen 71.  Cuadro comparativo: Métodos de antibiogramas E4
Aspectos Meétodo de Kirby — Bauer Método por dilucion en
caldo
Principio Determinar la sensibilidad de las Determinacién de la concentracion
bacterias a diferentes antibidticos. | minima inhibitoria (CMI) de un
antibidtico que inhibe el crecimiento
visible de microorganismos.
Medio de Placa de agar Caldo de cultivo (Mueller - Hilton)
cultivo
Procedimiento | Colocacion de discos impregnados | Preparacion de diluciones seriadas
con diferentes antibibticos en una del antibiético en caldo de cultivo
placa de agar con una capa con una cantidad conocida de
uniforme de bacterias MICIO0TZANISIOS
Interpretacion | Segin la longitud y el didgmetro del | Se determind la CMI segtin el
halo de inhibicidn se categoriza el | numero de colonias formadas
microorganismo como sensible
Reporte de Sensible segtin ahora de inhibicion | ug/mL
resultados
Fuente: Estudiante 4
Imagen 72.  Cuadro comparativo: Métodos de antibiogramas E8
Caracteristica Método de Kirby-Bauer Método por Dilucién en
Caldo
Principio Difusion de antibiotico desde | Dilucion de antibidtico en
discos sobre agar. medio liquido (caldo)
Procedimiento Colocacion de sensidiscos | Serie de tubos con

impregnados con antibiético

sobre superficie de agar
inoculada.
Incubacion a 35-37°C

durante 16-18 horas.

Medicién del diametro de
los halos de inhibicion
alrededor de los sensidiscos.

concentraciones crecientes
de antibidtico.

Inoculacién de cada tubo
con la bacteria.

Incubacién a 35-37°C
durante 16-20 horas.
Observacion de crecimiento
bacteriano (turbidez).

Lectura de resultados

Diametro de halos de
inhibicion (en mm).

Concentracion minima
inhibitoria (CMI), es la
concentracion mas baja sin
crecimiento visible.

métodos cuantitativos.

No apto para todos los
tipos de |Dbacterias o
antibioticos.

Interpretaciéon Comparacion con tablas Comparacion con tablas
estandarizadas para estandarizadas para
determinar sensibilidad, determinar sensibilidad,
intermedio o resistencia. intermedio o resistencia.

Ventajas Rapido y sencillo. Proporciona datos
No requiere equipos cuantitativos precisos
especializados. (CMI).

Amplia aceptacion y uso en Util para determinar la
muchos laboratorios. dosis terapéutica.
Desventajas Menos preciso que Mas laborioso y requiere

mas tiempo.

Necesita equipo y medios
especificos para preparar
las diluciones.
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Los estudiantes han fortalecido las dimensiones que componen la competencia investigativa a lo
largo de la implementacion de la secuencia didactica. Esto se refleja en las respuestas obtenidas
en la actividad final, que muestran un avance significativo en comparacion con la actividad

diagnostica, donde habia menor claridad conceptual y procedimental.

Algunos estudiantes ahora no solo definen conceptos previamente desconocidos, sino que también
los aplican eficazmente en casos de inmersion, utilizando un conjunto de conceptos para analizar
resultados en procesos investigativos. Aunque algunos estudiantes adn enfrentan desafios al
extrapolar conceptos y teoria a escenarios propuestos, se observa una mejora general en las

competencias evaluadas.

A continuacion, se presentan los niveles alcanzados por los estudiantes teniendo en cuenta los

criterios en la rubrica de evaluacién.

Andlisis de la Dimensién Actitudinal.

Tabla 31. Nivel de desempefio de la Dimension actitudinal.

Criterio Descripcién Nivel de Frecuencia | Porcentaje
desempefio

Actitud Demuestra un compromiso Superior 3 37,5%

frente a la excepcional con la investigacion,

Investigacion. | liderando iniciativas propias

Participa activamente en actividades | Alto 3 37,5%
de investigacion, mostrando un

enfoque proactivo.

Participa en actividades de Basico 2 25%
investigacion con interés, pero a

veces de manera pasiva.

Muestra poco interés y participacion | Bajo 0 0%

limitada en actividades de

investigacion.

Fuente propia
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Grafico 8. Niveles alcanzados en la actividad final - Dimension actitudinal.

Dimension Actitudinal

25%

4

= Superior = Alto = Basico = Bajo

Fuente propia.

Los estudiantes segun los criterios en la rdbrica de evaluacion se pueden dividir en tres grupos un
tres estudiantes (Estudiantes 2, 4 y 5) han tenido un nivel superior bajo los criterios de evaluacion,
debido a que se han interesado genuinamente, participado en clase, generando preguntas, llevando
a discusiones que han enriquecido las sesiones de intervencion y acompafiado el proceso
investigativo continuamente, han realizado todos las actividades propuestas, con nivel de calidad
en ellas sobresaliente, de igual forma en la encuesta tipo Likert han manifestado interés y mejoria

en habilidades que han fortalecido durante el proceso de aplicacidn de la secuencia didactica.

Un grupo de tres estudiantes (1, 3 y 7) han tenido un nivel de desempefio alto, esto debido a que
no se ha visualizado en ellos el interés del grupo anterior, sin embargo han participado activamente
en las sesiones de intervencion, han generado algunas preguntas, manifestado algunas areas donde
les gustaria profundizar sobre la investigacion particularmente en conceptos y practicas
microbioldgicas, han entregado las actividades propuestas de manera puntual y con un alto nivel
de calidad en ellas.

Por su parte dos de los estudiantes que en un principio estaban en el nivel de desempefio bajo han
alcanzado el nivel basico en la dimension actitudinal de la competencia, esto debido a la falta de
empefio o cuidado que se le ha prestado al proceso de investigacion, que hemos visualizado en las
sesiones de intervencion y en la entrega de trabajos ya que la calidad de los trabajos ha sido
irregular, entregando parcialmente terminada las actividades o sin entrega de las actividades

propuestas.
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En comparacion con los datos obtenidos en la actividad inicial o diagnostica los estudiantes han
fortalecido esta competencia gracias al proceso de aplicacion, manifestando interés en las
temaéticas y teniendo en algunos casos un alto nivel de trabajo en las actividades y sesiones de

intervencion propuestas.

Anélisis de la Dimension Conceptual.

Esta dimensién abarca a los conocimientos necesarios para la investigacion. Estos conocimientos
se usan para plantear hipotesis, planificar y desarrollar un modelo que permita extraer informacion
relevante y entender los resultados obtenidos para generar conclusiones frente a las hipétesis. Los
estudiantes en este componente se han dividido en 3 grupos segln el nivel que han plasmado
principalmente en la actividad final, pero también analizado en el conjunto del proceso de

aprendizaje durante la implementacion.

Tabla 32. Nivel de desempefio del Componente Conceptual.

