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CONTRIBUCION

A LA DETERMINACION DE
FOSFORO CON EL REACTIVO
VANADOMOLIBDICO

1.Q. TOMAS BENSE. TERESITA BONILLA*

RESUMEN

La determinacién espectrofotométrica del tésforo con el reac-
tivo vanadomolibdico es ampliamente aplicada a va:rxados pro-
blemas analiticos, y usualmente las medidas se efectugnl a longi-
tudes de onda superiores a 400 nm. Cuando la sensibilidad se
convierte en factor critico, suele preferirse el métod}o_é-lel az'ul
de molibdeno. En el presente trabajo dirigido al zfnallsls foliar
de P, se demuestra que con el reactivo vanadomolibdico .puede
lograrse una sensibilidad comparable a la del azul de. rpohbdepo
si las medidas se efectian a 315 nm. La mayor eﬁtablhdad de la
absorbancia se logra en medio sulfirico ca. 012N. Se detecta
una ligera desviacion de la ley de Bouguer—Be.er y un compor-
tamiento anormal en las proximidades del limite de detecgon.
Se efectia un andlisis de la varianza del método y se estudia su
correlacion con el método del azul de molibdeno.

1. INTRODUCCION

La reaccién coloreada producida por el éci(?o ’fo'sfénco en
presencia de vanadio V y molibdeno IV en m.edlo acido fue, va
en el ano 1908 [1], propuesta para fines analitlcfos. Desde enton-
ces se aplicé con éxito a la determinacioén de fostoro enf mfatega-
les muy variados, como calizas [2], aceros [3], rocas d(')S atadas
[4], ete. Kitson y Mellon [5] realizaron un extenso estudio aé:e(rlc::i
de los factores que influyen en el desarrollo y-(‘establhda Ct;
color, como la acidez del medio, la concentracion y orde.:n dz
agregado de los reactivos, la temperatura y la presencia i
.diversos iones interferentes. También Quinlan y ‘Dt.e Sesa [6],
tratando de aclarar contradicciones en los pr(}ced‘ir’mentos.; pro-
puestos en la literatura para levar a cabo la reaccién realizaron
un estudio de sus condiciones Optimas.
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Si bien durante mucho tiempo se aconsejé el agregado por
separado de los reactivos (vanadato de amonio en medio nitrico
y molibdato de amonio), Barton [4] propuso en 1948 el empleo
de un reactivo mezclado, procedimiento que fue adoptado por
otros investigadores.

2. OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO

El método basado en la formacién del complejo fosfovana-
do-molibdico (CFVM) es muy sensible, aconsejindose su aplica-
cion a la determinacién de fésforo en el rango de concentra-
ciones de 5-40 ppm [7]. Los procedimientos mis corrientes se
basan en la medida de la absorbancia a longitudes de onda
superiores a 400 nm,usualmente a 460 nm. Sin embargo, cuando
los niveles de concentracién de P se vuelven criticos suelen
preferirse para su determinacién los métodos basados en la
formacién de azul de molibdeno (AM), producido por reduccién
selectiva del 4cido molibdofosférico. El compuesto azul formado
posee un méximo de absorcion en la regién de 650-700 nm, lo
que permite determinar concentraciones de fésforo en el rango
de 0.1 - 1.2 ppm de P [7]. El método de AM presenta, sin
embargo, algunas desventajas frente al de CFVM, particular-
mente en lo referente a la inestabilidad de algunos de los
reductores propuestos (cloruro estannoso, hidrazina, ac. 1-2-4-amino-
naftolsulfénico, etc.). Existe, por otra parte, la posibilidad de
aumentar la sensibilidad del reactivo vanadomolibdico (RVM)
en sus aplicaciones cuantitativas. El efecto, Michelsen [8] propo-
ne una modificacion del método, utilizando reactivos mas dilui-
dos y midiendo a 315 nm, donde el CFVM posee un maximo de
absorciéon. El autor mencionado sefiala que de este modo se
pueden determinar fosfatos en un rango de concentracién de 0.1
a 1 ppm con un error del + 3%. Sin embargo, se limita a
trabajar con soluciones puras de fosfato. Cuando nosotros inten-
tamos aplicar esta técnica al andlisis foliar determinando fosfaro
en soluciones obtenidas del ataque de material vegetal con
dcido sulfirico y peréxido de hidrégeno [9] encontramos dificul-
tades (efectos de solucién) que obligaron a una revisién de la
técnica, particularmente en lo referente a interferencias espec-
trales y acidez del medio. En el presente trabajo se resumen los
resultados obtenidos en dicha revision.

