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ODREDIVAN]JE FOSFORA
U MALIM KOLICINAMA
U ORGANOFOSFORNIM SPOJEVIMA

Kata VoLoDER

Institut za medicinska istrativanja i medicinu rada, Zagreb
(Primljeno 24. XII 1964.)

Opisana je jednostavna spektrofotometrijska metoda za odredivanje
malih koli¢ina-tragova fosfora u anorganskom materijalu i organofosfor-
nim spojevima diptereksu, izopestoksu i parationu, Metoda za odredivanje
fosfora u spomenutom materijalu temelji se na razvijanju modre boje
fosfomolibdata, koja nastaje reakcijom izmedu fosfata prisutnih u uzorku
i reagensa u kojemu ima molibdata. Metoda je brza, jednostavna i po-
uzdana. Osjetljivost metode iznosi oko 10 ug P,Os u 50 ml otopine, a u
podru¢ju do 100 ug P,O5 u 50 ml otopine vlada proporcionalnost izmedu
koncentracije fosfata i intenziteta obojenja. Ispitane su i fizikalno-kemij-
ske karakteristike modro obojenog fosfomolibdata.

Stvaranje modro obojenog fosfomolibdata temelj je za vedinu va¥ni-
jith metoda za kolorimetrijsko (1, 2, 8, 4, 5, 6, 7, 8, O, 19) i fotometrij-
sko (4, 5, 7, 10, 12, 13, 15) odredivanje malih koli¢ina fosfora. Fosforna
kiselina stvara s fosfomolibdenovom kiselinom kompleksnu fosfomolib-
denovu kiselinu HyPO, - (MoO,),, - xH,0, koja je prema reducensima
mnogo osjetljivija nego molibdenova kiselina. Ako se na smjesu fosfo-
molibdenove i suvi¥ne molibdenove kiseline dj eluje s povoljno odabra-
nim redukcionim sredstvom, onda se moZe posti¢i da redukcija zahvaéa
samo fosfomolibdenovu kiselinu i daje modro obojeni fosfomolibdat.
Cilj je redukcije da se postigne stabilna intenzivna modra boja ¢&iji je
intenzitet proporcionalan kolidini fosfata u otopini. Intenzitet obojenja
ovisan je i o koncentraciji vodikovih iona u ispitivanoj otopini, zatim
o vrsti upotrijebljenog redukcionog sredstva, o temperaturi pri kojoj se
izvodi redukcija 1 o prisustvu drugih iona. Prema podacima iz literature
(4, 9, 12), modro obojeni fosfomolibdat je negativno nabijeni koloid &iji
se stehiometrijski sastav navodi kao:

Md02 % 2M0i03", MO'O2 2 3(MOO3—, (2M0‘O2 2 4M0103)2 e HSPO4’

Kao redukciona sredstva najvise se upotrebljavaju:
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1. stanoklorid po Denigesu (12, 14). Redukecija se provodi brzo i daje
intenzivno modru boju, ali se mora paziti na kvalitet reagensa i svaki
dan kontrolirati njegov titar; .

9. 1,2,4-aminonaftol sulfonska kiselina (7, 9, 13) daje brzu redukciju
na sobnoj temperaturi i intenzivno modru boju. Odlikuje se stabilnoS¢u;

3. 1,2,6-aminonaftol sulfonska kiselina po Fiskeu i Subbarowu (11),
izomer reducensa pod (2). Obje su teZe pristupalne;

4. hidrokinon po Belly i Doisyju (4, 15) koji djeluje sporije od stano-
klorida i aminonaftol sulfonske kiseline.

Ne daje tako intenzivnu modru boju kao reducensi 1, 2 i 3, ali se
odlikuje stabilnoféu;

5. N-fenil-p-fenilendiamin (4, 15);

6. amidol (2 : 4-diaminofenol hidroklorid) (2, 14, 18, 993

7. askorbinska kiselina (16, 19).

Kako bi se smanjio utjecaj drugih iona prisutnih u ispitivanoj oto-
pini, redukcija se provodi u sumporno kiselom mediju, jer sulfatni ioni
pokazuju najmanji utjecaj na modru boju.

