En kolorimetrisk metode til bestemmelse af
fosforindholdet i planter. -

Af J. Benjaminsen og J. Jensen.

Bestemmelse af fosfor i jord og plantemateriale er en af de
hyppigst forekommende analyser i et laboratorium, der beskef-
tiger sig med jordbunds- og agrikulturkemiske sporgsmal, og det
er derfor af stor ekonomisk betydning at finde frem til sa enkle‘
og tidshesparende metoder som mauligt, forudsat det ikke gér
udover nejagtigheden. g

En-af de mest benyttede metoder til bestemmelse af fosfor
i jordekstrakter er den sikaldte molybdenblatmetode — en
mikrometode -— der er baseret pd dannelsen af et hetero-poly-
kompleks, som efter redukiion med et passende reduktionsmid-
del giver en bla farve, hvis intensitet er proportional med mang-
den af inkorporerede centralatomer (fosfor). Ved den pa Sta-
tens Planteavls-Laboratorium benyttede svovlsyremetode bru-
ges fremkalderen »Metol« (para-methylaminofenol) som redu-
cerende stof, idet man hermed fir en passende farveintensitetls-
skala for det koncentrationsomrade, i hvilke fosfor saedvanligvis
foreligger i jordekstrakterne.

Ved bestemmelsen af fosfor i plantemateriale anvendes der-
imod — og det drejer sig her om makroanalyser — gravimetriske
eller titrimetriske metoder, og den almindeligst anvendte er den
sakaldte Lorenz-metode (1) hvoraf en modifikation, udarbejdet
af afdelingsbestyrer J. Find Poulsen (2) siden 1936 har
veerel anvendt til fosforsyrebestemmele i landbrugsafgroder pa
Statens Planteavis-Laboratorium, Denne metode har gjort ud-
meerket fyldest og er som gravimetrisk metode betragtet seer-
deles enkel. Men efter at de kolorimetriske analysemetoder i den
sidste snes Ar pd flere omrader har treengt de to foran nazvnte
ngget i baggrunden, har man pi Statens Planteavls-Laborato-
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rium fundet det opportunt, efter at man har fiet et Beckman
fotokolorimeter stillet til radighed, at tage fosforbestemmelsen
i afgreder op til fornyet undersogelse, og mélet har veeret at
finde en kolorimetrisk metode til erstatning for den nu anvend-
te gravimetriske.

Molybdenblatmetoden, som: har gjort udmserket fyldest ved
bestemmelsen af fosfor i jord, viste sig ved undersegelse mindre
velegnet til fosforbestemmelsen i planteaske. For det forste er
det en mikrometode, og som sidan krever den meget stor omhu
i analyseringsarbejdet, da der ma arbejdes med meget smi stof-
mengder og med si fortyndede oplesninger, at der kan vaere
fare for, at det benyttede glasapparatur enten kan afgive eller
adsorptivt fastholde det stof, der skal bestemmes, i siddanne
mengder, at analyseusikkerheden bliver for stor. For det andet
gver de tre tilstandsvariable: pH, tiden og temperaturen for
stor indflydelse pa farveintensiteten.

Den kemiske reaktion, som ligger til grund for molybdsenblat-
metoden, er som ovenfor navnt en reduktionsproces. Med steerke re-
duktionsmidler reduceres molybdeenet i molybdeensyren, H,MoO,,
hvorved der fremkommer en oplesning af molybd=nblit, som inde-
holder molybden i iltningstrinnet + 5, og som muligvis er en kolloid
oplesning af molybdenylmolybdat (MoO),(MoO,)4. Reduktionen
kan gi videre. Reduceres al molybdznet til oxydationstrinnet + 5,
fas grenne oplesninger, og ved overgangen til ¢ndnu lavere oxyda-
tionstrin Mo! +# og Mo' +# farves oplesningen brun. Ved meget kraf-
tig reduktion dannes ikke molybdeenblit, og der kan foruden brune
fremkomme gule og rede reduktionsfarver. P4 den made kan H,Mo00,
f. eks. reduceres af zink og stannoforbindelser, og reduktionens for-
leb er som ovenfor navnt i hej grad afhengig af pH, temperatur og
reaktionstiden. (Ranche Madsen (3)).