Criterios Descripcion Nivel Frecuencia | Porcentaje
Conocimiento | Integray aplica conocimientos Superior. 2 25%
Tedrico. concisos, relacionando los conceptos

con otros campos de estudio.

Posee un conocimiento preciso de los | Alto. 5 62%
conceptos relacionados con

antibidticos en el medio ambiente

Comprende los conceptos Basico. 1 13%
fundamentales relacionados con

antibidticos en el medio ambiente.

Demuestra una comprension limitada | Bajo. 0 0%
de los conceptos clave relacionados

con antibi6ticos en el medio ambiente.

Analisis de Realiza un andlisis avanzado, Superior. 2 25%
datos y identificando patrones, relaciones y
resultados proponiendo conclusiones

significativas.
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Realiza un analisis s6lido de datos, Alto. 5 62%
interpretando resultados de manera

clara y coherente.

Realiza un analisis basico de datos, Basico. 1 13%
pero con algunas limitaciones en la

interpretacién y conclusiones.

Presenta dificultades en el analisis de | Bajo. 0 0%
datos, interpretacion de resultados y

establecimiento de conclusiones

Fuente propia.

Gréfico 9. Niveles alcanzados en la actividad final — Dimensién Conceptual.

Dimension Conceptual

62%

= Superior = Alto = Basico = Bajo

Fuente propia.

Del grupo de estudiantes, se destaca el nivel superior alcanzado por 2 de los estudiantes siendo
estos los estudiantes 1 y 2. Durante la aplicacion, han ido fortaleciendo sus conocimientos en
investigacion y han tenido un desempefio sobresaliente en esta Ultima actividad. Esto se debe a
que, en los casos simulados, han dado respuestas con propiedad y han tenido en cuenta aspectos

economicos, ambientales y sociales que implica la problematica actual del consumo de RPFs en

general y, especificamente, de los antibidticos en alimentos como la leche.

De igual forma, usaron sus conocimientos para abordar la problematica de la contaminacién
indirecta 0 por bioacumulacion en los bovinos productores de leche debido al consumo de
alimentos y agua con presencia de COEs. Ademas, vincularon una de las consecuencias de mayor

relevancia ligada con el consumo de antibidticos no formulados: el aumento de la resistencia
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microbiana. Reconocieron e identificaron diferencias, ventajas, desventajas o limitaciones de los

métodos tratados durante las sesiones de intervencion.

Un grupo mayoritario de 5 estudiantes se encuentra en un nivel alto. Esto se debe a que reconocen
conceptos y los aplican de manera eficiente en los contextos presentados en los casos simulados.
Sin embargo, este grupo, a diferencia del anterior, no expresa la relevancia de las consecuencias
del consumo de antibidticos en los alimentos, ni formula respuestas que tengan en cuenta aspectos
ambientales, econdémicos o sociales en conjunto con la problematica abordada. Aunque realizan
calculos de manera correcta, no extrapolan el pensamiento cuantitativo al caso narrado, lo que

genera una mayor cantidad de desechos y hace poco eficientes sus respuestas.

Reconocen conceptos de bioacumulacién, resistencia de microorganismos, y los métodos de
analisis aplicados en laboratorios de bacteriologia con la finalidad de determinar la tolerancia de
cepas bacterianas. Distinguen las diferencias procedimentales y el objetivo especifico de los
métodos de antibiogramas trabajados en las sesiones de clase. Ademas, tienen en cuenta algunos
componentes presentes en la leche para su analisis mediante técnicas analiticas que permiten

identificar y cuantificar la presencia de RPF's en la leche.

El estudiante 8 tienen un nivel basico, esto implica que el estudiante no ha alcanzado un nivel
conceptual eficiente en algunos de los conceptos o referentes tedricos que se aplican en la
investigacion. Sin embargo, algunos conceptos han sido fortalecidos con la implementacién e
incluso aplica algunos de estos en los casos de inmersion, se destaca las falencias principalmente
en el entendimiento de la matriz de leche, no identifican o reconocen la complejidad del alimento

de trabajo para su analisis.
Andlisis referente a la dimension procedimental.

Los alumnos segun su nivel demostrado durante la actividad final se dividieron en tres grupos,
esto segun los criterios que se tuvieron en cuenta para evaluar la dimension procedimental, que
consiste en la necesidad de obtener informacion a partir de los conocimientos que tienen los
estudiantes para extraer resultados que sean posteriormente analizados, con la finalidad de llegar

a tomar decisiones frente a situacion problema de la investigacion.
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Tabla 33. Nivel de desempefio de la dimension procedimental.

Criterio Descripcién Nivel de Frecuencia | Porcentaje
desempefio

Técnica Realiza procedimientos y relaciona la | Superior 2 25%

analitica teoria y la practica y el contexto,

logrando resultados 6ptimos y
fundamentados.

Aplica procedimientos y técnicas de Alto 3 37,5%
analisis quimico, entendiendo la teoria
y la préactica, obteniendo resultados

precisos

Ejecuta protocolos con comprension Basico 3 37,5%
limitada de la teoria y la practica,

logrando resultados aceptables.

Presenta procedimientos sin conocer Bajo 0 0%
métodos de analisis adecuados para el

contexto, resultando en resultados

imprecisos.
Obtencién de | Ejecuta procedimientos complejos con | Superior 2 25%
resultados. autonomia y maneja el material de

laboratorio con eficiencia.

Realiza procedimientos de manera Alto 3 37,5%
auténoma y maneja el material de

laboratorio con precision.

Realiza procedimientos con ayuda Basico. 3 37,5%
ocasional y maneja el material de

laboratorio de manera bésica.

Muestra dificultades en la ejecucion Bajo. 0 0%
de procedimientos y en el manejo del

material de laboratorio.

Fuente propia.
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Grafico 10. Niveles alcanzados en la actividad final — Dimension procedimental.

Dimension Procedimental

37.5% [28%

= Superior = Alto = Basico = Bajo

Fuente propia.

Los estudiantes 4 y 5 alcanzaron un nivel sobresaliente debido a la capacidad demostrada para
extraer informacion relevante para el estudio de calidad de la leche en cuanto a la presencia de
antibidticos, a partir de las matrices de analisis que difieren en complejidad y composicion
quimica, de esta manera no Unicamente siguen eficientemente protocolos para el analisis de estos
farmacos en el leche y agua sino que comprenden la teoria que existe detras de cada paso para
preparar una muestra, el funcionamiento de los equipos implementados y porque se obtienen los

resultados que se obtienen de las préacticas de laboratorio.

El nivel de desempefio alto fue alcanzado por tres de los estudiantes esto ya que en sus respuestas
han demostrado que ademas de ejecutar un protocolo entienden la teoria detras de este casi en su
totalidad, teniendo algunas dificultades en pasos puntuales presentes en los protocolos para la
investigacion de los analitos de interés en las matrices de estudio.

