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ABSTRACT

Castillo J.R.; J.M, Mir; J. Abadia; J.A. Tella, 1985. Plant Boron analysis with Azome-
tine H, A comparative study on five dry-ashing methods for sample preparation. An, Aula
Dei 17 (3-4): 187-208,

A comparative study has been made on five different dry-ashing methods for sample
preparation prior to Boron analysis with Azomethine H. Total Boron contents were
measured in ten plant species (orange, grape, peach, olive, alfalfa, potato, rape, apple and
pear). The results were statistically studied and in one case (orange) compared with re-
ference values. Four out of five methods gave acceptable coeficients of variation, but only
one did not show significant Boron losses during sample treatment.

INTRODUCCION

El Boro es un elemento imprescindible para la vida vegetal (Shorrocks,
1983). En la actualidad se piensa que el nivel de Boro en planta puede con-
dicionar, en determinados casos, el nivel de produccion de un cultivo. Por
ello, se tiende a incluir el Boro como analisis de rutina a la hora de investigar
el estado nutricional de las plantas cultivadas (Shorrocks, 1983).

No existe un método que se utilice con cardcter general para la deter-
minacion de Boro en cualquier tipo de muestras. Sin embargo, se han desa-
rrollado gran nimero de métodos para casos especificos, como por ejemplo:
fluorescencia molecular para material biolégico (Ogner, 1980), la 1,1°¢
~Diantrimida para aceros (Marckzenko, 1976), el acido carminico para mag-
nesitas, vidrios, esmaltes y ceramicas coloreadas (Shelton y Reed, 1976;
Reed, 1977) y la Azometina H (Basson, Bohner y Stanton, 1969; Gupta y
Stewart, 1978; Porter, Spindler y Widdowson, 1981; Melton, 1982), deriva-
dos de la Azometina (Mir y Aznarez, 1984) y absorcion atdmica (Elton-
Bott, 1976) para material vegetal.
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De entre los métodos para la determinacion de Boro en material vegetal,
es el de la Azometina H el que se ha utilizado con mas frecuencia durante los
{ltimos afios. A pesar de que este método presenta una sensibilidad menor
que el método de la curcumina (Aznarez et al., 1980), su sencillez y rapidez
. de uso facilita considerablemente el anadlisis de grandes series de muestras.

El principal problema que se presenta en la determinacion de Boro en
material vegetal es el ataque previo de la muestra. No es posible realizar una
calcinacién por via hiimeda, debido a que se produce la pérdida total por vo-
latilizacion del Boro presente en la muestra (Shorrocks, 1983). Dentro de los
distintos métodos de calcinacion por via seca, existen diferencias significativas
en los tiempos vy temperaturas a los que se realizan las calcinaciones, y tam-
bién en los tipos de dcido (y sus concentraciones) que se emplean para la diso-
lucion de las cenizas. _

En el presente trabajo se plantea el estudio y comparacion de diferentes
métodos de calcinacion por via seca de muestras vegetales para la posterior
determinacién de Boro. El contenido de Boro en el extracto se determina
posteriormente mediante el método de la Azometina H.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras vegetales analizadas corresponden a hojas de naranjo, vina,
melocotonero, olivo, alfalfa, patata, colza, remolacha, manzano (dos, G y R)
y peral. Todas las muestras, excepto la primera (naranjo) se han tomado de
acuerdo con las normas generales establecidas para el diagnostico foliar, y
proceden del banco de muestras del Departamento de Fertilidad de Suelos y
Nutricidon Vegetal de la Estacion Experimental de Aula Dei. La primera
muestra (naranjo), utilizada como referencia, ha sido enviada y certificada
por el profesor M. Pinta de la C.L.L. (ver Pintay C.I.1.,, 1975y 1977).

