
  
    
      
    
  


	
			Detección de pigmentos en aceites con un espectrofotómetro de bajo costo: propuesta de un proyecto para la introducción a la espectrometría

			Detection of pigments in oils with a low-cost spectrophotometer: Proposal for a project for the introduction to spectrometry

			Evelyn Toque-Huaman1 y Julio David Gonzales-Balladares2

			Resumen

			Con el fin de enseñar a los estudiantes universitarios los conceptos básicos sobre la espectrometría de manera práctica, se proponen tres actividades para el seguimiento de un proyecto interdisciplinario mediante el aprendizaje basado en proyectos como metodología educativa debido al alto costo de los espectrofotómetros de laboratorio. Con este objetivo se utiliza el reconocido CD-espectrofotómetro para visualizar los espectros de absorción, e identificar los pigmentos de clorofilas, y carotenoides en tres aceites comerciales, Plukenetia volubilis (sacha inchi), oliva, y soya. Posteriormente, con la ley de Beer-Lambert se evalúa la relación entre las absorbancias de distintas concentraciones de astaxantina en aceite de sacha inchi. Para finalmente evaluar la satisfacción de los estudiantes a esta propuesta de proyecto interdisciplinario con esta metodología. 
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			Abstract

			To teach university students the basic concepts of spectrometry in a practical way, three activities are proposed to follow up an interdisciplinary project using project-based learning as an educational methodology due to the high cost of laboratory spectrophotometers. With this objective, the renowned CD-spectrophotometer is used to visualize the absorption spectra and identify the chlorophyll and carotenoid pigments in three commercial oils, Plukenetia volubilis (sacha inchi), olive, and soybean. Subsequently, the relationship between the absorbances of different concentrations of astaxanthin in sacha inchi oil was evaluated using the Beer-Lambert law. Finally evaluate the students’ satisfaction to this interdisciplinary project proposal with this methodology.
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Introducción

			La metodología de Aprendizaje Basado en Proyectos (ABP) o en sus siglas en inglés (PBL) es considerada como una estrategia de enseñanza donde los estudiantes planifican, implementan, y evalúan proyectos con aplicaciones en el mundo real (Toledo y Sánchez, 2018). Un elemento importante en estos modelos educativos para la educación universitaria es el diseño de proyectos transversales, e interdisciplinarios, que integren los aprendizajes claves de diferentes asignaturas para resolver una situación o problemática. (Escobedo y Cordero, 2023). Por ejemplo, el problema de adulteración del aceite comestible con colorantes artificiales (Gandul-Rojas et al., 2013), o el problema de adulteración en los componentes de los suplementos nutricionales (SN) que generan grandes riesgos para la salud (Martínez-Sanz et al., 2021). 

			La educación interdisciplinaria requiere de prácticas educativas que favorezcan los procesos integrativos, y constituyan una potente herramienta para el desarrollo de habilidades en los estudiantes (Corbacho, 2018). Por ello, las actividades experimentales deben ser integradoras, y complementar el aprendizaje con información que le permita al estudiante construir sus conocimientos (Carrasquero-Durán et al., 2004). El análisis por espectroscopia es una de las técnicas fundamentales de reconocimiento de sustancias, y la construcción de espectrofotómetros hechos en casa permiten a los estudiantes comprender su funcionamiento, y los preparan en estas técnicas analíticas (Cid y González-Fernández, 2020).

