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RESUMEN

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de suelo y agua de la
Universidad Nacional Agraria (UNA), con el fin de evaluar la concentracion estimada
de boro total presente en hojas de limén Tahiti, pues de esta forma, se dispondra
de un método analitico para la determinacion de boro total en muestras de tejido

vegetal.

La cuantificacion de boro total en las hojas del limén Tabhiti se realizé por
espectroscopia ultravioleta/visible utilizando el método colorimétrico de la
azometina-H, como tratamiento a las hojas se llevaron a combustién seca a una
temperatura de 500 °C. Se tomaron 4 arboles a conveniencia, adicionalmente se
obtuvo una muestra compuesta. Se analizaron las muestras por triplicado
obteniendo un total neto de 30 analisis realizados entre dos analistas, los minerales
totales y las concentraciones de boro total en las hojas del limén Tahiti no son

constantes, esto debido a las condiciones edafoclimaticas de cada arbol.

La concentracion de boro promedio determinada, segun la metodologia
experimental utilizada, fue de 43,89 + 2,46 mg B/kg, este valor se sitla en los niveles
optimos segun el CENTA, el valor poco significativo estimado de la incertidumbre
expandida asociada al resultado final promedio de las 30 muestras analizadas indica
gue el método colorimétrico de la azometina-H es un método adecuado para la

determinacion de boro total en las hojas de limén Tahiti.

Palabras clave: Método analitico, Boro total, Limén Tahiti, Azometina-H
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Boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método
azometina-H empleando espectroscopia UV/VIS, LABSA-UNA, julio-diciembre 2019

1.1 INTRODUCCION

El boro es fundamental para la division celular y creacion de células
vegetales nuevas, ademas, juega un papel importante en la utilizacion y distribuciéon
de los glucidos dentro de las plantas. También, interviene en la sintesis de la

sacarosa y almidon.

Los citricos deficientes en boro, se caracterizan por niveles menores de 15
a 20 ppm en materia seca, los niveles adecuados se encuentran en un intervalo
comprendido entre 30 - 100 ppm; mientras que 200 ppm estan asociado a sintomas
de toxicidad. Por lo que la deficiencia de boro en las hojas de la planta provoca su
exposicion a enfermedades, plagas y sus niveles proximos al nivel superior de
toxicidad, pueden causar la muerte de la planta, si no se mantiene dentro de los

rangos.

El objetivo de la investigacion tiene como designio cuantificar la
concentracion de boro en las hojas de la planta de limon Tahiti (citrus x latifolia)
por el método azometina-H mediante la técnica UV/VIS, subsiguientes de la
eliminacién de humedad, minerales o materia organica con acido clorhidrico que
podrian interferir en la realizacion del analisis, el cual aportara informacion cientifica
en cuanto al contenido de boro en las hojas, estableciendo el analisis del
micronutriente para el LABSA-UNA y ser utilizado de referencia para futuros
estudios, extendiéndolo a otras especies de plantas que se requiere conocer la

concentracion de boro total.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El boro uno de los microelementos importante para crecimiento adecuado de
la planta, al ser absorbido por la misma en concentraciones favorables y optimas;
su toxicidad puede causar la muerte y su baja concentracion la deja expuesta a
enfermedades y deterioro.

Por lo tanto, esto requiere una técnica precisa para determinar el nivel de
boro en las plantas. La espectrofotometria es una técnica de espectrometria sin
masa para la determinacion de boro en muestras basadas en el uso de reactivos
especificos. Se subdivide en dos categorias, la colorimétrica y la fluorimétrica. En el
método colorimétrico, los reactivos reaccionan con el boro en solucion para formar
complejos de boro coloreados que se pasan a través de un detector donde la
cantidad de luz absorbida se mide a una longitud de onda equivalente a las
propiedades de color del reactivo utilizado. Los reactivos comunmente utilizados a
este respecto son; la curcumina, el carmin y la azometina-H.