3. COMPOSICION DEL RVM UTILIZADO

Se prepar6 un-reactivo concentrado mezclando las siguientes
soluciones:

|

EEE—

DETERMINACION DE P CON EL REACTIVO VANADOMOLIBDICO 147

Solucién A: 25 g. de (NH,);Mo0,0,,4H,0 disueltos en 400 ml de
agua.

Solucién B: 1.25 g. de NH 4 VO 3 se disolvieron en 300 ml de
agua hirviendo. Luego de enfriar se agregaron 10
m! de H 9SO 4 conc. (D= 1.84).

Las soluciones de A y B se mezclaron y diluyeron a 1 litro.

Este reactivo concentrado se diluyoé posteriormente en la pro-
porcién 1:20 con 4cido sulfiirico diluido de modo de lograr una

acidez final aprox. 0.72N.

Tradicionalmente el 4cido utilizado para el RVM es el nitrico.
Sin embargo, dada la intensa absorcion UV de dicho écid(?,
Michelson recurié al HCI, sefialando que su eleccién era arbi-
traria, pudiéndose recurrir también a los fe’lcidos :fu‘lﬁirico y
perclérico. En nuestro caso recurrimos al dcido ‘SlllfUI‘lCO, elec-
cién consistente con el hecho de que las soluciones probl‘ema
objeto de nuestro estudio provienen de un ataque con dicho
dcido. La absorciéon UV del H,SO, es insigniﬁcante compara-
da con la del HNO3, tal como puede apreciarse en la fig. 1.

Fig. 1
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En cuanto a la concentracién que proponemos para el dcido
esta relacionada con el resto de las etapas de la técnica analiti-
ca, y se calculé de modo que la concentracién final en el medio
donde se produce la reaccién sea aprox. 0.12N, puesto que bajo
tales condiciones hemos comprobado que es mayor la estabili-
dad del compuesto formado, tal como se detalla en la seccién
siguiente.

4. INFLUENCIA DE LA ACIDEZ SOBRE
LA ESTABILIDAD DEL CFVM

Nuestra experiencia previa sobre la aplicacién del RVM, asi
como la informacién publicada, indican que el color desarrolla-
do varia con el tiempo. Existen discrepancias en la bibliografia
acerca del lapso 6ptimo para efectuar la medida espectrofotomé-
trica, lo cual puede deberse a las diferentes condiciones de
acidez, temperatura, concentracion del reactivo, ete. utilizadas
por los diferentes investigadores. Nuestras experiencias indican
que la acidez constituye un parametro cuyo ajuste es relativa-
mente critico si se desea lograr una estabilidad adecuada de los
valores de absorbancia. Para estudiar la influencia de la acidez
hemos trabajado con soluciones tipo de fosfato asi como con
soluciones provenientes de digestiones sulfiricas del material
vegetal. En ambos casos dichas soluciones se encontraban en un
medio sulfirico aprox. 14N, y previamente al agregado del
RVM se neutralizaron con CO3Nag Las medidas espectrofo-
tométricas se efecturaron contra blancos preparados en las mis-
mas condiciones que las muestras.

En la fig. 2 se observan las curvas de absorbancia vs. tiempo
para diferentes concentraciones de H 9SO 4. Hemos observado
que para concentraciones de dcido superiores a O.25N prictica-
mente no ocurre formacién del CFVM, de modo que en todos
los ensayos trabajamos a niveles de acidez menores. Todas las
medidas se efecturaron a 315 nm. Las curvas 1, 2 y 3 corres-
ponden a la variacién de absorbancia con el tiempo para un
mismo extracto proveniente del ataque del material vegetal y
cuya acidez final, luego de agregado el reactivo, resulté 0.06N,
0.12N y 0.16N respectivamente. Puede observarse que la curva
1 decrece continuamente, mientras que la 3 aumenta primero,
pasa por un miximo de corta duracion y luego decrece conti-
nuamente. La curva 2, en cambio, correspondiente a una acidez
0.12N crece ligeramente al principio para luego estabilizarse
por lo menos durante los 90 minutos que duré la experiencia.
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Una medida complementaria, efectuada a las 24 hs. evidencid
un decrecimiento de sélo 6% en el valor de la absorbancia.