Un grupo de tres estudiantes lograron un nivel basico en el componente procedimental esto debido
a que a diferencia del nivel superior tienen dificultad para extrapolar su conocimiento a un paso a
paso presente en un protocolo ya establecido para el analisis de los analitos de interés en las

matrices de estudio.

El analisis de la competencia investigativa revela un avance notable en los estudiantes a lo largo

de la investigacion sobre residuos de antibioticos. Inicialmente, los estudiantes presentaron un
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desempefio basico o intermedio, con poco interés y dificultades para comprender conceptos y
aplicar procedimientos adecuados. A medida que avanzaron en el proyecto, mejoraron
significativamente en todos los aspectos de la competencia investigativa. Al final, mostraron un
desempefio mas alto, con una mayor capacidad para identificar y aplicar métodos investigativos
de manera efectiva, formular hipdtesis relevantes, y guiar el proceso de investigacién con una
comprension mas completa de los conceptos y procedimientos. Este progreso se refleja claramente
en los resultados finales, evidenciando un fortalecimiento significativo en esta competencia

investigativa.

Conclusiones

La implementacion de la secuencia didactica centrada en el ABI demostrd tanto la eficiencia como
la replicabilidad de los métodos empleados para analizar antibidticos en agua superficial y leche
bovina. Al incorporar concentraciones conocidas a las muestras, los resultados experimentales
coincidieron estrechamente con los valores teoricos, confirmando la efectividad del método.
Ademas, los analisis de las muestras recolectadas en la finca Guandita, Cundinamarca, no
detectaron niveles significativos de Amoxicilinay Penicilina G, lo que indica que la finca mantiene
practicas adecuadas en la gestion de antibidticos. Sin embargo, es importante considerar las

limitaciones del cromatdgrafo de HPLC utilizado en la cuantificacion de los antibioticos.

La secuencia didactica tuvo un impacto significativo en el desarrollo de las competencias
investigativas de los estudiantes, reflejando mejoras notables en las dimensiones conceptual,
procedimental y actitudinal de la competencia investigativa. Al inicio, el desempefio de los
estudiantes era variado, pero al final del proceso, muchos alcanzaron niveles superiores. En la
dimensién conceptual, siete de los ocho estudiantes alcanzaron niveles de desempefio alto y
superior, demostrando una integracion y aplicacion efectiva de conceptos en el anélisis de datos y
resultados. En la dimension procedimental, cinco estudiantes también lograron niveles altos y
superiores, evidenciando un progreso en la aplicacién de técnicas analiticas y el manejo del
laboratorio. En cuanto a la dimension actitudinal, seis estudiantes mejoraron su nivel de
desempefio, situdndose en los niveles alto y superior, lo que indica una mejora en su actitud hacia

la investigacion.

104



Estos resultados demuestran que la secuencia didactica basada en ABI no solo mejoré las
competencias investigativas de los estudiantes en términos de conocimientos y habilidades
técnicas, sino también en actitud y enfoque hacia la investigacion. Este avance integral confirma
la efectividad de la secuencia en fortalecer las competencias investigativas en sus tres dimensiones,

cumpliendo asi con los objetivos propuestos.

Sugerencias.

Para futuras investigaciones, se sugiere adaptar la secuencia didactica para incluir estudios que
abarquen una mayor variedad de antibiéticos, no limitandose a los betalactamicos. Ademas, debido
al tiempo limitado y a las competencias especificas fortalecidas en esta investigacion, se pueden
incorporar otras fases del ABI en actividades intermedias, dependiendo de las competencias

investigativas que se deseen desarrollar.

En cuanto al desarrollo de la investigacion disciplinar, se recomienda utilizar patrones certificados,
ya que estos generan menos residuos y requieren menos solventes para las curvas de calibracién
en HPLC. También es aconsejable utilizar equipos con mayor sensibilidad para detectar y

cuantificar residuos de antibi6ticos en las muestras analizadas.

Implementar proyectos interdisciplinarios en el aula, integrando conocimientos de quimica,
biologiay salud publica, permite a los estudiantes abordar problemas complejos, como los residuos
de antibidticos, de manera integral. Esto les ayuda a desarrollar soluciones préacticas y a

comprender mejor la interconexion de sus disciplinas en contextos reales.

Facilitar la colaboracién entre docentes, estudiantes y la comunidad afectada por los residuos de
antibidticos es crucial. Los estudiantes pueden participar en talleres 0 mesas redondas con
profesionales del sector y lideres comunitarios para discutir y analizar problemas reales. Esta
interaccion enriquece el proyecto con perspectivas adicionales y asegura que las soluciones

propuestas sean practicas, viables y adaptadas a las necesidades locales.
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Anexos

Anexo 1. Medicamentos empleados en la Finca

ordeilo y predisponen a la mastitis.

ordeiiar,

Nombre En qué casos se aplica Dosis Quien Ia Via de aplicacién Durabilidad del
comercial Medicamentos 1 P ‘ aplica P fratamiento
Ganapen 10° | Penicilina G Sodica Indicado para la mastitis, procesos infecciosos, 1 dosis cada 5 dias de | Administrador| Inyeccion intramuscular | Tiempo a criterio
Penicilina G Procainica | carbon sintomatico, edema maligno, hemoglobinuria | 1 ml por cada 20 kg del Médico
Penicilina G Benzatinica | bacilar, tétano, pielonefritis, leptospirosis, de peso vivo. Veterinario
actinomicosis, listeriosis y estreptococosis.
Tripén L.A | Penicilina G Sodica Para el tratamiento de infecciones causadas por 1 dosis de ImL por | Administrador| Inyeccion intramuscular | 1 dia
Penicilina G Procainica | microorganismos Gram positivos sensibles a la cada 10 kg de peso
Penicilina G Benzatinica | penicilina en bovinos. del animal
Curacef duo | Ceftiofur (clorhidrato) | Tratamiento de necrobacillosis interdigital aguda | Idosisde I mL por | Administrador| Inyeccion inframuscular | 2 dias a criterio del
Ketoprofeno causada por bacterias asociadas al dolor y/o pirexia | cada 50 kg de peso médico veterinario
Vehiculo c.b.p y/o inflamacion. del animal
Cefanext Ceftiofur Sodico Indicado para tratar infecciones respiratorias, 2miporcada50a | Administrador | Inyeccion intramuscular | 3 a § dias
infecciones podales e infecciones reproductivas. 100kg de peso, cada
24 horas
Veter- Flucina | Penicilina G procainica | Empleado para tratar Mastitis, abscesos, heridas Aplicar SmLpor | Administrador| Debe administrarse 245 dias
Estreptomicina infectadas, podo dermatitis, infecciones cada 100 kg de peso Exclusivamente por Via
Flumetasona respiratorias, digestivas y renales. vivo cada 24 horas Inframuscular Profunda.
Solvente csp
Enrofloxacin | Enrofloxacin Es un antibiotico de amplio espectro indicado para el | Aplicar SmL por | Administrador| Via intramuscular, 3a5dias
Alcohol bencilico tratamiento y control de enfermedades respiratorias, | cada 100 kg de peso infravenoso o consecutivos
digestivas, genitourinarias y cutineas de origen vivo cada 24 horas subcuténeo
infeccioso.
Mastizur CL | Amoxicilina (trihidrato) | Antibi6tico v antiinflamatorio indicado para el Una jeringa cada 12 | Administrador| Via intramuscular.
Acido Clavuldnico tratamiento de mastitis clinica de vacas lecheras en | horas durante 3
Prednisolona lactancia. Abarca un espectro de Gram positivoy | ordeflos consecutivos 1a2dias
Excipientes ¢.s.p. Gram negativo.
Pezonil Alantoina Oxido de Zinc | Anestésico y cicatrizante para las heridas, Aplicar sobre el Administrador | Uso topico / Ungiiento | Tiempo a criterio
Benzocaina Excipientes | excoriaciones, tlceras, viruelas y todos los procesos | pezon, dejar actuar del Médico
dolorosos del pezon que impiden o dificultan el durante 3 minutos y Veterinario
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Anexo 2. Actividad de inicio
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Licenciatura en Quimica de uso veterinario: Analisis en