En el laboratorio de suelo y agua de la Universidad Nacional Agraria no ha
desarrollado un método analitico para determinar boro en tejido vegetal. Debido a
lo anterior, se plantea la siguiente pregunta: ¢Mediante azometina-H se puede
cuantificar boro total en hoja de Citrus x latifolia en el laboratorio de suelo y agua de
la Universidad Nacional Agraria?

Las preguntas de sistematizacion correspondientes se presentan a
continuacion: ¢,Cuales son las propiedades botanicas y los mecanismos de reaccién
del boro en hoja de limoén Tahiti (Citrus x latifolia)? ¢ Cuanto es el porcentaje de
cenizas totales en la hoja de limon Tahiti (Citrus x latifolia)? ¢ Cudl es el nivel de
concentracion de boro total en hojas de limén Tabhiti (Citrus x latifolia) cuantificado
por el método azometina-H por medio de espectroscopia ultravioleta/visible? ¢ Qué
incertidumbre expandida presenta el método asociada a la concentracion final
promedio de boro determinado en todas las muestras analizadas en hoja de limon
Tabhiti (Citrus x latifolia)?

2|Pagina
Aguilar & Del Castillo



Boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método
azometina-H empleando espectroscopia UV/VIS, LABSA-UNA, julio-diciembre 2019

1.3JUSTIFICACION

La insuficiencia de boro en las plantas puede perjudicar el crecimiento,
afectando el rendimiento, dependiendo de la gravedad de la deficiencia. Su exceso
es toxico para las plantas, los sintomas de toxicidad por boro pueden variar de
necrosis de algunos érganos de la planta hasta la muerte de esta, dependiendo del
rango de toxicidad.

El procedimiento analitico proporciona medios para evaluar y monitorear
sustancias en el medio ambiente, el agua, el suelo y los materiales bioldgicos, tanto
en términos cualitativos como cuantitativos. Hay varios métodos disponibles para
detectar boro en diferentes matrices, se pueden clasificar como técnica basada en
plasma, técnica de espectrometria de masas, enfoque ionométrico y método de
espectrofotometria. Cada uno de estos métodos tiene ventajas, desventajas y
limites de deteccion. Por lo tanto, se necesita un conocimiento previo del rango de
concentracion del mensurando en la muestra a investigar para seleccionar el

método analitico apropiado.

La realizacion de esta investigacion aportara informacion cientifica en cuanto
a la determinacion del contenido de boro en plantas y beneficiard directamente al
laboratorio de suelo y agua de la Universidad Nacional Agraria, ya que dispondra
con un método adecuado para la determinacion de boro en tejido vegetal. En adicion
a lo anterior, de este modo el laboratorio podria prestar servicios de ensayos a los
productores nicaragiienses y asi aportar al mejoramiento del estado nutricional de
las plantas.

Al respecto conviene decir que esta investigacion estd basada en la
presencia de boro total en hojas de limon Tabhiti (Citrus x latifolia) por el método de
azometina-H empleando espectroscopia UV/VIS en el laboratorio de suelo y agua

de la Universidad Nacional Agraria, julio-diciembre, 2019.
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1.4 OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1.4.1 Objetivo General

e Cuantificar la concentracion de boro total en hojas de limon Tahiti (Citrus
x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método azometina-H empleado
espectroscopia UV/VIS en el laboratorio de suelo y agua de la Universidad

Nacional Agraria, julio - diciembre, 2019.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Describir las propiedades botanicas y mecanismos de reaccion del boro en

las hojas de limon Tabhiti (Citrus x latifolia).

2. Obtener la cantidad recobrada de boro total presentes en las cenizas totales
en las hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) utilizando el método de pre-

tratamiento por combustion seca.

3. Evaluar la concentraciéon de boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x
latifolia) utilizando el método colorimétrico de azometina-H el cual cumple con

la ley de Lambert-Beer.

4. Estimar la incertidumbre expandida asociada a la concentracion final
promedio de boro total determinada en todas las muestras de hojas de limén
Tabhiti (Citrus x latifolia).
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2.1 MARCO TEORICO
2.1.1 Descripcion Botanica del Limonero (Citrus x latifolia)

En el limon Tahiti (Citrus x latifolia) alcanza una altura de 6 a 7 metros. Su
tronco es corto y sus ramas crecen en varias direcciones por lo que es necesario
realizar poda de formacion de manera sistematica. Posee brotes con espinas cortas

y muy agudas.