			Los principios del análisis espectrofotométrico en la región visible (VIS), y ultravioleta (UV) del espectro electromagnético son importantes en los cursos de química analítica a nivel universitario. Por ello, las clases teóricas deben complementarse con actividades de laboratorio (Carrasquero-Durán et al., 2004). La espectrometría es una técnica analítica que mide la cantidad de luz absorbida en función de la longitud de onda usada. Esta relación adimensional entre la intensidad de luz incidente (I0) y la intensidad de la luz transmitida (Ii) proporciona la transmitancia (T) mostrada en Ec.1, y la absorbancia (A) mostrada en Ec.2 (Grasse et al., 2015). Mientras la ecuación de la ley de Beer-Lambert mostrado en Ec.3 relaciona a la absorbancia con la concentración (C), la absortividad molar (ε), y la longitud del recorrido de la luz en el medio (b) (Swinehart, 1962).
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			Los experimentos en el laboratorio deben centrarse en introducir la química que existe en las cosas cotidianas con la educación química, como el estudio de la coloración de los alimentos (Braniša et al., 2014). El aceite es un alimento muy utilizado en el mundo, y su color se debe a la presencia de pigmentos naturales como: Los carotenoides (β-caroteno, luteína, violaxantina, neoxantina, xantofilas), clorofila-a, clorofila-b, y derivados (feofitinas). Estas sustancias son responsables de las características cualitativas del aceite, y están relacionados con su calidad. (Lazzerini et al., 2016; Borello y Domenici, 2019). El tipo de pigmento presente en el aceite comercial depende del vegetal utilizado en su fabricación, y una técnica para determinar la presencia de estos pigmentos es mediante el uso de un espectrofotómetro UV-Vis. En el caso de los carotenoides, estos son observados directamente en el aceite entre los 430 a 480 nm (Lazzerini et al., 2016). Un carotenoide muy utilizado en la industria farmacéutica debido a su uso como antioxidante es la astaxantina (C40H52O4) que pertenece a la familia de las xantofilas (Ver Figura 1) pero por ser sensible a la oxidación es industrialmente estabilizado en el aceite adicionándole vitamina E. La astaxantina pura se puede identificar, y cuantificar mediante técnicas espectrofotométricas debido a que presenta un valor máximo de absorbancia a 488 nm en una disolución con metanol (Córdoba-Castro et al., 2015).
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					Figura 1. Estructura molecular de la astaxantina.

			
			La observación de espectros es una manera efectiva para que los estudiantes se interesen en la espectroscopia (Wakabayashi y Hamada, 2006), y para ayudarlos en la comprensión del funcionamiento de estos equipos de medición (espectrofotómetros) es necesario presentarles experiencias que demuestren sus mecanismos, y posibles fallas. En un estudio realizado con estudiantes universitarios se observó que después de una breve demostración, y de permitir una interacción de 45 minutos entre los estudiantes con el espectrofotómetro, los grupos que participaron de esta actividad demostraron un conocimiento superior que los grupos que solo leyeron el libro sobre absorción óptica (Scheeline, 2010). 

			Toledo y Sánchez (2018) mencionan que la metodología ABP demuestra tener un alto nivel de satisfacción en los estudiantes al crear un ambiente de aprendizaje positivo en el aula que facilita la comunicación con los docentes, y permite un mejor proceso de enseñanza-aprendizaje. Mientras González et al. (2015) explican que las actividades con enfoque interdisciplinario contribuyen con el cumplimiento de los objetivos en la formación educativa, y en la aplicación integrada de los conocimientos, perfeccionando con ello el trabajo científico, y metodológico de las ciencias básicas. 

			La novedad en nuestro estudio es la aplicación de la metodología ABP como una propuesta de enseñanza para introducir a los estudiantes universitarios en los conocimientos básicos de espectrometría. Con este fin se muestra el funcionamiento de un espectrofotómetro de bajo costo para visualizar los espectros de los pigmentos de clorofilas, carotenoides, y sus derivados en tres aceites vegetales (sacha inchi, soya, oliva), así como también la relación entre las absorbancias de distintas concentraciones de astaxantina presente en capsulas de SN. De esta manera, con el uso de un espectrofotómetro elaborado por los mismos estudiantes se busca resolver el problema de accesibilidad a los instrumentos de laboratorio que tienen un alto costo.

			El presente trabajo se limita a evaluar la compresión de los principios básicos de espectrometría relacionados con la ley de Beer-Lambert, y la satisfacción de un grupo de estudiantes universitarios a la propuesta de un proyecto interdisciplinario mediante la aplicación de la metodología ABP. Por esta razón, no se evalúan temas avanzados sobre validación de métodos de ensayos (robustez, veracidad, rango de trabajo, incertidumbre, selectividad, límite de detección, y límite de cuantificación).