Trabajo de Grado muestras ambientales y biologicas
Actividad de inicio

Elaborado por: Andrea Yuliana Bonilla Rojas y Johan Camilo Pinzon Ledn

Nombre: Codigo:

1. Indique su grado de acuerdo con cada afirmacion, utilizando una escala del 1 al 5, donde:
1 = Totalmente en desacuerdo

2 =En desacuerdo
3 = Neutral
4 =De acuerdo

5 = Totalmente de acuerdo
Por favor, marque el niimero que mejor refleje su opinidn sobre cada afirmacion.

Afirmacién 1 2 3 | 4 5
Comprender 1a ruta de los antibidticos de uso veterinario en
el medio ambiente v su impacto en la salud.
Es importante investigar sobre las trazas de antibidticos
presentes en la leche bovina v agua destinada al consumo
humano.
Entender 1a problematica de los contaminantes organicos
emergentes en las aguas superficiales es un tema de
investizacion relevants
Estov motivado a aprender sobre las técnicas de analisis
utilizadas para detectar 1a presencia de antibioticos en leche
v aguas superficiales.
Me interesa adquirir conocimientos sobre como los
antibidticos pueden bioacumularse en el organismo de un ser
VIVO.

2. Define de forma precisa y expresadas con tus propias palabras para los conceptos
relacionados en la tabla 1. Tabla 1.

Contaminantes Residuos de Productos Aguas Leche de Bovino
Organicos Farmaceéuticos Superficiales para consumo
Emeroentes (COE) {RPE) humango
Microorganismos Antibidticos Antagonismo Sinergismo
Resistencia
Analisiz cualitativo Andlisiz cuantitativo Bioacumulacién microbiana

114



Pagina 2

3. Con base el gjercicio anterior, elabore un mapa conceptual o un esquema que facilite 1a
organizacion de manera jerarquica los conceptos, estableciendo relaciones desde lo mas
general hasta lo mas especifico. Aseglirese de conectar los conceptos de manera que
refleje 1a relacion entre ellos.

4. Identifique los grupos funcionales presentes en las siguientes moléculas v complete la
tabla que sefialando las similitudes v diferencias entre ellas.

Molécula Grupos Semejanzas Diferencia entre
funcionales entre moléculas molécnlas

Amoxiciling.

Penicilina

RN "
DO et
0O 5 N«_._><CH3

Z—0H
o]
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5. Usted toma una muestra de agua que postblemente contenga RPF de amoxicilina por lo
cual decide aplicar pruebas cualitativas para confirmar la presencia del antibidtico en la
muestra de agua. Explique como podria identificar de forma cualitativa 1a amoxicilina en
agua.

Nota: Tenga en cuenta los gropos funcionales de 1a Amoxicilina v de los otros antibicticos
betalactamicos en la tabla anterior para dar certeza de que lo identificado es Amoxicilina
¥ no otro antibiotico.

6. ;Qué metodo analitico conoce para detectar v cuantificar la presencia de anfibidticos en
la leche v agua? Tenga en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del producto. Elija el
método que considere mas apropiado v explique su eleccion en un parrafo que no exceda
las 5 lineas.

7. Qué puede concluir sobre 1a lectura “Ojo con los antibidticos en la leche™ (Ibafiez, 1.
2022). Enlace: hitps:/www.infortambo.cl/es/contenidos/ojo-con-los-anfibioticos-en-la-
leche

Enlace lectura “Qjo con los antibioticos en la leche” (Ibaiiez, J. 2022):

https://www.infortambo.cl/es/contenidos/ojo-con-los-antibioticos-en-la-leche
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Anexo 3. Lecturas bioacumulacion de antibiéticos
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Trabajo de Grado muestras ambientales y bioldgicas
Actividad 1.

LECTURAS: BIOACUMULACION DE ANTIBIOTICOS EN LA CADENA
ALTMENTARIA Y EL MEDIO AMBIENTE

Elaborado por: Andrea Yuliana Bonilla Rojas v Johan Camilo Pinzén Ledin

Nombre: Codigo:
Nombre: Codigo:
Nombre: Codigo:

1. Lea el articulo “Epidemiological assessment of antibiotic residues in dairy farm milk
and farm waste and water in northern India™ Jindall, et al. (2020). Con base en la
lectura realice un diagrama a mano incluva dibujos donde se integren todos los

agentes que se pueden ver afectados por los residuos de productos farmacéuticos.

2. Plantee un parrafo donde explique como el proceso de bicacumulacion en un bovine
lechero genera trazas de Residuos de Productos Farmacéuticos (RPF) de antibioticos
en la leche haciendo use del esquema antes esbozado v como esto puede ser

problematico para los consumidores v los diferentes ecosistemnas.

3. Lea el articulo “Prevalence of Veterinary Antibiotics and Antibiotic- Resistant
Escherichia coli in the Surface Water of a Livestock Production Region in Northern
Chinz” Zhang, et al. (2014). Explique porque es importante realizar un muestreo de
aguas superficiales circundantes a 1as zonas ganaderas, ademas de la importancia del

andlisis de excremento de heces fecales v orina de los bovinoes productores de leche.