Tabla 2. 1. Descripcion Botanica de limén Tabhiti (Citrus x latifolia).

Clase Dicotileddneas
Sub-clase Arquiclamideas
Orden Geraniales

Sub-orden Geraniineas
Familia Rutaceae
Sub-familia Aurantioideas
Genero Citrus
Especie Latifolia
Nombre cientifico Citrus latifolia.
Sinénimo Citrus aurantifolia
Yu. Tanaka,
Swingle var. Tahiti

Fuente: CENTA cultivo de limén Tahiti.

El follaje es denso y de color verde, con hojas de tamafio medio, lanceoladas
y con peciolos alados. Las hojas nuevas y retofios, generalmente tienen coloracion

violeta.

La floracion ocurre durante casi todo el afio, principalmente en los meses de
mayo-junio. Los frutos presentan tamafio medio grande; son ovalados, oblongos o
levemente elipticos, con la base generalmente redondeada; apice redondo
superficie aureolar elevada en un pequefio monticulo. Las semillas son escasas 0

ausentes.
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La cascara es, en general fina, con superficie lisa y color amarillo palido
cuando maduré; aunque para exportacion el fruto debe presentar una cascara con

superficie ligeramente rugosa, verde oscuro y de tamafo mediano.

En promedio, los frutos estan listos para la cosecha de 100 - 120 dias
después de la floracion y presentan aproximadamente 10 segmentos con un eje
pequefio generalmente solido; la pulpa es de color amarillo verdoso palido,

suculento y acido.

El conocimiento de la fenologia del limén pérsico o Tahiti, en las condiciones
tropicales, es de suma importancia, para la optimizacion en el manejo del cultivo y
el establecimiento de las condiciones necesarias para el aumento en la

productividad.

2.1.1.1 Factores ambientales
Entre los factores ambientales que influyen en la produccion comercial de

limén Pérsico se encuentran la temperatura, agua, luz y viento.
a. Temperatura

En general, a temperaturas entre 25 °C a 31 °C el limon pérsico alcanza su
maximo indice de crecimiento y ademas esta asociado en presentar crecimientos y
floraciones frecuentes, interrumpidos por la ocurrencia de periodos de déficit
hidrico. En cambio a temperaturas entre 12 y 13 °C la mayoria de las especies

citricas presentan paralizacion de su crecimiento.
b. Requerimientos de agua

Por la produccién continua de limon pérsico se requieren cantidades
razonables de agua para riego en épocas con déficit hidrico, para que la cosecha
de frutas no se interrumpa. Un nivel de 150-180 mm por mes es suficiente para
suplir los requerimientos de la planta. Déficit hidrico provoca interrupcion de la
floracién, fructificacién, maduracion anticipada del fruto, frutos de menor tamafio y

menor cantidad de jugo en los frutos.
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c. Luz

Para que el arbol de limén y sus frutos se desarrollen bien, necesitan de alta
luminosidad. Se ha observado que al disminuir la intensidad de luz, el crecimiento
de su nueva brotacion se alarga y se presentan mas débiles, menos floracion, frutos
mas amarillos y mas incidencia de insectos y enfermedades. Por lo que es necesario
gue el productor efectie podas de cortinas y cercos que le permitan mayor

captacion de luz al cultivo.
d. Viento

Por su densa éarea foliar, el viento es un factor que se debe considerar al
momento de establecer una plantacion. No es recomendable establecer
plantaciones en areas expuestas a vientos con velocidades mayores de 20 km/h ya
que causan dafo en sus hojas, y roce de frutos con las ramas, desmejorando su
calidad, a tal grado que no se puede comercializar. Por lo que se recomienda la

utilizacién de cortinas rompe vientos.