Do sada je publiciran velik broj varijanata analititkih metoda primi-
jenjenih na anorganski i organski materijal. Glavna razlika izmedu njih
sastoji se i u redukcionom sredstvu, i u natinu redukcije. Sve analiticke
metode pomoéu kojih se odreduje fosfor mogu se svrstati u dvije glavne
kategorije: :

1. one pri kojima se suvi§ak molibdata i redukcionog sredstva dodaju
zasebno, 1

2. metode pri kojima se upotrebljava samo jedan reagens.

Jedna od svrha ovih ispitivanja bila je da izmedu postoje¢ih metoda
za odredivanje malih kolidina — tragova fosfora odaberem takvu koja
¢e biti brza, tatna i reproducibilna, a istovremeno dovoljno jednostavna
da se moZe primijeniti u svakom osrednje opremljenom laboratoriju.
U tu je svrhu bio odabran Lucena-Pratov reagens (17). Ako se primje-
njuje taj reagens, nije potrebno nikakvo zasebno redukciono sredstvo,
a priprava reagensa je vrlo jednostavna i mjime se moZe bez teSkoca
rukovati. :

: EKSPERIMENTALNI DIO
Reagencije

1. Standardna otopina fosfata (1 mg P,0O,/ml)

- Odvagne se 1,917 g kalijeva primarnog fosfata (KH,PO,) p. a.
(»Merck«) i otopi u 1000 ml red. vode. Od te ishodne otopine razrjediva-
njem se pripremaju otopine manjih koncentracija. R

2. Amonijev molibdat kristalizirani (NH,)gMo,0,, + 4H,O0 p. a.
(»Merck«) : ;

3. Sumporna kiselina p. a. (»Merck«), sp. t. = 1.8, (95-97%)

4. Solna kiselina p. a., sp. t. = 1.186 (87%), (»Merck«)

5. Ziwa (metalna) p. a.
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6. Lucena-Pratoy reagens, Taj reagens sadrfava Mo (VI) i Mo (V),
a odnos Mo (V1) prema Mo (V) je 3 : 2. Otopina Mo (V) dobije se reduk-
cijom (Mo VI) u solnokiselom mediju s metalnom Zivom. Priprema
reagensa:

a) ishodna otopina: odvagne se 12.225 g amonijeva molibdata kri-
staliziranog (NH,)gMo,0,, + 4 H,O i otopi u 90 ml redestilirane vode.

b) otopina Mo (V): uzme se 50 ml ishodne otopine (a), stavi u od-
mjernu tikvicu (100 ml) s ubruSenim &epom, doda 25 ml 12 N solne
kiseline i nadopuni do oznake sa vodom. Sva se koli¢ina prenese u lije-
vak za odjeljivanje (250 ml), doda oko 20 ml %ive (metalne) i &vrsto
mucka 5 minuta. Nakon odjeljivanja slojeva dobivena se otopina, koja
je intenzivno crveno-smede boje, profiltrira. :

c) konaéna otopina: uzme se 30 ml ishodne otopine (a), stavi u men-
zuru (250 ml) i k tome se doda: 50 ml 12 N HCl i 56 ml 36 N H,S0,.
U tu se mjesavinu doda 40 ml otopine (b) u vrlo malim obrocima uz
stalno mijesanje i hladenje, a zatim se sadrzaj razrijedi do ukupno 200
ml s red. vodom. :

Otopina je smaragdno zelene boje. Spremi se u tamnu bocu i uva na
tamnom i hladnom mjestu. Tako pripremljeni reagens je stabilan 6 mje-
seci, pa i viSe. Pomoéu tog reagensa anorganski se fosfor iz ispitivane
otopine veZe s molibdenovom kiselinom u Zuto obojeni fosfomolibdat,
koji se kuhanjem reducira i nastaje modro obojeni fosfomolibdat koji
ima maksimum opti¢ke apsorpcije kod valne dufine od 830 mu. U tom
spoju molibden se nalazi u niZevalentnom stanju i njegova struktura nije
zasad jo§ potpuno poznata (6, 14, 20). '

Aparatura

Mjerenje ekstinkcije: Beckmanov spektralni fotometar model DU.
Mjerenja su izvifena kod valne du¥ine od 830 mu uz Sirinu pukotine od
0,03 mm; »crvena« fotostanica »Corex« kivete, &ja je duljina optickog
puta iznosila 1,002 cm.