Obsérvese que para el nivel de acidez 0.12N la absorbancia es
sensiblemente mayor que para los niveles 0.06N y 0.16N, de
modo que no solo se mejora la estabilidad sino también la
sensibilidad.

Como experiencias confirmatorias, las curvas 4 y 5 fueron
obtenidas a partir de soluciones tipo de fosfato, procesadas de
igual manera que las muestras anteriores, siendo la acidez final
0.12N en ambos casos. Las concentraciones finales de P fueron
de aprox. 0.3 ppm para la curva 4 y aprox. 1 ppm para la curva 5.

De acuerdo a los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la
posibilidad de que las soluciones de mayor concentracion exijan
un tiempo de estabilizacion algo mayor (segin lo sugiere la
comparacién de las curvas 2 y 5 con la 4) decidimos adoptar 30
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minutos como intervalo minimo de tiempo entre el agregado del
reactivo y la lectura espectrofotométrica.

5. CURVAS DE CALIBRACION
3.1. Equipos y reactivos

Las medidas espectrofotométricas se realizaron con equipos
Beckman, modelos DU y 25. Los reactivos empleados tueron:

2-4 dinitrofenol, solucion al 0.05%.
Carbonato de sodio, solucion 4N.
Acido sulfurico, solucion 2N.
RVM diluido, preparado segiin detalle en la Sec. 3.

5.2. Soluciones patron

Se prepararon soluciones de fosfato de concentracién conocida
y tomas adecuadas de ellas fueron sometidas a los mismos
agregados (Hy SOy4 HoOs) y tratamientos (digestion en caliente,
dilucion hasta un volumen prefijado) que las muestras de ma-
terial vegetal a analizar (v. mds adelante). Se obtuvo asi una
_serie de soluciones patrén conteniendo 1, 2, 4, 6 y 8 ppm de P.
 Se procedié luego de acuerdo a la siguiente técnica: en tubo
atorado a 25 ml se colocaron 5 ml de solucién patrén. Se agregd
1 gota de solucion de 2,4 dinitrofenol y luego se neutralizé con
solucién de CO3 Nagy hasta viraje al amarillo. Se torné a incoloro
con la cantidad justamente necesaria de Hy SO42N. Se enrasd a
25 ml con agua. Se agregaron luego con pipeta aforada 3 ml del
RVM diluido. Al cabo de 30 minutos se efectué la lectura
espectrofotométrica a 315 nm.

3.3. Relacion Absorbancia vs. concentracion.
Curva de mejor ajuste

Se efecturaron cinco repeticiones para ¢ada punto de la escala
y los resultados de las medidas espectrofotométricas se sometie-
ron a tratamiento estadistico para hallar la ecuacién de mejor
ajuste, ensayidndose los modelos lineal y cuadritico ambos sin
ordenada en el origen. En nuestro caso obtuvimos la ecuacién

Ajs= 0.108 C — 0.002 C? (1)

donde Ag3i5 es la absorbancia a 315 nm y C la concentracién
expresada en ppm de P. La correspondiente representacion
grafica se da en la fig. 3. Serd conveniente confirmar el valor de
los coeficientes de la (1) cada vez que se prepare un nuevo lote

de RVM.
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Fig. 3
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6. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
ol Lo G
El material vegetal se procesd por la téenica dL-(JOt-t(\n:\t[.-)[]
0.5 ¢. (u otra toma adecuada) de mu_term] \.Lgt. (1)0
‘ se colocan en un matraz Kjeldahl de 1
SO, concentrado (D= 1.84) mez-
. i : i este
clando bien v dejundo en reposo 30 mmL}toh’. Al (‘Tllln;)g()(cl; el
periodo se agregan 1 1l de peroxido de hidrogeno a G o
calienta hasta desprendimiento de vapores de‘nso\ts.l.gizgg.wm
enfriar se agregan otros 2 ml de peroxido y se call 1‘ g