2.1.2 Boro

El Boro es un elemento quimico que ocupa el primer lugar del grupo IlI-A de
la tabla periddica, de simbolo B, nimero atomico 5, y masa 10,811 g. (AQUISE,
2016)

Tiene tres elementos de valencia (trivalente) y se comporta como no metal.
Se le clasifica como metaloide y es el Unico elemento de su grupo de caracter no
metalico, con menos de cuatro electrones en la capa externa. Es semiconductor y
tiene propiedades quimicas mas similares al carbono o al silicio que a otros

elementos de su propio grupo.

El Boro no se encuentra de forma libre en la naturaleza, se encuentra
principalmente en forma de boratos y abundantemente en el mineral bérax. Esta
ampliamente distribuido, tanto en el medio acuéatico como en el medio terrestre y la

concentracion en la que se le puede hallar es muy variada.
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2.1.2.1 Estructura
El boro presenta multitud de formas alotropicas que tienen como elemento

estructural comun un icosaedro regular.

El boro cristalino los icosaedros pueden asociarse de varias maneras para
originar los al6tropos correspondientes: Boro tetragonal (T - 50): formado por 50
atomos de boro por celdilla unidad, que son cuatro unidades icosaédricas unidas
entre si por algunos enlaces B - B y de dos boros elementales que actian como

unién tetraédrica entre icosaedros. Posee una densidad de 2,31 g/cm3.

Boro romboédrico alfa (R - 12): esta formado por laminas de icosaedros
unidas paralelamente. Las uniones intralaminares se efectian por medio de enlaces
de tres centros, mientras que las uniones interlaminares se producen mediante

enlaces de dos centros. La densidad de este tipo de boro es de 2,46 g/cm?®.

2.1.2.2 Propiedades
Muchas propiedades del boro no estan lo suficientemente establecidas en
forma experimental por la pureza discutible de algunas fuentes de boro, las

variaciones en los métodos y las temperaturas de preparacion.

El boro es inodoro e insipido; es insoluble en agua, alcoholes y soluciones
de élcalis; es soluble en &cido nitrico y sulfarico y en mucho metales fundidos como
el aluminio, el calcio, el cobre, el hierro y el magnesio; el boro no se ve afectado por
el aire a temperatura ambiente pero a temperaturas elevadas forma el nitruro y el
oxido B20s. A temperatura ambiente, su conductividad eléctrica es pequefia, pero

es buen conductor de la electricidad a alta temperatura.

2.1.2.3 Boro en tejido vegetal
El boro es absorbido por la planta como &cido bérico HzBOs por su aparato radicular
o por via foliar (Garcia, 2003, pag. 361)
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a. Un nutriente esencial

La esencialidad del boro para el desarrollo de las plantas fue demostrada por
primera vez en leguminosas por Warington. EIl boro es un micronutriente esencial
para plantas vasculares, diatomeas y algunas especies de algas verdes. No parece
ser esencial para hongos y bacterias (con la excepcion de las cianobacterias) ni

tampoco para animales. (Garcia, 2015)

El boro es un elemento que presenta una escasa movilidad en la planta. Esta
caracteristica se pone de manifiesto cuando se aplican disoluciones de sales de
boro directamente por pulverizacion en algunas hojas de las plantas; el elemento

gueda fijado preferentemente en las hojas tratadas.

También esta comprobado que las plantas jovenes absorben el boro mas
intensamente que las adultas, y que la movilidad del elemento de los tejidos viejos
a los jovenes es pequeiia. Incluso es frecuente qué una hoja particular pueda
contener suficiente boro, o exceso del mismo, mientras otra hoja del mismo tallo

puede ser deficiente.

