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Resumen: Se determin6 cuantitativamente la cantidad de fésforo que contenian 100 gramos de
producto a base de cacao, para el desarrollo de la practica se utilizO la técnica de
espectrofotometria, tomando como base la reaccion por la cual se forma el azul de molibdeno, se
procede a la medicion de la absorbancia de la solucion muestra, comparandose el resultado con
una curva de calibracion de fésforo patron, se determina la concentracion exacta de fésforo, la
cual se aprecia como 0.1797g de fésforo cada 100 gramos de producto.

Introduccion: Esta investigacion es parte del proyecto de egreso del Bachillerato de Quimica
basica e industrial de la Escuela Tecnolégica de Pando.

Objetivo: Determinacién de fésforo a partir de una muestra de producto a base de cacao
mediante espectrofotometria.

Marco teérico:

De acuerdo al proyecto realizado se recuperaron datos acerca del cacao, del fésforo tanto
en plantas como en el cuerpo humano, de las reacciones en las cuales se baso la medicion de
fésforo y del método utilizado para esto.

Cacao (Theobroma cacao): El cacao es una planta de hojas perenne, cuyos frutos son
utilizados para diversas manufacturas tales como el chocolate, cosméticos e insumos
farmacéuticos (Blass, M. Pinto, U. 2007, p12). Su ubicacién optima de crecimiento esta situada en
un margen de 20 grados de latitud tanto al norte como al sur de la linea del Ecuador y su
temperatura mas adecuada varia entre 20 y 32°C (Blass, M. Pinto, U. 2007, p6). Es muy utilizada
debido a su contenido de grasas, hidratos de carbono y proteinas, ademas de contener diversa
cantidad de antioxidantes. La semilla o haba de cacao previamente secada y curada contiene un
minimo de 50% de grasa (Blass, M. Pinto, U. 2007, p16), a la cual se le denomina cominmente
manteca de cacao la cual posee 10 &acidos grasos principales de los cuales méas del 60 % esta
constituido por insaturados (palmitico-oleico-palmitico, palmitico-oleico-estearico y esteérico-
oleico-estearico) (Badui, p255), 10% de almidones y proteinas y un 40% de distintas sustancias,
siendo las méas destacadas la cafeina y teobromina (alcaloides que estimulan el sistema nervioso)
conjuntamente con la serotonina y la feniletilamina (hormonas que ayudan al buen humor y el
animo), debido a dicha composicién la manteca de cacao es un energizante, digestivo y
desinflamatorio natural. El cacao contiene gran cantidad de flavonoides (metabolitos secundarios
de las plantas), los cuales ayudan a la regeneracion de la plata, asi como también la protege de
plagas y enfermedades, estudios recientes han comprobado que los flavonoides tienen efectos
beneficiosos en el organismo humano, previene algunas enfermedades cronicas entre las que se
destaca el cancer; Son buenos antioxidantes constituyendo asi una mejor defensa en contra de
los radicales libres que son producidos naturalmente por el cuerpo en su metabolismo, la
produccion excesiva de estos genera dafios a niveles celulares y de ADN produciendo cambios
en el cddigo genético (Blass, M. Pinto, U. 2007, p17).