Ved fosforbestemmelsen efter molybdzenblatmetoden benytter
man sig af, at Mo+ #® reduceres langt lettere, nar det findes som
bestanddel af en ligand i en heteropolysyre end i den frie molybdeen-
syre. Ved reduktionen destrueres komplekset langsomt, hvorved fos-
forsyren frigeres, og der kan opbygges et nyt fosformolybdatkom-
pleks (man tilleegger dette formlen HgP(Moz0,,),, 12 rekken). Fos-
forsyrens funktion i reduktionsprocessen bestar altsi i, at den virker
katalytisk, og af denne grund er det af uhyre vigtighed her, som ved
alle sammenlignende malinger i dynamiske systemer, at alle tilstands-
variable, naturligvis pad neer den, man ensker at male, holdes kon-
stante,
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De ovenfor kort omtalte forhold bevirker, at molybdaen-
blatmetoden ikke er velegnet til fosforsyrebestemmelsen i land-
brugsafgreder, hvor den tilladte tolerence i reglen er lille. Mere
velegnet er derimod en anden kolorimetrisk metode, som er ud-
forligt beskrevet af Kitson & Mellon (4). Princippet i
denne métode er, at fosforsyre i sur oplesning med ammonium-
vanadat og ammoniummolybdat danner en gulfarvet, opleselig
forbindelse, hvis intensitet er afhsengig af den forhindenvaerende
fosforsyremesengde. Metoden vil i det folgende blive kaldt vana-
dat-molybdatmetoden.

Kitson & Mellon’s arbejde bygger pa Missons under-
sagelse over en kolorometrisk fosforsyrebestemmelse i stil, som blev
offentliggjort s& tidligt som i 1908 (5). Ifelge Misson danner fos-
forsyre, vanadat og molybdat en forbindelse (vanado-fosfo-ammonium-
molybdat) hvis kemiske formel er (NH,), PO,, NH,VOq4, 16 MoO, og
hvis farve er gul. Det gule kompleks kemiske sammensztning er dog
ikke endelig fastsliet. Ifglge Maksimova & Koglovsky (6)
indeholder komplekset ikke amononium, men kan representeres ved
formlen [P,(V,04), (My;0,),,]. Maksimumsabsorptionen af lys i en
oplosning indeholdende dette stof finder sted ved 470 mpu.

Vanadat-molybdatmetoden har forst og fremmest fundet
anvendelse ved bestemmelse af fosfor i stil (4, 7), men er ogsa
brugt ved fosforbestemmelse i jernmalm (8) og i biologisk
materiale (8, 9).

Metoden har to fundamentale fordele fremfor molybdenblét-
metoden. For det forste den mindre fglsomhed, som bevirker, at
der kan tages storre stofmzengder i arbejde, og for det andet
kompleksets store stabilitet, der medferer, at farveintensiteten,
nar komplekset forst er dannet, er vafhengig af tiden. (Pa Sta-
tens Planteavls-Laboratorium har man konstateret, at standard-
oplesningerne i hvert fald er holdbare i 2 maneder).

Ifglge Kitson & Mellon (4) er interferencen af ionerne
Cat++, K+, Na*, Fe*++, SO,—, C1~ 08 silikat, altsi de, der udger
hovedmsengden af planteaske, overordentlig ringe. Op til 1000
p.p-m. bevirker ikke en zndring i analyseresultatet pa over
2 pet.

Pa Statens Planteavls-Laboratoriums jordbundskemiske af-
deling er i aret 1954 i forbindelse med analyseringen af afgreder
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fra karforssg vanadat-molybdatmetoden sammenlignet med den
af Find Poulsen modificerede Lorenz-metode, og resultatet
af disse underspgeler vil fremgi af det felgende: Ved analyse-
ringens metodik og fremstillingen af reagenser, har vi stottet os
til Rauterberg: Eine Colorimetrische Makromethode zur
Phosphorsaurebestimmung (10).

Reagenser:

I. Salpetersyre: 1 del konc. HNO; (vaegifylde 1.42) til 2 dele
dest. vand.

II. Ammoniumvanadatoplesning: 2,5 g ammoniumvanadat
(NH,VO3) opleses i 500 ml kogende vand, i en 1 1 méle-
kolbe. Efter afkeling tilseettes 20 ml konc. HNO; og fyldes
op til 1 1 med destilleret vand.