No obstante, cada vez hay mas evidencias de que la movilidad del B en el
floema varia drasticamente de unas especies a otras. A finales de los afios noventa,
se descubri6 que las plantas transportan azlcares del tipo manitol o sorbitol
presentan una importante retranslocacion floeméatica de B. Esto se produce como

consecuencia de la formacion de complejos bis(diol) entre el B y dichos azlcares.
b. Funcion estructural

Actualmente, se sabe que el B estd implicado en el mantenimiento de la
estructura y la funcionalidad de la pared celular. Esto se ha conocido gracias al
aislamiento y caracterizacion de los complejos rhamnogalacturonano-ll-boro (RG-
[I-B), donde se puso de manifiesto la presencia de enlaces entre el B y residuos de
apiosa unidos a, pectinas, lo que permite estabilizar la compleja red péctica y regular

el tamafio de los poros de la pared celular.
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Por eso, la baja concentracion de boro en las plantas produce una
disminucién de los enlaces de borato entre las pectinas conduciendo a los sintomas

de deficiencias de boro tan caracteristicos.

Sin embargo, la funcion estructural del boro no explica totalmente los efectos
de la deficiencia de B en las plantas, lo que hace pensar que este elemento podria

desempeiniar otras funciones.

Bolafios y Col propusieron que el B pudiese establecer enlaces covalentes
con grupos cis-hidroxilo de moléculas que forman parte del citoesqueleto de las
células como fosfoinositoles, glicoproteinas y glicolipidos. Wimmer y Col.
confirmaron este hecho utilizando el acido bordnico en cultivos celulares. Este acido
es un derivado alquilo-aril substituido del acido bérico con la férmula quimica
R — BO,H, que contiene un enlace carbono-boro,perteneciente a la familia de los

compuestos érgano-boranos.

El &cido borénico compite directamente con el &cido borico en los enlaces del
boro con las proteinas y su presencia en los cultivos de callos celulares altera la
union de las paredes entre dos células adyacentes. Estos investigadores
identificaron proteinas microsomales que tenian una alta afinidad por los boronatos,
y propusieron que el boro podria interactuar con la fraccion de azlcares de los
glicolipidos de las membranas confiriéendoles una gran estabilidad.

c. Metabolismo de glucidos

Al boro se le atribuye un importante papel en la translocacién de los azUcares
en el interior de la planta. Estd comprobado experimentalmente que la deficiencia
de este elemento provoca una acumulacion de azucares en los tejidos. Este hecho
se relaciona con la capacidad complejante que presenta el anién borato con los
polialcoholes, y por ello se sugiere que cuando este elemento se halla en cantidad
adecuada en la planta forma complejos boro-hidratos de carbono que favorecen la

movilidad del azUcar.
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2.1.2.4 Absorcion y distribucion de boro en plantas

a. Absorcién rapida de boro por las plantas

Todos los nutrientes minerales esenciales de las plantas son absorbidos en
su forma ionica. La carga de estos nutrientes reduce en gran medida su
permeabilidad a través de las membranas celulares, una caracteristica que es
fundamental para que las células puedan controlar su composicion interna. El uso
selectivo de una amplia gama de proteinas transportadoras de membrana, permite
a las células regular el flujo de nutrientes, y expulsar o compartimentar internamente

moléculas téxicas o nutrientes en exceso.

El boro es una excepcion al resto de nutrientes; ya que a pH fisiologico, existe
como acido bérico no cargado. Los solutos neutros pequefios de esta naturaleza
tienen una alta permeabilidades a través de las bicapas lipidicas que constituyen la

base de las membranas biologicas.

b. Distribucidon de boro en las plantas sin necesidad de transportadores de

membrana

El boro es capaz de moverse en las plantas a través de la ruta simplastica y
apoplastica a través de difusion y flujo masico. En el apoplasto, el flujo de agua
impulsado por la traspiracion puede llevar cualquier soluto disuelto en él, asi que el
boro puede viajar radpidamente grandes distancias en el xilema.

En esta ruta, las diferencias de concentracion de boro entre la xilema y los
tejidos circundantes (por ejemplo, tallo, hojas) crean un gradiente de concentraciéon
gue hace que el boro entre en estos tejidos por difusion pasiva con o sin la
participacion de canales de boro. Muchos estudios han demostrado la estrecha

relacion entre la acumulacion de boro en las hojas y las tasas de transpiracion.

El boro no se requiere cantidades grandes en el tejido vegetal, pero puede

ocasionar problemas de crecimiento y desarrollo sino estan en niveles adecuados.