La planta de cacao, asi como los vegetales, requiere de nutrientes esenciales para su
correcta nutricion y desarrollo, entre los cuales se encuentra el fésforo, el cual ayuda a transferir y
almacenar la energia. Si bien en suelos fértiles, la tierra contiene cantidades significantes de
fésforo utilizados por la planta, se debe de recuperar dicho mineral de forma frecuente durante
ciclos de cultivos (Pautasso, J.M., 1998, pl). Asi como en vegetales, en el organismo humano el
foésforo desarrolla un rol de vitalidad, este se encuentra dentro de la primera categoria de
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minerales, el cuerpo humano puede llegar a tener en su composicion 800g de fosforo,
mayormente se encuentra en huesos y dientes, pero también se encuentra en musculos y
distintos 6rganos como el higado, el intestino y la piel entre otros, asi como también en distintos
tejidos como por ejemplo el tejido nervioso, en forma de ésteres orgénicos principalmente.
Mientras que en fluidos bioldgicos se encuentra como ion fosfato. Ademas de componer distintos
organos Yy tejidos en el cuerpo, el fésforo actla en distintas funciones fisioldgicas como en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas funcionando como cofactor en distintos
sistemas enzimaticos. El organismo también utiliza al fosfato mono acido y fosfato di acido como
tampdn para equilibrios acido-base tanto en la sangre asi como también en las células (Tomassi,
G. 2002, 1-3). La biodisponibilidad del fosforo mejora en presencia de vitamina D, vitamina C y
proteinas, entre otros, estimandose un 70% del fésforo consumido como aprovechable, siendo
desechado el resto en las heces (Badui, p397).

Es determinante separar el fésforo de los componentes organicos que contiene el polvo de
cacao, para esto se debe de oxidar toda la materia organica que posee la muestra, por esto se
utiliza una mufla, es un horno con paredes refractarias aislantes que tratan de contener la energia
caldrica que se es generada, tiene una puerta principal de igual material y un cerebro que puede
ser independiente por el cual se le asigna una temperatura, la cual es controlada por un
termdémetro ubicado generalmente en la parte trasera. Habitualmente en laboratorios se lo utiliza
para la calcinacion o secado de sustancias para su posterior estudio (Monteros, L. 2015, p1l).

Segun el departamento de Quimica de la Universidad de Granada: “El método se basa en
la reaccion del ion fosfato con molibdato (MoO,4*) que da lugar a fosfomolibdato ([PO412Mo0Os]%).
Este dltimo por reduccién origina un compuesto cuya estructura exacta se desconoce,
denominado “azul de molibdeno”. Como reductores se pueden utilizar muchos compuestos, de los
cuales el acido ascorbico es uno de los mas empleados.” Mediante espectrofotometria se podra
utilizar la coloracién del azul de molibdeno, eligiendo una longitud de onda en donde la
absorbancia sea maxima. (Diaz, N. Barcena, A. s/f).

Si bien se desconoce la formula exacta del azul de molibdeno, segun la enciclopedia de
guimica online de chemiday (http://chemiday.com/en/reaction/3-1-0-2295) , el acido fosfoérico
reacciona con molibdato de amonio y acido nitrico de la siguiente manera:

Hz:PO, + 12(NH4)2MOO4 + 21HNO; L (NH4)3PM012040'6H20 + 21INH4NO3 + 6H,0

Jiménez, G. afirma que: “Se puede utilizar H,SO,4, HCIO4 0 HNO3 debido a que la
concentracion 4cida no es critica para la determinacién”

Espectrofotometria:

Afos atras se utilizaba al color como herramienta para reconocer sustancias quimicas, la
tecnologia nos permiti6 reemplazar al ojo humano por detectores de radiacién, mediante los
mismos se puede estudiar la absorcidon de sustancias, no solamente en el rango del espectro
visible sino que también en ultravioleta e infrarrojo. (Brunatti, C. 2016, pl).

“Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia radiante que
absorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de onda de la radiacién, y a las mediciones
a una determinada longitud de onda.” (Brunatti, C. 2016, p1)


http://chemiday.com/en/reaction/3-1-0-2295

La teoria ondulatoria de la luz sefiala que un haz de luz es un flujo de cuantos de energia
(fotones), la luz de determinada longitud de onda esta asociada con los fotones. (Brunatti, C.
2016, pl)

Transmitancia: Teniendo en cuenta el espesor de la celda, la concentracion de la solucién
absorbente, se mide la transmitancia (T) como la fraccion de la radiacion incidente transmitida por

la solucién: T= Ii normalmente también es expresada como porcentaje. (Brunatti, C. 2016, p1)

0 )
Absorbancia: La absorbancia (A) de una solucién se define mediante la siguiente ecuacion:

I , . . . .
A= IOgE = € X ¢ X [, la mayoria de los trabajos analiticos se realizan con soluciones de manera

que se pueda expresar la relaciébn que existe entre su concentracion y su absorbancia. (Brunatti,
C. 2016, pl)

Medicién de absorbancia y transmitancia: Ambas medidas se miden en el espectrofotometro,
la especie a analizar se debe de colocar en la celda (recipiente transparente). De acuerdo a la
reflexion que ocurre en las interfaces aire-pared y pared-solucion, saber la atenuaciéon del haz
resultante que ha pasado por la celda es de gran importancia, para compensar estos efectos, se
realiza una solucién (blanco) para poder determinar la absorbancia que presenta el solvente con
el cual se procedera a acondicionar la solucion para medirla. Los instrumentos actuales poseen
un sistema electronico que realiza los calculos pertinentes para poder dar como resultado
directamente la absorbancia de la muestra. También se debe calibrar el cero teniendo en cuenta
la longitud de onda que sera utilizada. (Brunatti, C. 2016, p2)

Ley de Beer: Se considera un blogue de materia absorbente, por el cual pasa un haz de
radiacion monocromatica paralelamente por una longitud B, el haz posee una intensidad inicial
.(lo) y una intensidad (I) tras pasar a través del bloque que contiene n particulas absorbentes
(atomos, iones o moléculas).

Tomando un espesor muy pequefio y una cantidad de particulas absorbentes que se
encuentran en dicha area, se puede utilizar un método estadistico que relacione la probabilidad
gue hay de que un fotdbn choque contra una particula absorbente. La intensidad del haz que entra
en dicha superficie es proporcional al nimero de fotones que haya por cm?, también se es tenida
en cuenta la cantidad removida por segundo dentro de la seccién, la fraccion absorbida entonces
se da por la razdn entre estas dos caracteristicas. Luego de operar con integrales se llega a la

siguiente operacion: A = logITO = a.b.c (Donde a es el coeficiente de absorcion, b es la longitud
del camino optico y ¢ es la concentracion del absorbente en el medio). (Brunatti, C. 2016, p3/4)

Curva de calibracion: Se le denomina espectro de una sustancia a la representacion de
absorbancia en funcion de la longitud de onda, dicha representacion grafica presenta maximos y
minimos. Para las mediciones cuantitativas se elige una longitud de onda que corresponde a un
maximo para asi tener una sensibilidad maxima a un error minimo.



Espectros de absorcion de
tres pigmentos fotosintéticos
cloroplastidicos.

Observar que un compuesto
puede tener mas de un pico
de absorcion (Lmax)-

Absorcion de los
pigmentos

Longitud de onda (nm)

Nota: (Abril, N. Barcena, A. p 6)

Para verificar el cumplimiento de la ley de Beer, se realiza una curva de calibracion, la cual
grafica absorbancia de la muestra en funcién de su concentracion (Ver grafica 1), para lo cual se
preparan soluciones de distintas concentraciones para medir su absorbancia. Si la ley de Beer es
cierta para esa sustancia a una determinada concentracion, La relacién debe de ser una recta
gue pase por el origen de los ejes cartesianos, aunque es normal ver desviaciones debido a
diversos errores acumulados en la practica (figura 1).

Gréfica 1

Curva de Callbracion

Nota: Grafica utilizada como curva de calibracion, se grafica A(C). (Brunatti C. 2016. Introduccién a la
Espectroscopia de Absorcién Molecular Ultravioleta, Visible e Infrarrojo Cercano, P 05)



Figura 1

Concentracion Concentracion

Nota: Graficas de A(C), imagen izquierda, curva de calibracidn correcta, imagen derecha, curva de calibracién con
errores significativos (Brunatti, C. 2016. Introduccién a la Espectroscopia de Absorcion Molecular Ultravioleta, Visible
e Infrarrojo Cercano, P 05)

Materiales:

e Balanza analitica.

e Mufla regulable a 550°C.
e Desecador.