			Materiales y método

			Diseño del Espectrofotómetro 

			El espectrofotómetro que presentamos fue basado en el trabajo de Wakabayashi y Hamada (2006), y Montoya et al. (2013). Requiere de una laptop para procesar la información, y sus componentes presentan un costo de USD $30.0. Estos son: una cámara web con enfoque manual, un disco compacto (CD), una celda de plástico para espectrofotómetro de base de 1 cm por 1 cm, una caja de madera oscura de 35 cm de largo por 10 cm de alto por 10 cm de ancho, bisagras de metal, y distintas fuentes de luz (diodos emisores de luz, bombilla incandescente, fluorescentes), ensamblados como se muestra en la Figura 2. El ensamblado del CD-espectrofotómetro se puede encontrar en sitios web como Physicsopenlab (2015) o canales de yotube de Electrical Projects (2018), y DiodeGoneWild (2022).
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					Figura 2. Vista del espectrofotómetro educativo. a) Cámara web, b) CD, c) celda de plástico, d) fuente de luz, e) estructura de madera oscura.

			
			El software Theremino Spectrometer-V.3 fue descargado de su página web, y fue usado para recolectar los espectros, mientras que para calcular A, y T se usaron hojas de cálculo en Excel. Todos los datos que respaldan los hallazgos de este estudio están disponibles abiertamente en Mendeley Data.


			Insumos

			Cápsulas de suplemento nutricional que contenían; 4 mg de astaxantina Andina, y 10 mg de alfa-tocoferol (vitamina E) en una solución de 0.4166 mL de aceite de sacha inchi (densidad aceite ≈ 0.93 g mL-1). También 20 mL de aceite de soya, 200 mL de aceite de sacha inchi, y 20 mL de aceite de oliva extra virgen (EVOO).


			Procedimiento

			Al iniciar el ciclo académico con duración de 16 semanas de clases, se propone un proyecto con estudiantes del cuarto ciclo de las carreras de ingeniería mecatrónica, ciencias de la computación, ingeniería industrial, ingeniería civil, y bioingeniería. Para ello, el modelo ABP es divido en tres etapas: En la primera etapa, se organizan los grupos interdisciplinarios conformados por cuatro estudiantes, se planifican las actividades que se van a evaluar y se plantea el problema a solucionar mediante una pregunta generadora. En la segunda etapa, los estudiantes investigan, y buscan información relevante para solucionar el problema a través de un producto, su diseño, los materiales, y el costo. En la tercera etapa, los estudiantes realizan una exposición final en la semana 16 para presentar sus hallazgos, y sus resultados obtenidos. En el ABP el seguimiento es continuo, por ello se han propuesto tres actividades demostrativas para realizarse en la semana 4, 8, y 12.

			La primera actividad (semana 4) tiene como objetivo introducir los conceptos básicos en la construcción de un espectrofotómetro (dispersión de la luz, longitud de onda, y color), para ello con ayuda del software Theremino Spectrometer se evalúan los espectros generados por el CD-espectrofotómetro con distintas fuentes de luz como: Bombillas incandescentes, diodos emisores de luz (LED) de chip en placa (COB), lámparas compactas fluorescentes (CFL), etc. En la segunda actividad (semana 8) se tiene como objetivo que los estudiantes identifiquen los espectros de los pigmentos (clorofilas, carotenoides, y sus derivados) presentes en tres aceites (sacha inchi, oliva, y soya). En la tercera experiencia (semana 12) se tiene como objetivo introducir a los estudiantes en los principios de la ley de Beer-Lambert, y evaluar las absorbancias de distintas concentraciones de astaxantina en aceite de sacha inchi proveniente de cápsulas de SN.

			Finalmente, en la semana 15 se tomó como referencia el cuestionario empleado por Ramírez et al. (2023) se realiza una prueba a 24 estudiantes para medir el nivel de satisfacción a la metodología ABP mediante la escala de Likert de 5 puntos (Ver Figura 3). En el formulario también se coloca una gráfica espectral para evaluar la capacidad de los estudiantes a identificar los pigmentos de clorofilas presentes en los aceites, y dos preguntas relacionadas con la percepción de sus conocimientos sobre la ley de Beer-Lambert antes de desarrollar el curso, y al finalizar el curso. Por último, se realiza una dinámica para emplear la herramienta de testeo denominada matriz receptora (feedback). Este tipo de diagramas permiten clasificar los puntos positivos, y los puntos de mejora de un proyecto, según Ibáñez-Alvarado et al. (2022). Por esta razón, los estudiantes respondieron a cuatro preguntas: ¿Qué te gusta del proyecto? ¿Qué mejorarías? ¿Qué pregunta nos harías? ¿Qué nueva idea propones para el proyecto?
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					Figura 3. Escala de Likert empleada en el formulario para medir la satisfacción a la propuesta de proyecto interdisciplinario relacionada con la espectrofotometría.