Se han realizado 9 ensayos para cada tipo de calcinacion, En 6 de ellos se
efectla una adicion patréon de 1 mg.1-1 de Boro posteriormente a la calci-
nacion; en los otros 3 se efectua una adicién patron previa a la calcinacion,
de forma que la adicion patrdn neta en la disolucion sea de 1 mg.1-1,

Las cenizas procedentes de cada ensayo de calcinacion, se disuelven con
acidos enrasando a 25 ml. Para la determinacion del contenido de Boro por
el método de la Azometina H se realiza, en su caso, una adicion de 50 ug de
Boro (HgBOg) y se afiaden 10 ml de solucion amortiguadora enmascarante
(6,18 M Na acetato, 81 mM NTA sal disédica, 115 mM EDTA sal tetra-
sodica y 4,16 mM acido acético), 3 ml de solucidon de Azometina H (20 mM
Azometina H, 115 mM &cido ascorbico) y se enrasa a 50 ml con solucion de
KCI 0,6 M, trasvasando rapidamente a recipientes de polietileno, Se man-
tienen las soluciones durante 1 h en oscuridad total, y se mide el valor de la
absorbancia a 411,8 nm (espectrofotometro Shimadzu UV-3000) frente a
un blanco preparado de 1a misma forma pero en ausencia de Boro.

A continuacidon se detallan las caracteristicas de cada uno de los métodos
de calcinacion utilizados.
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Método de calcinacion 1. (Pintay C.LL, 1977)

1. — La muestra molida se lleva en un vial abierto a una estufa a 80° C.
donde permanece durante 24 horas.

2, — Se pesa, en un crisol alto de platino, 1 g de muestra.

3. — Anfadir a cada crisol 0,1 g de OCa finamente pulverizado y seco.

4. — Se llevan los crisoles a una mufla a 500° C, donde permaneceran du-
rante 2 horas. Dejar enfriar.

5. — Afadir 10 ml de acido sulfurico 1 N.

6. — Calentar durante media hora en placa caliente, sin permitir una ebu
llicién. Dejar enfriar.

7. — Trasvasar a través de papel de filtro (Albet n© 242 o equivalente) a
un matraz aforado de 25 ml. Enrasar con agua destilada y homogeneizar.

Métédo de calcinacion 2. (Gupta y Stewart, 1978)

1.— 2. —y3.— Verpuntos 1. —, 2, —y 3. —en el método 1.
4, — Se llevan los crisoles a una muﬂa a 4700 C durante 4 horas, Dejar
enfnar

6. — Se ailaden 10 m! de acido clorhidrico 0,1 N,

6. — Se dejan los crisoles durante media hora, -

7.— Ver punto 7. —en el método 1.

Método de calcinacion 3. (Basson et al., 1969)

1. — Ver punto 1. —, en el método 1.

2. — Se pesan 0,1 g de OCa, finamente pulverizado y seco, en cada crisol
de platino.

3. — En los mismos crisoles altos de platino, se pesa con exactitud apro-
ximadamente 1 g de muestra,

4. — Se llevan los crisoles a una mufla a 4709 C donde permaneceran du-
rante una hora y media. Dejar enfriar.

6. — Se anaden 10 ml de acido sulfarico 0,7 N,

6. — Se dejan los crisoles durante media hora.

7. — Ver punto 7. —, en el método 1.

Método de calcinacion 4. (Porter et al., 1981)

1.—y 2. —Ver puntos 1. —y 2, —en el método 1.

3. — Se llevan los crisoles a una mufla a 450° C donde permaneceran du-
rante 4 horas. Dejar enfriar,

4, — Se anaden 5 ml de acido clorhidrico 1 N,

6. — Se dejan los crisoles durante 2 horas.

6. — Ver punto 7. —, en el método 1.

Método de calcinacién 5. (Método de rutina para la calcinacién de material
vegetal y posterior andlisis elemental empleado en la Estacion Experi-
mental de Aula Dei).
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1. —y 2. —Ver puntos 1. —y 2. —en el método 1.