Stakleno posude. Upotrijebljeno stakleno posude bilo je iz kvalitetnog
stakla (Jena, Pyrex), oprano luzinom i razrijedenom dufiénom kiselinom
te isprano redestiliranom vodom.

Uodena kupelj. Konstantna temperatura za vrijeme izvodenja reakcije
bila je odrZavana u vodenoj kupelji s kontaktnim termometrom.

Postupak
Otopina koja sadrZava fosfor u obliku fosfata stavi se u odmjernu

tikvicu (50 ml) s ubruSenim ¢epom, razrijedi redestiliranom vodom na
volumen od otprilike 30 ml, doda 1.5 ml specifitnog reagensa. Nastali
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#uto obojeni fosfomolibdat lagano se promucka, stavi u vodenu kupelj na
temperaturu 98° C, gdje se grije 15 min. Slijepa proba sadrzava redesti-
liranu H,O + 1.5 ml reagensa. :

Nakon kuhanja tikvice se naglo ohlade, dopune do oznake sa H,O re-
dest. i spektrofotometrijski se izmjeri ekstinkcija prema slijepoj probi,
koja nakon kuhanja treba da zadrZi svoju Zutu boju - a to je ujedno
dokaz Cistode reagencija, tj. odsutnosti fosfora. Modra boja stabilna je
vie od 2 sata na sobnoj temperaturi i na normalnom danjem svjetlu.
Dobivenu spektralnu krivulju apsorpcije fosfomolibdata modre boje
prikazuje slika 1.

REZUIEAFIL I DISKUSITEA
Utjecaj temperature i bazdarni pravac

Kod primjene metode provjeren je utjecaj raznih temperatura na
intenzitet obojenja. Dobivene rezultate prikazuje slika 2.

Izraden je ba¥darni pravac za otopine koje su sadrzavale razliCite
koncentracije fosfora (kao P,0j;). Temperatura vodene kupelji iznosila
je 98 °C. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 3.

Tatke na pravcu predstavljaju srednju vrijednost od 3 nezavisna odi-
tanja. Izratunata je jednad’ba najboljeg pravca kroz eksperimentalne
tatke uz uvjet da pravac treba da prolazi kroz ishodiite. Direktno izra-

v

¢unavanje koncentracije P,Ojy izlazi iz jednadibe C = E -100-1.3.

Utjecaj raznih soli na modru boju fosfomolibdata

Radi boljeg poznavanja opisanog procesa isptitane su fizikalno-kemij-
ske karakteristike modro obojenog fosfomolibdata. Eksperimentalni uvjeti
u kojima su izvreni ispitivani sistemi bili su ovi:

a) koncentracioni gradijent ispitivanih soli bio je prema skali:

110105 N
2+ 25

3. 4.0

4. 6.0

5. 10100 N
6. ild

e 25

8. 4.0

9..61
10. 1.0 N
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Slika 1. — Spektar apsorpcije modro obojenog fosfomolibdata
Krivulja 1. — 8.0 ug P,0,/ml Krivulja 4. — 1.0 ug P,04/ml
2. - 20 ug 5 5. — 04 ug

3. - 14 ug i 6. — slijepa prolga

L
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Slika 2. — Utjecaj raznih temperatura na intenzitet obojenja

Razlitite koncentracije P,O; odriavane kod ovih temperatura:

Pravac 1 temperatura od 95° C kroz 15 minuta
» 850 C ” i5 ”
7526 150 o
”» 2 650 C E3) 15 n
1) 2 550 C » 15 ”

”

”»

Ou v GO N

2

b) koncentracija fosfata u modro obojenom fosfomolibdatu u svim
uzorcima bila je konstantna i iznosila je 3.2 ug P,05/ml

c¢) volumen otopine fosfomolibdata i ispitivanog neutralnog elektro-
lita za svaki uzorak iznosio je po 10 ml prije mijesanja.