			Resultados y discusión

			Primera Actividad (Semana 4)

			En esta sesión de clases se presentaron espectrofotómetros de bajo costo realizados en ciclos anteriores con los diseños de Wakabayashi y Hamada (2006), y Montoya et al. (2013) para realizar una breve presentación sobre los conceptos básicos relacionados con la construcción del CD-espectrofotómetro (dispersión de la luz, longitud de onda, y color) al emplear como rejilla de difracción un CD, y una película holográfica similar a la usada por Scheeline (2010). Luego se ensambló el espectrofotómetro mostrado en la Figura 1 para que los estudiantes analicen la relación entre el color con la longitud de onda, y exploren sobre la dispersión de la luz con distintas fuentes (bombilla incandescente de 40 W, CFL de 21 W LED COB JH-5WBVG14G24 de 5 W, bombilla fluorescente en espiral de 23 W, y LED 5050RGB de 20 W).

			Posteriormente, se les pidió a los estudiantes que analicen los espectros mostrados en la Figura 4, y expliquen lo aprendido sobre la relación entre la dispersión de la luz, el color, y la longitud de onda en el espectro visible para evaluar su comprensión sobre el funcionamiento del CD-espectrofotómetro. Esta actividad no es calificada, pero permite realizar retroalimentación sobre los conceptos de espectrometría. Esto es posible debido a que los espectrofotómetros educativos tienen el potencial de ampliar la accesibilidad de los estudiantes a la formación práctica, su diseño fomenta la interacción de los estudiantes con sus componentes, ayuda a desarrollar la comprensión de su funcionamiento, y permite enseñar sobre los principios básicos de la luz, y longitud de onda (Grasse et al., 2015, y Ramos et al., 2023). 
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					Figura 4. Espectros obtenidos con diferentes fuentes de luz: a) bombilla incandescente, b) CFL, c) LED COB, d) bombilla fluorescente en espiral, e) LED.


			Segunda Actividad (Semana 8)

			En esta sesión de clases se realizó una breve presentación sobre las estructuras químicas de algunos pigmentos (carotenoides, clorofilas, y sus derivados) en los aceites vegetales, así como los diferentes métodos existentes para su análisis químico. Para realizar la explicación sobre T (Ec.1), y A (Ec.2) se colocó una celda vacía en el CD-espectrofotómetro con un LED COB JH-5WBVG14G24 como fuente de luz para obtener I0, y muestras de aceite de sacha inchi, de soya, y EVOO en la celda para obtener Ii, posteriormente con ayuda de una hoja de cálculo en Excel se graficaron los espectros de absorción de los tres aceites comerciales entre los 390 a 630 nm. Esto es representado en la Figura 5 donde se muestran las posiciones referenciales de longitud de onda de los pigmentos puros.
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					Figura 5. Espectros de Absorción de tres aceites comerciales con un espectrofotómetro de bajo costo diseñado para la enseñanza con las posiciones referenciales de los pigmentos.