El boro se diferencia de los demas micronutrientes porque no hay clorosis

asociada a su insuficiencia, no obstante, tiene sintomas de toxicidad igual.
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La influencia de boro en las paredes celulares es aspecto altamente
importante. Estd comprobado que la célula de las plantas deficientes presenta una
membrana mas delgada que las plantas normales. (Garcia, 2003, pag. 362)

Los sintomas principales reflejan dificultades en la division y desarrollo
celular. Las células se dividen pero la disociacion no se produce correctamente, por
lo que se presenta un progreso inconcluso e irregular, que aparecen distorsionadas,

y una falta de elongacion de los entrenudos.

2.1.2.5 Rutas de entrada y salida del boro en las células

Existen tres principales vias por las que el boro entra y sale de las células: a)
pasivo, difusion bidireccional a través de la bicapa lipidica, b) difusion pasiva
bidireccional a través de canales selectivos o0 no selectivos y c) transporte activo de

excrecion de boro.

Tabla 2. 2. Rutas de entrada y salida del Boro en la célula

Pasivo Difusién bidireccional a través de la bicapa lipidica La bicapa
de fosfolipidos, estructura basica de la membrana bioldgica,
presenta alta

Permeabilidad al boro

Esto se ha puesto de manifiesto en los mdltiplos ensayos en
los que se ha medido la permeabilidad de este nutriente en
diferentes vesiculas celulares.

A través de canales selectivos 0 no selectivos Ademas de la
Difusion pasiva bidireccional difusion a través de la bicapa lipidica, hay evidencias de que,
en las membranas plasmaticas, al menos hay un camino
paralelo que implica el empleo de canales de membrana que
pueden facilitar el movimiento de boro en las plantas, pero no
queda claro si el boro es el sustrato deseado, o simplemente
un viajero oportunista

Transporte activo de excrecion de boro Transporte activo de excrecion de boro A pesar de la rdpida
entrada de boro en las células, algunos tejidos de las plantas
son capaces de mantener la concentracion interna de boro por
debajo de la del medio externo.

Fuente: Boro en planta y suelo. Garcia (2003)
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2.1.3 Espectroscopia molecular Ultravioleta Visible

Las medidas basadas en la luz y otras formas de radiacion electromagnética
se utilizan mucho en quimica analitica. Las interacciones de la radiacion con la
materia son el tema de la ciencia denominada espectroscopia. Los métodos
analiticos espectroscopicos se fundamentan en medir la cantidad de radiacion que
producen o absorben las especies moleculares o atdbmicas de interés. Es posible
clasificar los métodos espectroscopicos segun la regidbn del espectro

electromagnético utilizado para la medida.

2.1.3.1 Propiedades de la radiacion electromagnética

La radiacion electromagnética es una forma de energia que se transmite por
el espacio a enorme velocidad. Se denomina luz a la radiacion electromagnética en
las regiones del UV/visible, y en ocasiones de la regidn IR, si bien el sentido estricto

del término abarca solo la radiacion visible.

La radiacion electromagnética puede describirse como una onda con

propiedades de longitud de onda, frecuencia, velocidad y amplitud.
a. Propiedades de la onda

La radiacion electromagnética es una forma de energia radiante que se
propaga en forma de ondas transversales. Su vibracion es perpendicular a la
direccion de su propagacion, lo cual imparte un movimiento ondulatorio a la
radiacion, como se muestra en la (figura 2.1). La onda se describe ya sea en
términos de su longitud de onda, que es la distancia que ocupa un ciclo completo,
o en funcién de su frecuencia, que es la cantidad de ciclos que pasan por un punto
fijo por unidad de tiempo. Al reciproco de la longitud de onda se llama ndmero de
onda, y es la cantidad de ondas que hay en una longitud unitaria, o sea la distancia
por ciclo. (Christian, 2009)
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Figura 2. 1. Radiacion electromagnética polarizada en plano que muestra el campo eléctrico oscilante en rojo y el campo
magnético oscilante en azul. Se muestra la amplitud de la radiacion, A, y a su longitud de onda. Normalmente, la radiacién
electromagnética no esta polarizada, con campos eléctricos y magnéticos oscilantes presentes en todos los planes posibles
perpendiculares a la direccion de propagacion.