Mjerenja su vrSena na Pulfrichovu nefelometru u kombinaciji sa
Zeissovim fotometrom pomoéu crvenog filtra, i to odmah nakon mije-
$anja obiju otopina, te u vremenskim intervalima od 15 min., 3, 6 i 24
sata nakon mijeSanja (21). ;

Dobivene rezultate pokazuju tablice 1 i 2.

Specifi¢ni utjecaj na modro obojeni fosfomolibdat pokazali su ioni
barija, olova i1 stroncija stvarajuéi talog, analognu reakciju dali su
Fe3*-ioni, dok su ioni kalcija pokazali isto svojstvo tek 3 sata nakon
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Slika 8. — Zavisnost ekstinkcije od koncentracije fosfora (kao P,0;) u 50 ml otopine

mijeSanja. Razlog takvom ponaSanju j€, vjerojatno, netopljivost odgova-
rajuih fosfata, jer su barijev i stroncijev fosfat vrlo slabo topljivi, a
topljivost olovnog fosfata iznosi 0.000014 g/100 ml, dok topljivost Cay
(PO,), iznosi 0.002 g/100 ml. Kalijev i kadmijev sulfat te aluminijev
i cinkov klorid nisu pokazali nikakav utjecaj.

Od ispitivanih aniona pokazuje nitrat-ion u svim formama, i to u
raznim solima i osobito kao dufi¢na kiselina, reoksidaciono svojstvo i
djeluje na modru boju fosfomolibdata vjerojatno zbog prisutnih nitrita
i drugih dusi¢nih oksida. :

Sulfati i kloridi ne mijenaju intenzitet modre boje.

Ni kod jednog ispitivanog sistema nije se pojavilo zamuéenje ili flo-
kulacija molibdata, a to dokazuje da se ne moze primijeniti Schulze-Har-
dyjev zakon (21). Ovi eksperimenti takoder pokazuju da modro obojeni
fosfomolibdat nije negativno nabijeni koloid, kako to navode neki autori
(4, 9, 12), veé pokazuje svojstva i ponaSanje kemijskog kompleksa na
¢iju stabilnost 1 intenzitet boje jako utjetu nitratni ioni.
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Odredivanje fosfora u nekim organofosfornim spojevima

Opisana metoda bila je primijenjena na odredivanje fosfora u izope-
stoksu, diptereksu i parationu.

a) odredivanje u izopestoksu (bis- (monoisopropilamino)-fluorofosfin
oksidu) v
A D3 H3C -
>CH——NH (0]

N
/ P\

e aNE
H.C ‘

LLE
H.C

Pri odredivanju fosfora u izopestoksu primijenjen je isti analiti¢ki
postupak kao i pri odredivanju fosfora-u anorganskom materijalu. Na
temelju eksperimenata utvrdeno je da se fosfor u njemu moze odrediti na
tri nadina:

1. direktno — bez razaranja supstancije. U standardnu otopinu po-
znate koncentracije stavi se, naime, 1.5 ml reagensa 1 izvrSi opisani
postupak.

2. Nakon hidrolize sa 1 N NaOH. U tikvicu od 50 ml otpipetira se
standardna otopina poznate koncentracije, doda 3 ml N NaOH i na
vodenoj kupelji kod 60 °C drZi 2 sata. Zatim se tikvica obhladi na sobnu
temperaturu, njezin sadrfaj se neutralizira sa 10 N H,S0, do pH = 6.
Kad se to postiglo, doda se 1.5 ml reagensa i nastavi opisani postupak.

Ispitan je udinak raznih temperatura i raznih koncentracija NaOH,
kao i potrebna koli¢ina, radi dobivanja $to boljih rezultata. Bazdarni
pravac izraden za oba nadina prikazuje slika 4.