			
			La Figura 5 fue usada para explicar el traslape entre las señales de absorción de la mezcla de los pigmentos (carotenoides, clorofilas, y derivados) en el aceite entre los 390 a 520 nm, y compararlos con los valores de absorbancia máximos de los pigmentos puros en acetona como; los carotenos (454, y 480 nm), luteína (424, 448, y 476 nm), clorofila-a (430 nm), feofitina-a (407 nm), y clorofila-b (465 nm) mencionados por Braniša et al. (2014), y Lazzerini et al. (2016). La Figura 5 fue posteriormente utilizada para evaluar la capacidad de los estudiantes de identificar pigmentos entre los 390 a 630 nm. Este tipo de experimentos con espectrofotómetros tienen un alto valor motivacional, y de interés para los estudiantes, por ello son una buena alternativa para la educación universitaria (Braniša et al., 2014). Así mismo, en el material suplementario se compararon cualitativamente los perfiles espectrales de los pigmentos (carotenoides, y clorofilas) obtenidas en la extracción de espinaca y zanahoria registradas con un espectrofotómetro comercial y el CD-espectrofotómetro, tomado como referencia el estudio realizado con un espectrofotómetro UV-Vis por Cerda y Manidurai (2019).

			
			Tercera Actividad (Semana 12)

			Para esta sesión de clases se prepararon previamente cinco diluciones (1:10; 0.8:10; 0.5:10; 0.4:10; 0.2:10) a partir de cápsulas de SN que contienen 0.8 % de astaxantina de porcentaje en masa (% mm) en aceite de sacha inchi, y se analizaron con un espectrofotómetro UV-Vis comercial de marca Shimadzu de la serie UV-2600. Durante la clase se realizó una breve presentación sobre la ley de Beer-Lamber (Ec.3), y se identificó el valor de longitud de onda de 485 ± 1 nm para la detección de astaxantina en aceite de sacha inchi (Ver Figura 6). Dado que la selección de la longitud de onda es un parámetro crucial en el análisis químico de una solución, y su demostración práctica es una herramienta valiosa para enseñar a los estudiantes durante la ejecución de un método analítico (Amaya et al., 2023).


			
				
					[image: ]
				
			

			
					Figura 6. Espectros de absorción en diluciones de astaxantina en aceite de Plukenetia volubilis (sacha inchi) obtenidas con un espectrofotómetro UV-VIS comercial.

				
			Posteriormente, con el CD-espectrofotómetro se obtuvieron los espectros de absorción de cuatro diluciones (192, 288, 384, 480 mg L-1) de astaxantina en aceite de sacha inchi (Ver Figura 7), y se ordenaron los valores de absorbancia obtenidos con ambos espectrofotómetros en la Tabla 1. 
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					Figura 7. Espectros de absorción en distintas diluciones de astaxantina en aceite de Plukenetia Volubilis (sacha inchi) obtenidas con el espectrofotómetro educativo.


			Los valores de absorbancia de la Tabla 1 fueron empleados en Ec. 3 para explicar la ley de Beer-Lambert a los estudiantes. Para ello se empleó el ajuste de regresión lineal para obtener la ecuación de la recta, y evaluar los coeficientes de determinación (R2) en ambos espectrofotómetros (Ver Figura 8).
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					Figura 8. Relación entre la absorbancia, y la concentración de astaxantina obtenida con un CD-espectrofotómetro, y comparada con un espectrofotómetro comercial entre los 192 a 960 mg L-1.


Tabla 1. Valores de absorbancia para la longitud de onda de 486 nm en distintas concentraciones de astaxantina.
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							Absorbancia con el espectrofotómetro comercial.
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							0.909
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							1.126
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							2.935
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							-

						
					

				
			

				
			Los espectrofotómetros diseñados para la educación presentan limitaciones debido a los materiales en su construcción, y su diseño sencillo, que no consideran el límite de detección, el rango dinámico, fondo, ruido, y parámetros que pueden afectar las mediciones (Scheeline, 2010). Debido a estas limitaciones, en el CD-espectrofotómetro solo permitió evaluar cuatro diluciones de astaxantina (192, 288, 384, 480 mg L-1) con un R2 de 0.988 en comparación con las cinco diluciones (192, 384, 480, 768, 960 mg L-1) obtenidas con el espectrofotómetro comercial con un R2 de 0.986. La Figura 8 permitió profundizar en la ley de Beer-Lambert, y explicar a los estudiantes las limitaciones del espectrofotómetro educativo.
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					Figura 9. Nivel de conocimiento percibido por los estudiantes sobre la ley de Beer-Lambert antes, y después del curso.