4. Completar la actividad Iidica tipo juego “pasa palabra”™ realizado en educaplay, tomar
pantallazo del puntaje cuando se haya terminado el juego v subirla en este documento.
Link: hitps:/‘es.educaplav.com/'recursos-educativos/17952104-
adivina la palabra html

117



Anexo 4. Infografia ciclo de bioacumulacion de antibioticos

Bioacumulacion
de antibioticos
en el ganado

Los residuos de antibidticos veterinarios en productos de origen
animal, como la leche, esta vinculada estrechamente con el ciclode
bioacumulacién.

o1 02 03 ' 05

Inyeccién Metabolismo = Excrecion

Inyeccion

Los antibiéticos son administrados al ganado,
generalmente para tratar o prevenir enfermedades.

Metabolismo

Los A-betalactamicos se absorben , una parte se
acumula en el cuerpo y otra parte se metaboliza para ser
excretada en su forma original o modificada.

Excrecion

Los antibioticos metabolizados son excretados del
cuerpo del animal a través de la orina, las heces y la
leche.

Contaminacion del suelo

Los antibidticos excretados, pueden terminar en el suelo
si el estiércol se utiliza como fertilizante o si los
desechos animales se depositan en el suelo.

Contaminacion del agua

La lluvia puede transportar los antibidticos excretados en
el suelo hacia cuerpos de agua cercanos.

Consumo

Los antibidticos pueden ser consumidos por humanos y
animales a través del agua contaminada, los productos
agricolas o los productos de origen animal

Bioacumulacién

La bioacumulacion hace referencia a la acumulacién de un contaminante en un organismo desde
cualquier fuente de exposicién incluyendo aire, agua y alimento. Camiquiriborde, P. (2021).
Biodisponibilidad, bioconcentraci6n, bioacumulacién y biomagnificacion de los contaminantes.
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Anexo 5. Actividad interactiva: Sensibilidad bacteriana

&

INTRODUCCION

Las bacterias paté son

de

diversas infecciones, y los antibiéticos son

esenciales para combatirlas.

En este estudio, nos enfocamos en PenicilinaGy

icilina, exp
bacterianas especificas.

3

Este método de difusion se utiliza para
determinar la sensibilidad de bacterias
a diferentes antibidticos.

También conocido como el ensayo de
difusién en disco, implica la colocacion
de discos impregnados con diferentes
antibiéticos en una placa de agar con
una capa uniforme de bacterias.

Segun la longitud y didmetro del hale
de inhibicién se categoriza al
microorganismo  como  sensibls,
sensible aumentando la dosis o
resistente al antibiético probado.

01
ACTIVIDAD

INTERACTIVA

7

ia contra cepas

METODO POR DIFUSION KIRBY-BAUER

Figurs 4. Witogn K. e Toms0o oe Desemactin 3e
‘Ackvsd Microbian. Receperads de;

¢éPara qué se emplea el método de dilucién
en microbiologia?

A
B.
C.

Eliminar com

Contar el numero de microorganismos

Crear nuevos microorganismos

Determinar la concentracién minima inhibitoria

ente los

lismos

119

CONCEPTOS

RESISTENCIA MICROBIANA

Es la capacidad de los
microorganismos para resistir los
efectos de los antimicrobianos,
dificultando &l tratamiento de las

BIOACUMULACION

Proceso por el cual sustancias se
acumulan en los tsjidos de
organismos vivos debido a una
absaorcién mas rdpida de lo que

pueden ser metabolizadas o Erenticned
excretadas.
ANTOGINISMO SINERGISMO

Interaccién en la que dos
férmacos o sustancias reducen o
bloguean los efectos del otro,
disminuyendo asf su efectividad.
Fuente :Diccicnario NCI

Interaccién en la que dos
férmacos o sustancias combinadas
producen un efecto mayer que la
suma de sus efectos individuales.
Fuente :Diccionario NCI

4

METODO POR DILUCION EN AGAR

' Este método se emplea para
determinar la concentracion minima
a inhibitoria (CMI) de un antibiético, es

decir, Ia concentracién més baja del [ I
antimicrobiano que inhibe el ' 5 H pig ‘j
crecimiento visible de E 'R U ﬂ !

microorganismos. U

5
e
¢
-]

Consiste en preparar diluciones
seriadas del antibidtico en agar de
cultivo (generalmente Maller-Hilton) y
se inoculan con las bacterias. Luego, se

|

L G eoe

observa si estas pueden crecer en

estas diluciones o no. Figura 5. Mitos Suciia. Tmado 06 mésodo de drturminaciia &

i sl rotnan g
tecsin, Rncugnrdn O g AT, Com ATEWD.
comttuphoose 201311104 CETERMNACION UE LA SENSIEILIIAD.
'METODO 0E 0R.UCION 2012501

6

¢Qué método se utiliza para determinar la
sensibilidad de bacterias a diferentes
antibiéticos?

A. Método de impregnacion

B. concentracién minima bactericida

C. Método de Kirby-Bauer

D. Método de cultivo oo M

ESCRIBA UNA

PALABRA

RELACIONADA CON

LAS PRUEBAS DE
ANTIBIOGRAMAS
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[
Vl deo CON BASE A LA METODOLOGIA

PRACTICA MICROBIOLOGICA Y RESULTADOS: DJ,‘S;@L;::X:%;;@“&?AS
DIFUSION EN DISCO- KIRBY BAUER
] TOMA UNA FOTO Y
SUBELA A:
ENLACE: httgs:dwww.y;utube.com[watch?v=n L7tdZWhLI o]
Fuente propia
11 12
Referencias:
+ Servicio Antimicrobianos, INEL (2012). Método de
CON BASE EN EL VlDEo, REAL'CE UN determinacion de sensibilidad antimicrobiana por dilucién.
ANALISIS BREVE DE LOS (] ls)rgvet:rsidfad %ac;onalt_z:l‘zl dNor(r‘iegeA b_(2006). Practica
RESULTADOS. eterminacion de actividad antimicrobiana.

+ Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (2024).
Normas de desemperio para pruebas de susceptibilidad a
los antimicrobianos (34.° edicién). Documento MIOO del
CLSL

Anexo 6. Video préctica microbioldgica y resultados

ENLACE: https://www.youtube.com/watch?v=n L7tdZWhL

Fuente propia
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Anexo 7. Propuesta para analisis de antibidticos por HPLC
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Licenciatura en Quimica de uso veterinario: Analisis en
Trabajo de Grado muestras ambientales y bioldgicas
Actividad 3.

PROPUESTA PARA ANALISIS DE ANTIBIOTICOS ENMUESTRASDELECHE Y

AGUAPORHPLC
Elaborado por: Andrea Yuliana Bonilla Rojas y Johan Camilo Pinzon Leon

Nombre: Codigo:
Nombre: Caodigo:
Nombre: Codigo:
1. Observe detenidamente el video: hitps:/waw. youtube. com/watch™= WkC2X8dVok

que muestra 1a recoleccion de muestras de leche de bovinos en Guatavita, Cundinamarca,
asi como la posterior toma de muestras de agua que los bovinos consumen.