¢ Plancha calefactora.

e Espectrofotémetro.

e Capsulas de porcelana.
e Crisol.

e Pipeta aforada 1mL.

e Pipeta aforada 2mL.

e Pipeta aforada 5mL.

e Pipeta aforada 10mL.

e Vidrio Reloj.

e Embudo.

e Matraz aforado 100mL.
e Matraz aforado 250mL.
e Papel pH.

e Pinzas de metal.

e Varilla de vidrio.

e Mortero.



Sustancias y soluciones:

e Agua destilada.

e Acido clorhidrico 37%.

e Solucion tampoén pH 4. (Solucion 1)

e Acido ascorbico. (Solucion 2)

e Molibdato de amonio sulfdrico. (Solucion 3)

e Solucion estandar.

e Solucion blanco.

¢ Muestra mineralizada (Polvo comercial a base de cacao)

Procedimiento:

Curva de calibracion:

1.

o

© N o

9.

Preparar solucion madre de fosforo de concentracion exactamente conocida 625.5ppm,
0 su respectivo equivalente teniendo en cuenta la concentracion de fésforo que posea
el patron.

Hacer dilucién de la solucion madre, haciendo toma en volumen de 20mL con pipeta
aforada y enrasar a 250mL en matraz aforado con agua destilada.

Hacer diluciones con distintas concentraciones (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5ppm) para medir
su absorbancia.

Marcar el 0 en el espectrofotémetro.

Preparar el espectrofotdmetro para longitudes de ondas de 660nm, se recomienda la
lectura a 882nm si la escala del instrumento es lo suficientemente grande.

Medir absorbancia de la solucién blanco.
Medir la absorbancia de las soluciones de fésforo.
Graficar en Excel absorbancia en funcién de la concentracion.

Obtener la ecuacion d la recta.

Determinacion de fosforo en cocoa:

Masar 100.0000g de cocoa azucarada mixta.
Calcinar a 550°C hasta obtener cenizas blancas cuya masa sea constante.
Reposar en desecador hasta que la muestra llegue a temperatura ambiente.

Masar 0.5g de cenizas y hacer una solucién en un matraz aforado de 100mL con agua
destilada.

Hacer una toma con pipeta aforada de 5mL y enrasar en un matraz aforado de 100mL
con agua destilada.

Agregar 5mL de agua y 5mL de acido clorhidrico a la muestra.



7. Cubrir con vidrio reloj y llevar a plancha calefactora durante 5 minutos sin que se seque.
8. Transferir cuantitativamente a matraz aforado de 100mL y aforar con agua destilada.
9. Realizar una dilucién de la solucion con una toma de 5mL a un matraz de 100mL.

10.Medir 5mL de la solucidon muestra y colocarla en un matraz aforado de 100mL, agregar
10mL de la solucion 1 al matraz, 1mL de la solucion 2 y 5mL de la solucién 3y aforar
con agua destilada.

11.Leer la absorbancia mediante espectrofotometro a 660nm a los 30 minutos de agregada
la solucion 3.

12.Realizar 5 mediciones con 5 muestras distintas de la solucidn de cenizas diluidas
aplicando el procedimiento a partir del punto 8.

Datos previos:
Merisol = 104.32809g
Mecacao inicial = 100.01679g
Mecacao 18/10/2016 = 2.96919
Mcacao 20102016 = 1.4204g
Meconstante de cenizas = 1.41509
Conversion de patron a gramos de fosforo 219.5mg KH,PO,4 < 50mg P
Mpatron = 2.7458(g
Chpatron = 2746 ppm
Macetato = 34.47069
Moxaiicor = 0.12509
Moxaiicoz = 0.12349
Mascorbicor = 0.25639
Mascorbicoz = 0.2552¢g
Mmolibdato de amonio = 25.1174g

Meenizas en solucion = 0.50269



Célculos previos:

Dilucion de solucién patrén:

2746ppm patron x 50ppm foésforo

ppm fobésforo = = 625.5ppm fosforo

219.5ppm patrom
625.5ppm x 20mL = X x 250mL — X = 50ppm

Diluciones para curva de calibracion:

Ci(ppm) x Vtoma(mL) cf

Vsolucion(mL) = Cf(ppm)
50ppmx 1mL 0.5

100mL _ PPm
50ppm x 2mL 10

100mL PP
50ppm x 3mL L5

1oomL  PPW
50ppmx 4mL 20

100mL < PPM
50ppm x 5mL

100mL 2.5ppm
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Datos obtenidos:

Absorbancia de soluciones patrén para curva de calibracion:

C(ppm) Absorbancia Blanco Absorbancia-Blanco
0.5 0.060 0.008 0.052
1.0 0.126 0.008 0.118
1.5 0.188 0.009 0.179
2.0 0.249 0.009 0.240
2.5 0.313 0.010 0.303

Curva de calibracion A(C):

Curva de calibracion v=01248x-0,0088

0,35
0,3

0,25

e
N

0,15

Absorvancia

o
il

0,05 o

1,5
C (ppm)

R?=0,9998

Absorbancia de alicuota de solucién de cenizas:

0

2,5

Absorbancia Blanco Absorbancia - Blanco
0.201 0.016 0.185
0.183 0.016 0.167
0.196 0.016 0.180
0.184 0.016 0.168
0.188 0.016 0.172
Ax+0.0088

Cr = 0.1248

€, = 222 = 1,6810897ppm

C, = —0'1906;":;"88 = 1.6410256ppm

Cs = —0'1808;":;088 = 1.5769231ppm

Cy = 2222 = 1.5448718ppm

C; = 2223409988 _ 1 5368590ppm

0.1248
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Método estadistico:

Nivel de confianza 95%

Grados de libertad 4

Valor aceptable para test Q = 0.829

1.6810897 — 1.6410256

1 = 16810897 — 1.5368590 0278
_ 1.6410256 — 1.5769231 0444
27 1.6810897 — 1.5368590
_ 1.5769231 — 1.5448718 _ 0922
Qs = 1.6810897 — 1.5368590
_ 1.5448718 — 1.5368590 0.056
Q= 1.6810897 — 1.5368590
Valordet=2.780
X = 1.59615368
o = 0.063
IC = tX_O' — 2.78xX0.063ppm — 0.078ppm

Vn V5
C =(1.596 £ 0.078) ppm

Calculos:

Concentracion de diluciones:

100mL x 1.596ppm = 5mL xX — X = 31.92ppm

100mL x 31.92ppm = 5mL x X — X = 638.4ppm

638.4ppm < 1000mL — 100mL < 63.84 ppm = 63.84 mg de P
si 0.5026g de cenizas contienen 0.06384g de P — 1.4150g de cenizas contienen 0.1797g de P
100.0167g cocoa « 1.4150g cenizas < 0.1797g de P
100.0000g cocoa <> 14147g cenizas < 0.1797g de P

Calculo de error:

100mL x 0.078ppm = 5mLxX — X = 1.560ppm

100mL x 1.56ppm = 5mLxX — X = 31.200ppm

31.200 ppm < 1000mL — 100mL < 3.120 ppm = 3.120 mg de P
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si 0.5026g de cenizas contienen un error de 0.0031g
— 1.4150g de cenizas contienen 0.0096g de error

Discusion de los resultados: De acuerdo a la tabla de composicion de alimentos de
Centroamérica elaborada por el instituto de nutricion de Centro América y Panama (INCAP) y la
organizacion panamericana de la salud (OPS)se estimaban 315mg de foésforo cada 100g de
cocoa mixta en polvo, el resultado obtenido fue menor, segun resultados obtenidos se
determinaron 180mg de fésforo en 100g de cacao mixto comercial, de acuerdo al procedimiento
llevado a cabo se verificaron ortofosfatos provenientes de la muestra de trabajada, los cuales
fueron tomados como fésforo total en la muestra, de acuerdo al margen de error provisto se
presume que la cocoa mixta comercial puede tener fosforo que no esté presente como
ortofosfatos.