			
			Evaluación (Semana 15)

			Después de realizar la prueba para medir el nivel de satisfacción a la metodología ABP con la escala de Likert de 5 puntos (Ver Figura 3). El 95.8% de los 24 estudiantes que evaluaron la propuesta de proyecto se mostraron entre satisfechos, y muy satisfechos. El 100 % sintió mayor integración, compromiso, y participación en la asignatura con este tipo de proyecto. El 75 % pudo distinguir entre la clorofila-a, y la clorofila-b en una imagen editada de la Figura 5. Así mismo, los estudiantes percibieron un mayor entendimiento sobre la ley de Beer-Lambert después de desarrollar el curso, esto es mostrado en la Figura 9. Finalmente, al ordenar la información recopilada en la matriz de feedback. Se obtuvo que a los estudiantes les GUSTO lo innovador, novedoso, e interesante del proyecto, lo económico, accesible de los materiales, y también el diseño simple del espectrofotómetro. Respecto a las MEJORAS, solicitaron reforzar conceptos previos de espectrometría, aumentar la retroalimentación, y elaborar un espectrofotómetro de mayor tamaño con mejoras tecnológicas. Las INTERROGANTES que tenían estaban relacionadas con el costo de los espectrofotómetros comerciales, otros usos de los espectrofotómetros, y sobre las aplicaciones de la ley de Beer-Lamber. Finalmente propusieron NUEVAS IDEAS relacionadas con evaluar otros tipos de alimentos, y realizar mejoras tecnológicas al CD-espectrofotómetro con el uso de teclados, placas de desarrollo Arduino, pantallas, etc.


			Conclusiones

			El seguimiento continuo es importante durante el desarrollo del ABP por tal motivo las tres actividades propuestas para un proyecto interdisciplinario en las semanas 4, 8, y 12 permiten reforzar los conceptos básicos de la espectrofotometría, además el uso de materiales del hogar para elaborar un espectrofotómetro resuelve el problema de la accesibilidad a estos instrumentos de laboratorio que tienen un alto costo. El CD-espectrofotómetro con sus limitaciones permite a los estudiantes identificar los espectros de luz de los pigmentos (carotenos, clorofilas, y derivados) presentes en los aceites. Finalmente, este estudio al emplear la ley de Beer-Lambert para evaluar distintas diluciones de astaxantina en aceite de sacha inchi permitió introducir a los estudiantes en la espectrofotometría, y demostró tener una buena aceptación entre los estudiantes. Por esta razón, la propuesta de proyecto presentada en este estudio contribuye con la formación educativa universitaria.
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Resumen

Charles Tanret (1847-1917) fue un quimico y farmacéutico francés que dedicd la mayor parte de su vida al aislamiento de
nuevos alcaloides y la quimica de los azUcares. A su mérito le debemos la preparacién de digital cristalina, el aislamiento
de ergotinina, cornutina y ergosterol del cornezuelo de centeno, vincetoxina de la raiz de Asclepias, isohesperidina,
hesperidina, etc. de la cascara de naranja amarga, quebrachitol de la corteza de quebracho blanco, levosina de centeno
maduro, trigo y cebada, el glucdsido piceina de las hojas de abeto y su derivado piceol, la sintesis de levoglucosano a
partir de piceol, y la sintesis de alcaloides artificiales por la reaccién entre el amoniaco y la glucosa.

Palabras clave: cornutina; ergosterol; ergotinina; isohesperidina; levoglucosano; levosina; piceina; quebrachitol.

Abstract

Charles Tanret (1847-1917) was a French chemist and pharmacist who devoted most of his life to the isolation of
new alkaloids and the chemistry of sugars. To his credit we owe the preparation of crystalline digitalis, the isolation
of ergotinin, cornutin, and ergosterol from rye ergot, vincetoxin from the root of Asclepias, isohesperidin, hesperidin,
etc. from the peel of bitter orange, quebrachitol from the bark of white quebracho, levosine from ripe rye, wheat, and
barley, the glucoside picein from the leaves of spruce fir, and its derivative piceol, the synthesis of levoglucosan from
piceol, and the synthesis of artificial alkaloids by the reaction between ammonia and glucose.

Keywords: cornutin; ergosterol; ergotinin; isohesperidin; levoglucosan; levosine; picein; quebrachitol.
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