Campo Eléctrico

Direccion
de
Propagcion

Campo Magnético v

Fuente: Editado de Harvey, 2009, pag.545. Editado

b. Naturaleza de las particulas

En muchos tipos de interacciones de la radiacion con la materia, es de utilidad
considerar la luz como fotones o cuantos. Es posible relacionar la energia de un

fotén con su longitud de onda, frecuencia y nimero de onda.

2.1.3.2 Interacciones de la radiacion con la materia

Los tipos mas interesantes de interacciones en espectroscopia abarcan
transiciones entre diversos niveles de energia de especies quimicas. Otros tipos de
inter reacciones como la reflexién, refraccion, dispersion elastica, interferencia y
difraccidn, estan mas relacionados con las propiedades generales de la materia, no
con los niveles de energia de moléculas o &tomos especificos. Aunque estas
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interacciones también son interesantes en espectroscopia, aqui se analizaran las
interacciones con transiciones de niveles de energia. Los tipos especificos de
interacciones observados dependen en gran parte de la energia de la radiacion

utilizada y del modo de deteccion.
a. Espectro electromagnético

El espectro electromagnético abarca un amplio intervalo de energias
(frecuencias) y, por tanto, de longitudes de onda. Las frecuencias utiles varian de
>10%% Hz (rayos y) hasta 10° Hz (ondas de radiofrecuencia). Por ejemplo, un fotén
de rayos X (v ~ 3 X 108 Hz, A ~ 10 1° m) tiene casi 10 000 veces mas energia que
otro emitido por una bombilla o foco ordinario (v ~ 3 X 104 Hz,A~10 ® m) y 10%® veces

mas energia que un fotén de radiofrecuencia (v ~ 3 X 103Hz, A ~ 10° m).

Figura 2. 2. Espectro electromagnético

Frecuencia Hz
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Longitud de Onda m

Fuente de Fundamentals of UV-Visible Spectroscopy. Editado

b. Medidas espectroscépicas

Los espectroscopistas emplean la interaccion de la radiacion con la materia
para obtener informacién sobre las muestras, Diversos elementos quimicos se

descubrieron mediante espectroscopia.

Habitualmente la muestra se estimula en cierto modo al aplicar energia en la
forma de calor, energia eléctrica, luz, particulas o una reaccion quimica. Antes de
la aplicacion del estimulo, el analito estd predominantemente en su estado de

energia mas bajo, o estado fundamental.
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Posteriormente, el estimulo hace que alguna especie del analito experimente
una transicibn a un estado de mayor energia o estado excitado. Se obtiene
informacion sobre el analito al medir la radiacion electromagnética emitida conforme
regresa al estado fundamental o al cuantificar la radiacion electromagnética que se

absorbe como resultado de la excitacion. (Skoogf & A.)

Figura 2. 3. Transmision y color. El color es una propiedad importante de una sustancia. El color de la materia
esta relacionado con su capacidad de adsorcion o reflectividad. El ojo humano ve el color complementario al
que se absorbe, como se muestra en la figura.

Solucion absorbente
de concentracion "¢”

vy
Yy

- B

Longitud de trayecto "b"
Fuente: Editado de Fundamentals of Uv-visible Spectroscopy
2.1.3.3 Absorcion de la radiacion

Este proceso transfiere energia a la molécula y disminuye la intensidad de la
radiacion electromagnética incidente.

a. Transmitancia y absorbancia

La transmitancia T de la solucion (figura 2.3) es la fraccion de radiacién
incidente que se trasmite en la solucion, como se muestra en la ecuacion 2.1. Es

frecuente que se exprese como un porcentaje, denominado porcentaje de
transmitancia.
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P

T=—
Py

2.1)

La absorbancia A de una solucion se relaciona con la transmitancia de

manera logaritmica, como lo indica la Ecuacion 2.2.