adaptada:
pesados exactamente,
ml. Se agregan 10 ml de H:
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destruccién de éste. La solucién remanente resultara incolora o
casi incolora. Se deja enfriar vy se diluye a 250 ml en matraz
atorado. Una toma de 5 ml de esta solucién se pasa a tubo
aforado de 5 ml y se procede del modo descrito en la Sec. 5.2.
para las soluciones patrén. Las medidas espectrofotométricas se
efectian a 315 nm y 305 nm. Esta altima medida se efectia
con fines correctivos del fondo espectral debido a impurezas (v.
siguiente seccién).

7. INTERFERENCIA DEL FONDO ESPECTRAL
Y SU CORRECCION

7.1. Interferencia

La solucién obtenida de la digestion sulfirica del material
vegetal presenta Impurezas capaces de absorber radiacién en la
regién de 315 nm, pudiendo introducir un error analitico que
puede volverse relativamente importante cuando se determinan
cantidades pequefias de P. En la tig. 4 (a) se representa un
espectro de absorcién tipico de dichas impurezas. En la fig. 4
(b) se reproduce el espectro del CFVM obtenido a partir de
soluciones puras de fosfato. En la fig. 4 (c¢) se representa la
forma tipica del espectro del CFVM interferido por el espectro
de impurezas, tal como se observa en soluciones provenientes
de la digestién de material vegetal.

7.2. Correccion propuesta

Un primer intento de aplicar una correcion geométrica de
fondo espectral no dio resultados satisfactorios como consecuen-
cia de la curvatura relativamente pronunciada del espectro de
las impurezas en la regién de 315 nm. Se ensay6é entonces una
correccion basada en la realizacién de una medida complemen-
taria a 305 nm y en la utilizacion de relaciones espectrales
previamente establecidas para el espectro del CFVM y de la
impureza, que aparentemente presenta las mismas caracteristicas
espectrales en las diversas especies vegetales investigadas. En
el Apéndice se detalla el fundamento tedrico del método de
correccion. Para probar la eficiencia de dicho método se efectud
en una serie de casos el estudio comparativo de la correccién de
absorbancia calculada y la correccién verdadera. La ultima pudo
evaluarse obteniendo el espectro de las soluciones problemas
antes del agregado del reactivo vandomolibdico. Los resultados
fueron muy satisfactorios, tal como se observa en el cuadro
siguiente:

B
e
k
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Muestra N°

Absorbancia de

impurezas 1 2 3 4 5
Verdadera 0.051 0.038  0.041 0.028 0.045
Calculada 0.043 0.045 0.046 0.026 0.042
Fig 4
A
2.0 7

270. 280

Longitud de onda en nm

T Ll
290 300 310

320

330 340
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§. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

En la literatura consultada existen referencias poco precisas
acerca del efecto de la temperatura sobre el valor de la absor-
bancia del CFVM. Nuestros resultados, concordantes con los
publicados por Snell y Snell [11], indican que, por lo menos en
el intervalo estudiado (20 a 30° C) no se produce un efecto
significante de la temperatura sobre la abosrbancia a 315 nm, tal
como se deduce de los valores siguientes

Asps (219 C)= 0.428 10.004
Asis (25.5° C)= 0.427 £ 0.009
A3ps (29.5° C)= 0.430 * 0.006

Las absorbancias indicadas constituyen los promedios de 6
réplicas y sus limites de confianza para el nivel de 95%, para
diferentes tomas de una misma solucién, habiéndose desarrolla-
do la reaccién a las temperaturas indicadas.

9. ANALISIS DE LA VARIANZA DEL METODO

Para estudiar las contribuciones a la varianza total del método
de las etapas de

a) muestreo y digestion sulfurica y

b) andlisis espectrofotométrico
se extrajeron 5 muestras de un mismo lote de material vegetal,
previamente molido y cuidadosamente homogeneizado, efectudn-
dose las correspondientes digestiones sulfiiricas. Sobre cada una
de las soluciones obtenidas se realizaron 5 determinaciones
espectrofotométricas, efectuando las correcciones de fondo es-
pectral y calculando el % de P en la muestra original.