3. — Llevar a la mufla a 500° C durante 2 horas. Dejar enfriar.

4. — Humedecer con b gotas de agua destilada.

5. — Anadir cuidadosamente 4 ml de acido nitrico (d = 1.33) diluido
(1:1).

6. — Evaporar a sequedad en placa caliente (100-1209 C) evitando salpi-
caduras. Dejar enfriar.

7. — Llevar a la mufla a 500° C, durante 1 hora. Dejar enfriar.

8. — Anadir 10 ml de acido clorhidrico (d = 1.18) diluido (1:1). Esto
provoca el que posteriormente no sea posible alcanzar el pH Optimo para la
determinacion de Boro.

9. — Calentar en placa hasta completa disolucion de las cenizas. Dejar
enfriar.

10. — Ver punto 7. —, en el método 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 5 métodos de calcinacion utilizados difieren en los distintos tiempos
de permanencia del material en la mufla, en las distintas temperaturas de cal-
cinacion y en los distintos acidos (y su concentracidén) empleados para la di-
golucion de las cenizas.

Los valores de concentracion de Boro obtenidos tras las medidas espec-
trofotométricas, se han tratado estadisticamente (Little y Jackson, 1972),
calculando la medla (X), la desviacion estandar (S, ) y el coeficiente de varia-
cion (C.V.%) (cuadros 1 al 5). Se puede observar que se obtienen valores de
coeficientes de variacion elevados en todas las muestras y métodos de calci-
nacion, aunque del orden de los obtenidos en trabajos realizados de forma
semejante,

- Con el fin de conocer cual de los métodos de calcinaciéon empleados es
el mas preciso, se procede a la realizacidn de la prueba F (Snedecor y Cochran,
1972). Este parametro se define como:

Fyy =5% /| S2

donde x e y son los dos métodos de calcinacién comparados 32 , varian-

za media del tipo de calcinacion que posee mayor varianza medaa entre los
dos comparados; S2 , varianza media del tipo de calcinacién que posee
menor varianza meéla entre los dos comparados. En el cuadro 6 se expresan
los resultados obtenidos al aplicar esta prueba. En €l se puede observar que
no es posible dilucidar cual de los métodos de calcinacién empleados es mas
preciso, ya que las F experimental obtenidas son siempre menores, en cual-
quiera de los pares de métodos de calcinacién comparados, que la F tedrica
dada para un nivel de confianza del 95%; las diferencias de precisién, por tan-
to, no son significativas.
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CUADRO 1. — Contenidos de B en material ‘vegetal (media £ desviacién estendar en

método NO I (5000 C, 2 horas, H2SO4 IN).

pg.g1 de materia seca} y coeficiente de variacion (%), obtenidos con el

Muestra

Naranjo

Vifia

Melocotonero

Olivo
Alfalfa
Patata
Colza
Remolacha
Manzano G.
Manzano R.

Peral L.

W WD W WD WD Wh W L Ld Lo, wdh l z

-

~

G QU ke O =1

-

S 0 = S N E A R T

Wi = = W NW
C=1 IO = W

oo
N ©

€0
<
)
—

28,06 * 3,33
23,17 + 1,96
41,61 * 2,23
30,76 + 4,30
33,37 + 3,58
27.47 + 5.33
33,98 + 4,80
9742 + 2. 48
39,24 + 3,91
40,02 + 1,42
35,83 + 4,46
18,84 £ 1,50

C.V.