Lea el siguiente texto sobre la recoleccion v transporte de muestras:

Se realizo 1a recolecta de muestras de leche de algunos bovinos pertenecientes a un hato
en Guatavita, Cundinamarca las muestras tomadas de 13 especimenes se dividieron en 5
botellas dambar de 500mL. Para su trasporte se hizo uso de una nevera portatil en su interior
almacena pilas de refrigerantes para mantener 1a temperatura baja esto con la finalidad de
conservar las caracteristicas de la mwuestra al llegar al laboratorio se dejaron en
refrigeracion a una temperatura de 4°C. La toma de muestras tiene como finalidad
detectar v cuantificar 1a presencia de los antibidticos Penicilina G v Amoxicilina,
pertenecientes a los antibidticos betalactamicos. Con la finalidad de detectar v cuantificar
la presencia de estos en 1a leche usted propone el método analitico de Cromatografia
Liguida de Alta Eficiencia (HPLC).

En su andlisis detecta concentraciones de estos antibidticos en las muestras aun cuando
los bovinos productores de leche no han sido sometidos a tratamientos con estos
antibidticos por lo cual sospecha que la presencia de estos antibidticos en la leche es
producto de una contaminacion indirecta debido a la ingesta de agua en la cual se
encuentran Residuos de Productos Farmacéuticos (RPE). Por lo cual se decide ir a tomar
una muestra de agua del cuerpo hidrico del cual consumen los bovinos. Al llegar al
laboratorio usted utiliza la técnica analitica HPLC para detectar v cuantificar residuos de
Amoxicilina y Penicilina G en 1a muesira.

Debido a las caracteristicas de 1a muestra v de la técnica analitica usada usted realiza un

metodo para tratar la muestra de leche tfeniendo en cuenfa sus caracteristicas
fisicoquimicas con la finalidad de aislar lo maximo posible los antibidticos en 1a muestra.
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3. Considerando el video y texto anterior, plantes un procedimiento para extraer los analitos
de interés segim su caso asignade:

Caso 1: Procedimiento para extraer el antibidtico Peniciling G de las muestras de leche
cruda.

Caso 2: Procedimiento para extrzer el antibidtico Amoxicilina d las muestras de leche
cruda .

Caso 3: Procedimiento para extraer los antibidticos Amoxicilinag y Peniciling G de las
muestras de agua superficial.

Tabla 1. Reactivos y Materiales

Reactivos Materiales Equipos

Diagrama de Flujo:

Tenga en cuenta las caracteristicas del metodo v especifigue las siguientes condiciones
cromatograficas para su método (No olvide referenciar 12 mformacion).

Tabla 2. Condiciones Cromatograficas.

Sisterna Cromatografico

Fase Movil.

Proporcion de 1a fase mawvil.

Tipo de detector.

Columna Cromatografica
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Anexo 8. Video recoleccion de muestras

ENLACE: https://www.youtube.com/watch?v=gZh6wBs2z M

Fuente propia

Anexo 9. Video técnica y calculos HPLC

CURVA DE CALIBRACION Preparacion de la muestra
Patrén [ 1ppm Area problema
Blanco 0 54
1 2 3772
§ 1% ;(3)52);2 Tomars M. eche Realizar la lectura en
4 15 32996 precipitado de 100 ml el equipo HPLC
Problema 762 L [}
Falseada 20383 Agregar 9 mL de buffer Filtrar el sobre
5 2 fosfato 0,001M al vaso nadante y pasar a los
Tabla 1. Curva de calibracién de precipitado viales
L] [}
Curva de calibracion Agregar 6 mL de Tomar el sobrenadante
metanol al vaso de con ayuda de una
40000 precipitado jeringa limipia
y = 2251,6x - 286,73 ] )
30000 =
g b Hotiggerelarle Centiugar por 3 min a
20000 el R

Area de p
5
[=}
(=]
o
Q QD

5 10 15 20 Para la muestra problema se realizé el
ppm mismo procedimiento més 2 mL del
patrén a 100 ppm

0
-10000

ENLACE: https://www.youtube.com/watch?v=nLVJUo8HK7w

Fuente propia
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Anexo 10. Guia de practica de laboratorio
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Practica de laboratorio.

CUANTIFICACION DE PENICILINA G Y AMOXICILINA EN AGUAS
SUPERFICIALES Y LECHE BOVINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA RESOLUCION (HPLC)

Elaborado por: Andrea Yuliana Bonilla & Johan Camilo Pinzon
Objetivos

- Identificar 1a presencia de penicilina G v amoxicilina en muestras de leche v agua
utilizando el equipo Shimadzu SCL-10Avp.

— Calcular 1a concentracion de penicilina G v amoxicilina en las muestras.

- Determinar si la concentracion de penicilina G v amoxicilina cumple 1as normas de
LMEMYV descritas en la resolucidon 1382 del 2013, expedida por el Ministerio de
Salud v Proteccion Social (MSPS).

Preguntas orientadoras

- ;La concentracion de penicilina G v amoxicilina en las muesiras de leche cumplen
la normativa?

- i Qué implicaciones tiene 1a falta de una normativa especifica de LMEMV en aguas
de consumo humano v animal?

- Como podria afectar 1a falta de regulacion de LMEMV en aguas al proceso de
bioacumulacion de antibidticos v cuales serian las posibles consecuencias para la
salud humana v el medio ambiente?

Fundamentos teoricos

La leche bovina cruda es la materia prima para obtener el alimento liquide que tiene un
importante valor nutricional en el pais. Por lo cual es necesario realizar los respectivos
analizis de calidad para el consumo de esta bebida, los que generalmente se realizan son
microbiologicos o fisicoquimicos que tienen la finalidad de determinar la presencia de
microorganismos que pueden ser patogénicos. 5in embargo, en los Gltimoes afios se ha decido
analizar un parametro de calidad con respecto a la presencia de medicamentos veterinarios
entre los cuales se incluye a los antibidticos.

Normativa

a Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura v la Alimentacion (FAQ) ha
establecido limites maximos para residuos de medicamentos veterinarios (LMEMV) en la
leche. En Colombia, estos limites estin regidos por la resolucion 00001382 del 2013, emitida
por el Ministerio de Salud v Proteccion Social (MSPS). Los LAMEMV para los antibidticos
Penicilina G v Amoexicilina son de 4 pg/L.. 5in embargo, no existe una normativa especifica
para estos antibidticos en el agua de consumo en Colombia.
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Es importante destacar que para garantizar el cumplimiento de este parametro en los centros
de recoleccion del producto se vtiliza un método colorimétrico de rapido resultado. Este
meétodo implica el uso de un Kit en el cual solo es necesario aplicar una gota de leche en las
tirillas. 51 1a leche estd contaminada por antibioticos, las tirillas cambiaran de color,
ofreciendo asi una indicacion visual inmediata de 1a presencia de residuos.