111. Ammoniummolybdatoplgsning. 50 g ammoniummolybdat
(NH,),Mo,0,,, 4H,0) oplases i vand ved 50° C i en 11 méle-
kolbe, og oplgsningen fortyndes til 1 1.

IV. Stamoplesning: 0,4393 g KH,PO, (efter Serensen) op-
loses i destilleret vand ad 1 1. 1 ml af denne oplesning inde-
holder 0,1 mg P.

Absorptiometer og kalibrering.

Som maleinstrument anvendtes et Beckman fotokolorimeter
model D.U. med termostatkelet lampehus. Ifglge Center og
Willard (8, 11) er temperaturvariationen lille, men ikke
betydningsles for farveintensiteten af fosfo-vanado-molybdat-
oplgsning. (Det anferes, at en temperaturstigning pa 10°C
foroger »density-afleesningen« ca. 0,010 enheder). Alle malinger
blev foretaget ved stuetemperatur, 20° 4 1° C. Kalibreringen
blev foretaget ved at afpipettere forskellige maengder af stam-
oplgsningen IV 1 100 ml méalekolber, tilszette dest. vand til 50 ml
og derefter 10 ml salpetersyre I, 10 ml ammoniumvanadatoples-
ning II og under omrystning 10 ml Ammoniummeolybdatoplesning
III. (Tilssetning af reagenserne i den naevnte reekkefelge skal over-
holdes). Efter opfyldning med destilleret vand til mserket og om-
rystning henstod oplesningerne til den felgende dag, hvor den
gule farves intensitet méaltes i 10 mm kuvetter ved bslgeleng-
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den 470 mg. Som referenceoplesning benyttedes destilleret
vand tilsat reagenser i samme mangde og taget i samme rzkke-
folge som ovenfor navnt,

Det fremgar af nedenstiende kalibreringstabel (tabel 1 eller
tydeligere af figur 1, hvor tabellens data er grafisk fremstillet),
at der er en liner sammenhzeng mellem aflsesningen pa instru-
mentets skala D og fosforkoncentrationen i koncentrationsinter-
vallet 0—3 mg P pr. 100 ml. Forst efter 3 mg P pr. 100 ml sker
en svag afbesjning af kurven. Kurven i figur 1 benyttedes som
standardkurve for afgredeanalyserne.
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Fig, 1. Standardkurve. mg P/100 ml

Tabel 1. Sammenhzng mellem instrumentets skala D og fosfor-
koncentrationen.

mg P/100 ml. 0.25 050 | Lo 2.00 3.00 4.00 5.00
D..... e 0.052 0.102 0.208 0,414 0.616 0.811 1.007
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For den retlinede del af standardkurven gslder den Lam-
bert-Beer’ske absorptionslov.

Nar et parallelbundt af monokromatisk lys sendes gennem en
homogen absorberende fase, vil lysstyrken aftage efter en simpel lov,
der kan gengives ved en linecer differentialligning af 1ste orden.

dl ==k -I-dl

hvor I er lysstyrken, 1 lagtykkelsen og k en konstant, absorp-
tionskoefficienten. Er lysstyrken I, for 1 = 0 fis ved inter-
gration

I
1) — = e«
) L~

Dette er Lamberts absorptionslov. I praksis bruges dog i stedet for
e grundallet 10, altsa

2 L = 10-a
i

0

hvor « kaldes ekstinklionskoefficienten, Forbindelsen mellem « og k
er givet ved « = k log;, e = 0,4343 k.

Er den betragtede absorberende fase en oplesning, gelder i man-
ge tilfeelde i det fortyndede omrade Beers lov, at a er proportional
med koncentrationen « = E.c¢. Her er ¢ den molxzre koncentration
og E en konstant, den molxre ekstinktionskoefficient. Indsaettes ud-
trykket for « i 2)

I .
fas 3) I~ 10-1Ee
(i

I
eller 4) — log L= 1Ec
0

for konstant holdt 1 ses, at sterrelsen pa venstre side af lighedsteg-
net er en lineser funktion af c., og det er denne stgrrelse, der oven-
for er betegnet med D. o oplgsningens optiske tzthed (optical
density).

Storrelsen E— kaldes transmissionen. Udtrykt i procent beteg-
0
nes den ofte i amerikansk litteratur med T.