9,02
10,25
6,83
7,96
5,31
5,94
9,76
7,81
4,22
11,76
11,88
8,47
5,36
13,98
10,73
19,40
14,12
9,03
9,97
3,54
12,46
7,99
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CUADRO 2. — Contenidos de B en material vegetal (media t desviacién estandar en

pg.g'1 de materia seca) y coeficiente de variacion (% obtenidos con el
método NO 2 (4700 C, 4 horas, HCI 0,IN),

Muestra N X8, C.V.
Naranjo 6 52,20 £ 2,42 477
3 42,72 + 3,30 1,73

Viia 6 63,21 + 4,65 1,35
3 52,31 * 3,562 6,72

Melocotonero 5 58,01 £1,24 2,14
- 3 43,25 + 3 .87 8,95
Olivo 6 51,68 £ 1,96 3,80
3 4272+ 2.13 4,99

Alfalfa 6 63,96 + 2,01 3,14
3 38,76 £ 4,73 12,19

Patata 6 53,84 £ 1,48 2,75
3 29,22 +1,15 3,93

Colza 6 59,26 + 2 51 4,23
3 46,01 + 2,39 5,19

Remolacha 6 61,71 £ 2,51 4,06
3 29,50 £ 2,59 12,17

Manzano G. 6 63,90 = 2,88 4,51
3 54,49 * 3,16 5,80

Manzano R. 6 71,50 £ 3,20 4,47
3 54,81 * 4,58 8,35

Peral L. 6 59,42 + 2,54 4,28
3 43,56 £ 4,30 9,87
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CUADRO 3. — Contenidos de B en material vegetal (media * desviacién estandar en
ug.g’l de materia seca) y coeficientes de variacion (7) obtenidos con el
método NV 3 (470° C, I hora y 30 minutos, Ho80 4 0,7N).

Muestra N Xt Sy C.V.
Naranjo 6 14,42+ 2,06 14,31
3 11,88 + 0,62 5,26

Vifa 6 27,569 + 3,62 13,12
3 15,88 + 361 22,717

Melocotonero 6 19,16 £ 3,21 16,75
3 11,04 + 3,08 27,93

Olivo 6 16,63 £ 2,85 26,82
3 6,23 £1,64 26,29

Alfalfa 6 20,97 + 2,45 11,69
3 13,63 £ 4,13 30,32

Patata 6 11,36 + 2,14 18,82
3 7,96 1,25 15,70

Colza 6 19045+ 4,01 20,61
3 12,61 + 3,24 25,86

Remolacha 6 14,94 + 3,00 20,11
3 9,85+ 1,28 12,96

Manzano G. 6 14,66 £ 5,17 35,25
3 9.26 + 3,39 36,62

Manzano R. 6 16,09 £ 1,71 10,76
3 10,80 £ 5,06 46,86

Peral L, 6 17,40 + 4,46 25,65
3 12,71 £ 2,60 20,47
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CUADRO 4. — Contenidos de B en material vegetal (media * desviacién estandar en
pg.g'I de materia seca) y coeficiente de variacian (%) obtenidos con el
método NO 4 (4700 C, 4 horas, HCI IN).

Muestra N X+ 8, C.V.

Naranjo 6 39,67 + 2,40 6,04

3 37,71 + 1,80 4,78

Vina 6 54,27 £ 2,99 5,62

3 52,09 + 3,44 6,61

Melocotonero 6 43,23 + 2,28 - 5,29

3 38,96 + 1,80 4,62

Olivo 6 21,48 + 2,05 9,566

3 20,00 + 1,25 6,25

Alfalfa 6 43,44 + 1,84 4,25

3 35,42 + 2 01 5,67

Patata 6 25,84 +1,71 6,61

3 24,17 + 0,95 3,94

Colza 6 41,36 £ 1,70 4.10
3

Remolacha 6 35,94 + 2,84 7,91

3 34,38 + 2,72 7,92

Manzano G. 6 37,81 + 2,30 6,08

3 37,09 + 2,82 7,59

Manzano R. 6 35,11 + 2,86 8,15

3 33,34 + 1,567 4,71

Peral L. 6 32,92 + 2 90 8,80

3 29,17+ 2,82 9,67
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CUADRO 5. — Contenidos de B en material vegetal (media * desviacidn estandar en

pg.g‘f de materia seca) y coeficientes de variacién (%) obtenidos con el
método NC 5 (5000 C, 2 horas, HNOg 1:1; §00° C, 1 hora, HC! 1:1).