Los resultados se resumen en la Tabla L.

TABLA 1
Muestra Reéplicas espectrofotométricas
1 2 3 4 53

0.185 0.184 0.184 0.180 0.179
0.185 0.186 0.188 0.192 0.190
0.184 0.154 0.183 0.191 0.182
0.184 0.188 0.187 0.190 0.187
0.181 0.181 0.181 0.181 0.180

Ut U7 O =
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El estimador s} de la varianza para una determinacion aislada
entre filas sera

s3= 4.88 x 105
El estimador s%ep de la varianza de reproductibilidad sers
= 6,62 x 106

Se calcula asi para el estadistico F el valor

S%ep

con 4 grados de libertad para s? y 20 para s? . Este valor de
F supera el valor critico para los mismos grados de libertad y
un nivel de confianza de 95%. Se concluye pues que existe una
contribucion significante s 2de la etapa de muestreo y digestion
a la varianza total.

5% i Szrep
2 =— = 843 x 106
n
(n= 5)

Eventualmente, el conocimiento de esta cantidad permitird
establecer el nimero de réplicas de muestreo y digestion (m) y
espectrofotométricas (n) para mantener en un valor prefijado la
varianza total. Para ello se recurre a la siguiente expresién para
su estimador Sn%,n [10]

By ik o+ 1)
e 2)
mn

donde k= g%/s?

rep

10. COMPARACION DE RESULTADOS ANALITICOS
OBTENIDOS POR LOS METODOS DEL RVN Y DEL AM

10.1 Correlacion

En la fig. 5 se correlacionan los resultados obtenidos de 20
muestras de material vegetal de diversos origenes analizadas
simultineamente por los métodos del RVM y del AM. La ecua- -
cion de la linea de regresion es
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y (mét RVM)= 1.001 x (mét AM) — 0.059 (3)

con un coeficiente de correlacién r= 0.98. El tratamiento esta-
distico de la informacién experimental indica que la pendiente
v ordenada en el origen de la (3) no difieren en forma signifi-
cante de la unidad y cero respectivamete.

La correlacion es pues excelente y ambos métodos conducen
a resultados concordantes.

ppmP hig s
(Met. CFVM) Linea de 45°"~-/
4 s
O
o (6]
o \Lu’nm de
regresion
5
@]
o/ o
2 o)
oO
[©]
3 T T T T
3 4 5 6 7 ppmP
(Met. AM) '

10.2 Limites de deteccion

La determinacion de estos limites se realizé efectuando medi-
das de absorbancia hasta concentraciones muy bajas de fosfato,
aplicando luego el método de corredor de confianza [12] para
estimar los limites de deteccion. En la tig. 6 se representan los
resultados obtenidos en las medidas de absorbancia. Puede
observarse que a concentraciones muy bajas el CFVM presenta

un comportamiento francamente anormal, lo cual no ocurre con
el AM. Tenido en cuenta este comportamiento, la estimacién
final de limites de deteccién conduce a los siguientes resultados
para las condiciones experimentales adoptadas:

Métode RVM: 0.4 ppm de P
Método AM: 0.2 ppm de P

Fig. 6
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APENDICE
Correccion de fondo espectral
Del espectro del CFVM “puro” se obtiene la siguiente rela-
cién, supuesta valida para todos las concentraciones:

A3ls
= constante= k

A305 (A-1)

Si el espectro estd deformado por la presencia de una impure-
za cuya absorbancia es aditiva, los valores de A3y ¥ Asgs s€
veran falseados por cantidades m y n tales que

Azis= Agls— m
Azps= A5 — 1 7
donde A315 ¥ Ajos son los valores obtenidos del espectro “impu-

to”. Si la impureza es siempre de la misma naturaleza supon-
dremos que

(A-2)

n

—= const.= K n= k'm (A—-3)

m

Las constantes k y k' pueden calcularse a partir de un estudio
previo de los espectros del CFVM y de la impureza. En nuestro
caso obtuvimos los siguientes valores:

k= 1.10 k'= 1.62

A partir de éstos y de las ec. (A— 1), (A-2) y (A 3) se
deduce:
1.10 A3o5 — Ag1s
m= (A - 4)
0.765
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