I figur 2 er ekstinktionskurverne for de 4 standardoplesnin-
ger 0,5, 1,0, 2,0 og 3,0 mg P/100 ml grafisk fremstillet.
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Ekstinktionsmaksimet ligger omkring 355 mg (altsi langt
forskudt tilvenstre for hvad Maksimova & Koglovsky
fandt (6).

Mailing ved denne belgel®engde er dog upraktisk pa grund
af den nedvendige store fortynding, der for det forste forager
usikkerheden pa malingerne og for det andet besvaerliggor ana-

2,0

0,5 mg P/100 ml

[+
b
15 i
1,0 mg P/100 ml
a 2,0 mg P/100 ml
/\ 3,0 mg P/100 ml
1,0 \

\
NN
[ \ \\ \ \\
0,5 w( . \ \\4 ‘

[=P ] =2 ]

350 400 450 470 500 550 my

Fig. 2. Ekstinktionskurver.

lysearbejdet, fordi maleintervallet indsnsevnes. Som det fremgar
af det foregdende, har vi her valgt at méale ved 470 mz en kom-
promis lgsning ved valget mellem et tilfredsstillende méaleinterval
og en tilstreekkelig nejagtig instrumentafleesning. Men det skal
fremhseves, at denne belgel:engde igvrigt ikke udmeerker sig.
Bolgeleengden kan veelges indenfor meget vide greenser alt efter
opgavens art.
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Afgrodeanalyser.
Analysens udferelse:

En stofmaengde med et indhold af 4—8 mg P foraskes (bedst
i elektrisk ovn) og asken tilsattes 10 ml 10 pet. saltsyre, der
afdampes pa vandbad. Efter afdampning af syren fortssttes ind-
dampningen endnu ca. 15 minutter, hvorefter det foraskede stof
terres i torreskab ved 110° C i ca. 30 minutter. Efter afkeling
fores diglens indhold ved hjzlp af varmt vand og en »gummi-
spatel« over i en 100 ml malekolbe. Der tilsettes 20 ml salpeter-
syre I og fyldes op til meerket med destilleret vand. Efter hen-
stand i ca. 15 time filtreres. Af filtratet udtage 50 ml, som over-
fores til en 100 ml malekolbe. Derefter tilssettes reagenserne i
samme mangde og rekkefolge som anfort i forrige afsnit, og der
fyldes op til meerket med vand. Efter et degns henstand kolori-
metres oplgsningerne.

Analyseresultater,

I tabel 2 er analyseresultaterne fra fosforsyrebestemmelser-
ne efter Find Poulsens modificerede Lorenz-metode og van-
dat-molybdatmetoden sammenlignet. Undersogelsen omfatter ialt
42 pregver, nemlig 13 keerne, 16 halm, 1 gres, 1 lucerne, 5 lucer-
neensilage, 4 roetop og 2 roetopensilage. Hver prove er efter beg-
ge metoder, p4 enkle undtagelser nzr, analyseret in duplo, og
det fremgar tydeligt af tabellen, at analyseusikkerheden er den
samme for begge metoder — omkring 1 pct. Sammenlignes der-
imod pet. P i tarstoffet, bestemt efter de to metoder, finder man,
at procentindholdet overvejende er lidt lavere efter vanadat-
molybdatmetoden end efter den gamle metode.

Da analysepravens tilberedelse: torring og foraskning af
torstof er den samme efter begge metoder, stammer forskellen
ikke herfra. Den gravimetriske metodes lidt hejere resultat skyl-
des snarere, at den empiriske faktor 0,3295, der anvendes ved
omregningen af det udfseldede ammoniumfosfor-molybdat til
g P,O;, er lidt for hej end en systematisk fejl ved den kolorime-
triske metode. Den fundne forskel mellem resultaterne af de to
metoder er dog ganske uden betydning for vanadat-molybdat-
metodens praktiske anvendelse.
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Tabel 2. Analyseresultater fra fosforsyrebestemmelser efter Find Poulsens.
modificerede Lorenz—metode og vanadat—molybdetmetoden.