Muestra N xt 5, C.V

Naranjo 6 34,71 £ 2,556 6,48

3 29,53 + 0,82 2,79

Viia 6 42 81 £ 1,05 2,46

3 38,69 £1,15 2,97

Melocotonero 6 46,06 £ 3,49 7,67

3 40,24 + 0,76 1,89

Olivo 6 32,81 = 0,80 2,45

3 29,87+1,13 3,80

Alfalfa 6 41,96 + 3,30 7,87

3 36,25 + 1,32 3,65

Patata 6 33,31+1,71 5,14

3 31,69 + 0,88 2,79

Colza 6 39,98 £+ 274 6,85

3 34,956 + 1,26 3,60

Remolacha 6 35,03 + 3,63 10,36

3 31,356+1,20 3,83

Manzano G. 6 35,66 * 2,26 6,36
3

Manzano R. 6 22,70 £ 2,05 9,04
3

Peral L. 6 16,68 * 1,06 6,42

3 13,93 £ 0,75 5,41
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El calculo del coeficiente de variacion medio (C.V.%) para todas las mues-
tras, de cada método de calcinacidon, permite observar que el método de cal-
cinacion 3 presenta una gran dispersion en los resultados, y por tanto, puede
desecharse a la hora de su utilizacién; los coeficientes de variacidon medios
de los restantes métodos no presentan diferencias significativas., (Cuadro 6).

CUADRO 6, — Aplicacién de la prueba —F—

Método Varianza Media C.V. ¥
1 9,62 9,35
2 9,61 5,97
3 10,05 22,04
4 5,42 6,38
5 3,69 5,09
Fexperlmenta.!. Fteérico
Fyp =1.002 Fg; =1.045 95% verrercrereeseens - 3.44
F,, =1.776 Fgo =1.047 99% vvrrrrreresireonns 6.03
Fyp =2.604 Fqy =1.854
F24 = 1.772 F35 = 2.721
F25 = 2.599 : F45 = 1.467

Finalmente se ha procedido a calcular el error relativo total (% relativo)
cometido en cada uno de los procedimientos de calcinacién utilizados, con
objeto de determinar la exactitud de cada méfodo, para lo cual se ha em-
pleado como referencia la muestra de Naranjo certificada por M. Pinta
(1976, 1977). Los resultados, que figuran en el cuadro 7, indican que todos

los métodos poseen errores por defecto, siendo el método de calcinacion 4,
el mas exacto.

RESUMEN

La determinacion espectrofotométrica de Boro a través de la formacién
de un complejo coloreado con la Azometina H, constituye uno de los méto-
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CUADRO 7. — Contenidos de B (medias * desviaciones estandar en ug.g-! de materia
seca), coeficientes de variacién (7) y errores relativos (%) obtenidos al
analizar con cinco métodos distintos una muestra certificada de hojas

de naranjo.
- . error
Método N Xt Sy relativo
Referencia 18 40,04 £ 4,71 ——
1 9 33,39 £ 6,70 —16,61
2 9 49,04 + 5,39 —22,47
3 9 13,57 + 2,09 —66,11
4 9 38,96 + 2,30 — 2,69
5 9 32,98 £ 3,17 —17,62

dos mas adecuados para el anilisis de este elemento en material vegetal, co-
mo lo demuestran los numerosos trabajos publicados recientemente,

No obstante, surge el problema en la eleccién de un método de ataque
para las muestras. Este radica principalmente en las posibles pérdidas del
elemento por volatilizacion, durante la calcinacién,

En este trabajo se han comparado cinco procedimientos de calcinacion,
que son de los mas utilizados en el ataque por via seca, encontrindose que
el metodo de calcinacion 4, ofrece los mejores resultados en cuanto a preci-

sion y exactitud se refiere, con respecto a la muestra vegetal de referencia
(Naranjo) aqui empleada.
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