Se consideran errores de manipulacion y medicidn despreciables, recurriendo a la
utilizacién de herramientas estadisticas se procede a la determinacion un error mas exacto.

Conclusién: Se determiné que cada 100 gramos de cocoa comercial hay 0.1797+0.0096
gramos de fésforo

Futuras lineas de investigacion:

e Se propone tomar una muestra de polvo de cacao sin agregados, realizar el mismo
experimento para obtener la masa de fésforo cada 100 gramos de muestra, comparando
los resultados obtenidos se podra determinar si se le es agregado foésforo durante el
proceso de elaboracion del producto.

e Tomando en cuenta el resultado obtenido, comparar con muestras de otras marcas de
polvo de cacao azucarado, determinando asi cantidades de fosforo en distintas muestras.

e Estudiar existencias de otras sustancias y minerales que estén presentes en la cocoa y
cuantificarlas.
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Anexo:

Segun el reglamento Bromatolégico Nacional, Decreto n°315/994 del 5 de julio de 1997: Alimento
en polvo con cacao, es la mezcla de homogénea de cacao en polvo o cacao soluble en polvo y otros
ingredientes, con un contenido de cacao en polvo o cacao soluble en polvo del 15% m/m a 24% m/m. Se
pueden utilizar los siguientes ingredientes: azlcares, leche en polvo, suero de leche en polvo, cereales
(molidos, laminados o bajo otras formas), almidon de maiz, almidones modificados, maltodextrinas,
fosfolipidos (lecitina u otros autorizados), saborizantes (vainilla, vainillina, etilvainillina), cloruro de sodio.

Medidas de seguridad:

Acido clorhidrico:

& D

P280: Llevar guantes, prendas, gafas y mascara de proteccion.

P260: No respirar el polvo, el humo, el gas, la niebla, los vapores o el aerosol.

Acetato de sodio anhidro:

O

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/méascara de proteccion

Acido acético glacial:

> @

H226: Liquido y vapores inflamables.

P210: Manténgase alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o superficies
calientes. — No fumar.

P280: Llevar guantes, prendas, gafas y mascara de proteccion
Acido ascorbico:
No presenta riesgos significativos.

Acido oxalico:
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O

Atencion, nocivo en contacto con la piel.

Acido sulfarico:

&>

P280: Llevar guantes, prendas, gafas y mascara de proteccion.
P260: No respirar el polvo, el humo, el gas, la niebla, los vapores o el aerosol.

Molibdato de amonio:

O

Atencién, manejar producto segun estandares de laboratorio.

Preparaciéon de solucion 1:Masar 34g de acetato de sodio anhidro, disolver en agua destilada,
mezclar con 94mL de &cido acético glacial, completar un litro con agua, controlar pH con papel
pH.

Preparacion de solucion 2: Preparar solucion de acido ascérbico al 1% ™/, en solucién de acido
oxalico al 0.5% "/,

Preparaciéon de solucion 3: Diluir 75mL de acido sulfarico en 200mL de agua destilada, por otro
lado disolver 25g de molibdato de amonio en 300mL de agua destilada, después de tener ambas
soluciones, mezclar la primera con la segunda.

Preparaciéon de solucion estandar: Preparar una solucion de fosforo de concentracion
exactamente conocida 219.68ppm, a partir de dicha solucion madre preparar por disolucién
soluciones hijas para construir una curva de calibracion.

llustraciones: Tabla de composicion de alimentos de Centroamérica elaborada por el instituto
de nutricion de centro américa y panama (INCAP) y la organizacién panamericana de la salud
(OPS)

=Tz [2[a2l3a] 2 5] 2]
g NOMBRE i..-g § §g§ i?i §§
Keal. | g e 9 s 5 mg | mg
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Muestra de vascolet incial

Muestra final de cenizas
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Mufla

Soluciones patron
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Fotoclorimetro