9, P i terstof | % P i terstof 9, P i torstof | % P i torstof ]
Afgrade gl. metode ny metode | Diffe- Afgrode gl. metode ny metode | Diffe-
enk. " enk. s rens enk. ns enk. rens
best. 80S. | Pest. gns. best. | 375 | best. gns.
Byg- 0.066 0.064 Byg- 0.421 0.420
halm 0.066 | 0.066 | 0.064 | 0.06¢ |+0.002|| keerne 0.424 | 0.423 | O.122 | 0.422 |+0.001
— 0.022 0.022 0.323 0.324
0.022 | O.022 | O.022 | O.02 — O.321 | O.322 | O.324 | 0.32¢ |-+0.002
0.020 0.020 0.245 0.240
— 0.020 | Q.20 | O.020 | O.020 — 0.243 | O.24¢ | O.2a1 | 0.241 | +0.008
0.184 0.184 0.263 0.258
—_ 0.8 | 0.4 | 0.18¢ | O.18¢ — O.264 | 0O.26¢ | O.2s6 | 0O.257 |+ 0.007
0.038 0.054 0.229 0.229
— 0.055 | 0.085 | 0.052 | 0.053 |+0.002 — O.230 | O.230 | O.g27 | O.228 |4 0.002
0.031 0.030 0.233 0.234
— 0.031 | 0.031 | 0O.030 | 0.08 +0.001 — O.288 | O.238 | Q.231 | O.238
0.125 0.127 0.262 0.257
— 0.125 | O.125 0.127 | =+ 0.002 — 0.261 | 0O.262 | O.zs6 | O.257 |+0.005
0.203 0.200 Klover- 0.452 0.446
— 0.202 | 0.208 | O.199 | 0O.200 |+0.008 | grees 0.453 | 0.483 | 0.e45 | 0.a46 |+0.007
0,219 0.218 0.271 0.270
— Oz | 0219 | 015 | O.217 |+0.002| Lucerne | 0ap | 0271 | 0.2m | 0o
Bederoe- T
0.208 0.207 to 0.245 0.237
— 0.200 | O.200 | O.208 | O.208 |+0.001 P O.244 | O.244 | O.287 | O.237 |+0.007
0.165 0.161 0.240 0.243
— 0.165 | O.t65 | O.162 | O.162 |+0.003 — 0.240 | 0.240 | O.243 | 0.243 | =0.008
0.206 0.209 0.241 0.242 .
— 0.206 | 0.206 | O.200 | 0.209 |=0.003 — O.242 | O.242 | 0O.243 | 0.243 |=0.001
0.208 0.225 0.259 0.254
— O.08 | O.228 | O.237 | 0.226 |+0.002 — O.250 | O.289 | 0.255 | O.255 |-+0.004
0.233 0.230 Lucerne-| 0.279 0.277
— O.23¢ | 0O.294 | O.231 | 0.231 |+0.008 ensilage 0.278 | O.279 | O.297 | 0.277 | +0.002 |
0.209 0.210 0.330 0.328
— 0210 | O.220 | O.208 | 0.210 — O.330 | 0.330 | O.s26 | 0.327 | +0.003
0.207 0.226 0.410 0.409
— 0.227 | O.227 | O.208 | 0.225 |+0.002 — 0.412 | 0,11 | 0.09 | 0O.s09 |+0.002
Byg- 0.25¢ 0.249 0.412 0.408 ‘
kerne 0.25¢ | O.25¢ | 0O.249 | 0.249 | 0.005 — 0.207 | 0.20 | 0,208 | 0O.208 |+0O.002
0.222 0.202 0.336 0.329
— 0.225 | O.s2¢ | Q.20 | 0O.221 | 4-0.003 _ 0.337 | O.337 | O.383 | 0.331 |+ 0.008
0.20z 0.205 Roetop- | 0-194 0.193
- 0.205 .25 | O.202 | 0O.20¢ | +0.00t || ensilage ‘ 0.15¢ | 093 | 0.05 |+0.001
0.224 0.228 | 0.209 0.207 |
—_ Q.23 | O.22¢4 | O.221 | O.222 |+ 0.002 — 0.209 O.208 | 0.208 [+0.001
0.365 0.357
— 0.363 | O.36¢ | 0O.36 | 0.357 |-+0.007
0.286 0.280
— O.288 | 0.287 | 0.281 | O.281 |+0.006
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Summary.

The phosphoric acid content of plants can be determined colori-

metrically by means of the Beckman spectrophotometer in nitric acid
medium by addition of ammonium vanadate and ammonium molyhb-
date. This phosphovanadomolybdate method has been compared
with the Lorenz method as modified by Find Poulsen (2), in
42 different samples of dry matter. The results agree very well and
the colorimetric method is considerably faster.

®
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