Técnica analitica

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es el método estindar v de referencia
aceptado por la Association of Official Analytic Chemists (AOAC) para la deteccion v
cuantificacion precisa de antibioticos en leche. Para analizar 1a presencia de Amoxicilina y
Penicilina G en leche, es necesario realizar un pretratamiento de 1a muestra. Esto implica la
eliminacion de 1a fraccion lipidica, los carbohidratos v las proteinas para obtener una fase
liquida pura, donde se encuentran los residuos de los antibidticos, solubles en solventes
polares como el agua.

En cromatografia de liquidos, se utilizan una fase movil v una fase estacionaria La fase
estacionaria, que puede ser solida o liquida v se encuentra dentro del cromatografo, retiene
los analitos por afinidad quimica Por otro lado, 1a fase movil consiste en un solvente o
mezcla de solventes en los cuales el analito debe ser zoluble. La funcion de la fase movil es
transportar el analito a través de la fase estacionaria.

El principic de funcionamiento de la cromatografia se basa en el hecho de que la fase
estacionaria refiene temporalmente los analitos presentes en una muestra, separandolos
antes de que sean detectados por el detector. Dado que los analitos tienen interacciones
diferentes con la fase estacionaria, llegan al detector en momentos diferentes. Fsto permite
identificar v cuantificar cada componente de la muestra. Los tiempos de retencion de los
analitos pueden compararse con datos de referencia para su identificacion o mediante la
inveccion previa de soluciones con analitos conocidos.

Antibidticos betalactamicos

Antibioticos betalactamicos

iy iy=Siy=vip=y,

p-Lactama Tipo Tipo Tipo Tipo
penicilina cefalina clavulinato carbapenam
Fresco (2016)
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Penicilina G Amoxicilina

T Tid
- H
Ors
- N
- —0H

Qb

Fuente propia
Deteccién de penicilina en leche por la técnica HPL.C

Materiales y reactivos

Materiales Reactivos Equipos

Pipeta de 5ml aforada Metanol Grade HPLC. Potencidmetro

Pipeta de 10mL graduada Fosfato dibdsico de sodio Centrifugadora
(Na,HPOy)

Tubo de centrifugadora | Fosfato monobasico de Agitador Magnético

sodio (NaH:POy)

Vaso de precipitado de

100mL

Tabla 1. Materiales para la practica de Deteccion ¥ Cuantificacion de Penicilina G en leche.

Procedimiento

Tomar 5mL de muestra
desaloj@ar en un vaso de

precipitado de 100mL

]

Tomar 4 mL de la solucion
de fostato didgcido de sodo ¥
agragarios al vaso de
10:0mL

|

Tomar & mL de etanol
desalojar en un vaso de

precipitado de 100mL

l

Homogenizar la muestra
con agitador magnéatico
por 3 minutos

|

Centrifugar por 3 Tomar &l
minutos a 2500 rp.m sobrenadante

Filtrar @n ks wviales
para hacer la lectura
por HPLC

L i
L 4
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Figura 1. Diagrama de flujo para la deteccion v cuantificacion de Penicilina G en leches.
Deteccion de amoxicilina en leche por la técnica HPLC

Materiales v reactivos:

Materiales Reactivos Equipos

Pipeta de 1mL Acetonitrilo grado HPLC Centrifugadora

Pipeta aforada de SmL Diclorometano

Cubeta

Hielo

Placas para refrigerar

Gotero

2 tubos de centrifiiga

Tabla 2. Materiales para la practica de Deteccion y Cuantificacion de Amoxicilina en leche.
Procedimiento:

Torar 1mL de
muestra

Afiadir la muesira en un fubo
falcon y agregar 3mL de
acetonitrio grado HPLC

!

Agitar vigoroasamanbe por 20
segundos dejar refngerar a
0°C por 30 minuics

R Separar e sobranadanie Agregar JmL de
I_CT_:I-II"[;_F;:I arr}']:l,flrgv ¥ yira nsfenr a un fubo de thclorometand agitar
pmp : ensayu vigorosamante

!

Centrifugar a 2000
Lp.m. durante 30
minutas

Separar el sobrenadanta y
filirar en los viales para
hacer la lectura an HPLC

Figura 1. Diagrama de flujo para la deteccion v cuantificacion de Amoxicilina G en leches.
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Deteccion de penicilina G v amoxicilina en agua por la técnica HPL.C

Materiales v equipos

Materiales Equipos

1 Pipeta de 5 mL aforada Centrifiugadora
3 Tubos de centrifusadora
1 Filtro de jeringa

1 Jeringa

Tabla 3. Materiales para la practica de Deteccion v Cuantificacion de Amoxicilina y Penicilina
G en agna.

Preparacion de las muestras de agna

Meds pH de las Pasar 5 ml de Centrifugar a 2000 Fiitrar con un filro Finalmente,
MUESITAS 0N un = agua problema a rpm duranie 5 de jeringa las nyectar ¢n el
POLENCIOMEens un tuba conico minutos spluciones asladas HPLC-U

5i el rango de pH es

neutra (7,2-7.6), nd se
realiza ajuste de pH
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Actividad Final.
Elaborado por: Andrea Yuliana Bonilla Rojas & Johan Camilo Pinzin Ledn.
Mombre: Cadigo:

1. Indique su grado de acuerdo con cada afirmacion, utilizando una escala del 1 al 5, donde:

I = Totalmente en desacuerdo
2 = En desacuerdo

3 = Neutral

4 = De acuerdo

5 = Totalmente de acuerdo

Por favor, marque el nimero que mejor refleje su opinién sobre cada afirmacion. Responda
con sinceridad. recuerde que los resultados obtenidos serin usados unicamente con fines
académicos.

Afirmacidn 1 2 3 | 4 5
Me siento mas capacitado/a para abordar y comunicar sobre
la problematica de los residuos de antibidticos en diferentes
contextos.
La metodologia de investigacion aplicada en la secuencia
didictica ha fortalecido mis habilidades de analisis v
comprension en el drea
Comprendo como la bioacumulacion de antibibticos en
matrices de agua y leche se interrelaciona, teniendo un
mavor impacto en la salud.
La secuencia didactica generd en mi un interés continuo por
explorar temas relacionados con la contaminacion de
antibidticos en el medio ambiente v sus impactos.

2. En el laboratorio, se reciben diversas muestras de leche bovina procedentes de un hato
del altiplano cundiboyacense. Para transportar estas muestras hasta Bogotd, se utiliza una
nevera de icopor que, junte con las muestras, almacena dos pilas refrigerantes. Se toma
un litro de leche directamente de la cantina después de extraer el producto de todos los

bovinos productores de leche, v se divide en botellas dmbar de 250 mL cada una.