3. Mineralizacijom — sa 10 N H,SO,, bromnom vodom i H,0,. U
Kjeldahlovu tikvicu (100 ml) se stavi standardna otopina poznate kon-
centracije, doda 1.5 ml 10 N H,SO, i otprilike 2 ml bromne vode. Ti-
kvica se zagrijava na laganom plamenu ili u pjes$¢anoj kupelji u dige-
storu uz neprestano mijesanje. U toku procesa doda se u obrocima jok
5 ml bromne vode. SadrZaj tikvice se zagrijava tako dugo dok se u kru-
$kastom dijelu tikvice ne pojave bijele pare; zatim se tikvica ohladi,
doda samo jedna kap H,0, i ponovo zagrijava najviSe 2 minute. Dobi-
veni sadrZaj tikvice treba da je bezbojan i bistar. On se prenese u
odmjernu tikvicu, neutralizira sa 1 N NaOH do pH = 6 i nastavi ve¢
opisani postupak.

Ispitana je hlapljivost fosfora P32. Utvrdeno je da nema nikakvih
gubitaka. Dobivene baZdarne pravce prikazuje slika 5.
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Slika 4. — Zavisnost ekstinkcije od koncentracije fosfora u izopestoksu
Unesene tatke oznatuju srednju vrijednost ekstinkcije od tri uzastopna odredivanja

X direktno — bez mineralizacije
@ hidroliza izopestoksa sa 1 N NaOH
Jednadiba batdarnog pravca: C = E - 100 - 0.59
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Slika 5. Zavisnost ekstinkcije od koncentracije fosfora u izopestoksu primjenom raznih
postupaka mineralizacije

1. — nakon hidrolize sa 1 N NaOH

9. — nakon procesa mineralizacije sa 10 N H,SO,

3. — nakon procesa mineralizacije sa 10 N H,SO,, bromnom vodom i HNO; (umjesto
H;0,)
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‘Odredi‘vanje u diptereksu (0,0-dimetil-2,2,2-triklor-1,0ksietilfosfonatu)

o H
HCO | | a
> P———C——C<—Cl
H,CO
: (')H =

Odredivanje fosfora u diptereksu moZe se provesti samo uz uvjet da
se prethodno izvr§i mineralizacija primjenom istog postupka 1 istih sup-
stancija kao i kod izopestoksa. BaZdarni pravac na slici 6 prikazuje
dobivene rezultate.

~

180

60

) /
 § | 1

i Il 1
0 50 — MgP/50m! 100

[}

Slika 6. — Zavisnost ekstinkcije od koncentracije fosfora u d_i[)tereksu nakon minerali-
zacije sa 10 N HySO,, bromnom vodom i Hy0,
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Odredivanju u parationu (0,0-dietil-0-p-nitrofenil tiofosfonatu, E 605

H,CO S
R
VigEe
H,CO 00— o,
N 7.

. 7

U parationu se moze odrediti fosfor nakon procesa mineralizacije po
istom postupku i s istim supstancijama kao i u spomenuta dva spoja.
Bazdarni pravac za taj postupak prikazan je na slici 7.

00}

£<100

20t

0 5 = waP/50ml 100

Slika 7. — Zavisnost ekstinkcije od koncentracije fosfora u parationu nakon procesa
mineralizacije sa 10 N H,SO, bromnom vodom i H,0,

Pri odredivanju fosfora u tom spoju postoje neki gubici (17%). Volu-
men koji treba ispariti nakon mineralizacije od velikog je utjecaja na
gubitke fosfora. Gubici rastu proporcionalno s volumenom.

Opisana metoda je najprikladnija za odredivanje fosfora u navedena

tri organofosforna spoja u podruéju od 5-100 xg P u 50 ml.
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Summary

DETERMINATION OF SMALL AMOUNTS OF PHOSPHORUS
IN ORGANOPHOSPHOROUS COMPOUNDS

Simple spectrophotometric method for determination of small quantities (traces) of
phosphorus in inorganic material and organophosphorus compounds Dipterex, Iso-
pestox and Parathion is described,

The method is based on the development of blue colour of phosphomolibdate result-
ing from the reaction between the phosphates present in the sample and the reagent
containing the molibdate. The method is rapid, simple and reliable. The sensitivity of
the method is about 10 ug P,O; in 50 ml of the solution. In the interval up to 100 ug
P,0; in 50 ml of the solution the intensity of colour is proportional to the concen-
tration of the phosphate. Physico-chemical characteristics of the blue coloured phos-
phomolibdate have been investigated.
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