Al llegar al laboratorio, se solicita un andlisis cuantitativo de las muestras para descartar

la contaminacion del producto por antibioticos, especificamente penicilina G. En este
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contexto, se requiere describir un procedimiento para tratar 1a leche antes de analizar con la
técnica analitica de cromatografia HPLC. Es importante considerar que la leche es una matriz

compleja que contiene carbohidratos, una fraccion lipidica, minerales v proteinas.

. Debido a una epidemia de mastitis en la poblacion bovina en una de las veredas del municipio
de Guatavita (Cundinamarca-Colombia). Se han tratado alrededor de 100 cabezas de ganado
el iltimo mes con medicamentos veterinarios en los cuales esta presente la penicilina G. Los
animales en tratamiento se han aislado v se han dejado en reposo sin extraer el producto de las
glandulas mamarias con fines de comercializar. Sin embargo, debido a la excrecién fisioldgica
de los animales ze estima que posiblemente un cuerpo de agua superficial del Municipio que
abastece a 1a vereda de agua potable se ha contaminado con penicilina G debido a los residuos
existentes en la orina vy estiércol de los animales en tratamiento por lo cual se decide realizar
un analisis de penicilina G en muestras del cuerpo de agua superficial afectado.

. Usted como analista de estas muestras decide utilizar el cromatografo por HPLC para lo cual
prepara una curva de calibracion, describa como realizaria usted la curva de calibracion para
el analisis de las muestras de agua teniendo en cuenta que el patron mas concentrado es de
20ppm v el menor es de 0,05ppm v que para esto solo puede utilizar 300mg de un patron
certificado de Penicilina G. Wota: Haga los calculos necesarios, tome foto de estos v péguelos
en el presente documento.

. Con base a lo anterior, determine =1 se puede evidenciar un proceso de bioacumulacion. En
caso afirmativo, explique el proceso de bicacumulacion descrite previamente, especifique

como es este proceso v que consecuencias trae esto en el organismo del animal, suelo v aguas

superficiales.

. ;Para qué se emplea el método de dilucion en microbiologia?

. ;Qué método se utiliza para determinar 1a sensibilidad de bacterias a diferentes antibibticos?

. Realice un cuadro comparativo entre los métodos de antibiogramas, metodo de Kirby —Bauer

v el método por dilucién en caldo.
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VALIDACION SECUENCIA DIDACTICA

LICENCIATURA EN QUIMICA
TRABAJO DE GRADO

RASTREANDO LA RUTA DE ANTIBIOTICOS DE USO VETERINARIO:
ANALISIS EN MUESTRAS AMBIENTALES ¥ BIOLOGICAS

Mombre: Fecha:

Arca de desempefio:

Ohjetive: Valorar la pertinencia de la secuencia didactica "RASTREANDO LA RUTA DE
ANTIBIOTICOS DE USO VETERINARIO: ANALISIS EN MUESTRAS AMBIENTALES
¥ BIOLOGICAS” fundamentada en el Aprendizaje Basado en Investigacion (ABI) para
fomentar competencias de investigacion a través de un proceso educativo con estudiantes del
ciclo de profundizacion de la Licenciatura en Quimica en la Universidad Pedagogica Nacional.

En el marco de la Licenciatura en quimica, de la Universidad Pedagogica Macional se tiene
como proposito encarar los problemas de la ensefianza de la ciencia v de la Quimica desde una
perspectiva investigativa, Por lo cual, esta secuencia busca que, a través del contenido v las
précticas docentes. se generen NuUevos conocimientos, técnicas v estrategias, o se valide
aquellas que ya forman parte del conocimiento establecido. Como resultado del trabajo de
grado se propone una secuencia didictica, denominada "RASTREANDOD La RUTA DE
ANTIBIOTICOS DE USO VETERINARIO: ANALISIS EN MUESTRAS AMBIENTALES
¥ BIOLOGICAS”, cuyo objetivo es abordar la problematica de la bioacumulacion de dos
antibidticos presentes en muestras ambientales v biologicas. Los residuos de estos productos
farmacéuticos sz analizaran en dos matrices especificas: la leche bovina y las aguas

superficiales.

Para efectos de la valoracidn de la secuencia, encontrard un formato! con criterios en tres
grandes ambitos: contenido, metodologia v oportunidades de aprendizaje v evaluacion. Para
nosofros son muy importantes sus consideraciones, por esta razon solicitamos, que, desde su
expeniencia ¥ formacion, diligencie ¥ enuncie recomendaciones de acuerdo con los critenios
planteados v atendiendo a la siguiente escala: 1 regular, 2 bueno v 3 excelente.

Muchas gracias por su colaboracion.

CONTENIDD

Valoracion

- 2 3 Recomendaciones

Criterios

Las tematicas planteadas dentro
de la secuencia son pertinentes
para el abordaje de la
identificacion de los antibidticos
en  muestras ambientales ¥
biologicas

1. Tomado y adaptada de: Mejla, L (2014). Correlacién entre la usabilidad de un OWA yeu
efectividad como herramienta de ensefanza-aprendizaje. IngEam (1), 66 - 75
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El contemido v las actividades

propuestas favorecen la
apropiacion de conceptos y su
aplicabilidad.

Los contenidos — presentados
estan relacionados
adecuadamente con los

objetives de la secuencia v los
establecidos en cada actividad.

Los contenidos se encuentran
organizados de mancra
pertinente para el abordaje de la

tematica.

METODOLOGIA Y POSIBILIDADES PARA EL APRENDIZAJE
La metodologia implementada
eni cada una de las actividades es
apropiada para la comprension
de la tematica.
La secuencia didactica favorece
el fortalecimiento  de las
competencias cognitivas,
procedimentales v actitudinales.
La secuencia de actividades
posihilita.  la  comprension
contextualizada y completa de la
problematica de los antibioticos
v su impacto en los ecosistemas.
El  material presentado  es
apropiado  para favorecer los
procesos de aprendizaje.

EVALUACION

Los procesos de evaluacion y
retroalimentacion se ajustan a
cada uno de los objetivos

propuestos.
La nribrica de evaluacion
permite evidenciar el

seguimiento del proceso del
estudiante a lo largo de la
secuencia didactica.

;D¢ acuerdo con lo expenimentado durante la revision de la secuencia didactica, considera
que |a propuesia apunta a ser una estrategia que permiie fortalecer no solo un proceso de
ensefianza sino la practica docente desde la investigacion y la creatividad? Justifique su
respuesta.

Gracias por su colaboracion,

! Andrea Yuliana Bonilla Rojas & *Iohan Camilo Pinzon Leon

Estudiantes de la hicenciatura en Quimica - UPN

avhonillan@upnedu.co, *jepinzonliiupn.edu.co
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