Po
A =log (?> = —logT (2.2)

b. Ley de Lambert-Beer

Segun la ley de Beer, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracidon de la especie absorbente c y la longitud de trayecto b del medio

de absorcion (figura 2.3) como se muestra en la ecuacion 3.

a=F0 _w 23
= 5 =abc (2.3)

Aqui a es la constante de proporcionalidad llamada absortividad. Dado que
la absorbancia es una cantidad, la absortividad debe tener unidades que elimine a
las de b y c. Por ejemplo si ¢ tiene como unidades g L y b tiene cm, la absortividad

posee las unidades de L gt cm™.
A =ebc (2.4)

Cuando se expresa la concentracion en la ecuacion 3 con moles por litros, y
b en centimetros, la constante de proporcionalidad se llama absortividad molar y

recibe el simbolo especial de €, en la ecuacion 4 ¢ tiene unidades de L mol* cm™.
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2.1.4 Cuantificacion de la Incertidumbre en Mediciones Analiticas

Parametros asociados al resultado de medida, que caracteriza la dispersion

de los valores que podrian razonablemente ser atribuido al mensurado

2.1.4.1 Calculo de laiincertidumbre estandar

Antes de combinarlas, todas las contribuciones de las incertidumbres deben
estar expresadas como incertidumbres estandar, es decir, como desviaciones
estandar. Esto puede implicar la conversion de algunas de las otras medidas de
dispersion. Las reglas siguientes dan una orientacion para convertir un componente

de la incertidumbre en una desviacién estandar.

2.1.4.1.1 Evaluacién de incertidumbre estandar Tipo A
Evaluacion de un componente de incertidumbre de medicién por un analisis
estadistico de valores de cantidades medidos bajo condiciones de medicién

definidas
Nota

e Para informacion acerca del analisis estadistico, vea por ej. la GUM:1995
e Veatambién GUM:1995, 2.3.2, ISO 5725, ISO 13528, ISO/TS 21748, 1ISO
21749.

2.1.4.1.2 Evaluacién de incertidumbre estandar Tipo B
Evaluacion de un componente de incertidumbre de medicion determinado por
otra forma que la evaluacién de incertidumbre de medicion Tipo A

Ejemplos:

e Evaluacion basada sobre informacion
A con valores de cantidad publicados por organizaciones normalizadas.
e Asociada con el valor de cantidad de un material de referencia certificado.

e Obtenida de un certificado de calibracion.
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e Obtenida a partir de la clase de exactitud de un instrumento de medicion

verificado.

2.1.4.2 Calculo de laiincertidumbre estandar combinada

Después de estimar los componentes individuales o los grupos de
componentes de la incertidumbre y de expresarlos como incertidumbres estandar,
el siguiente paso es calcular la incertidumbre estandar combinada. En algunos
casos, las expresiones para combinar incertidumbres se reducen a formas mucho
mas sencillas. Aqui se dan dos reglas simples para combinar incertidumbres

estandar.
Regla 1

Para modelos que supongan solo una suma o diferencia de cantidades, por

ejemplo y= (p+g+r+...), la incertidumbre estandar combinada uc(y) viene dada por:

ue (y(p,q ) = Ju®)? + u(@)? + - (2.4)
Regla 2

Para modelos que impliquen un producto o un cociente, por ejemplo y= (pxqgx

r x...) oy=p/(gxrx...), la incertidumbre estdndar combinada uc(y) es dada por:

ue () = y (22 + 2 4. (25)

2.1.4.3 Calculo de laincertidumbre expandida
Cantidad definiendo un intervalo acerca del resultado de una medicién, en el
cual puede esperarse que se encuentre una fraccion grande de la distribucién de

los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mesurando.
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Notas

i. La fraccion puede ser estimada como una probabilidad de cobertura o el

nivel de confianza del intervalo.

ii. La incertidumbre expandida U es calculada a partir de la incertidumbre

estandar (y) combinada y un factor de cobertura k.

iii. La incertidumbre expandida provee un intervalo dentro del cual el valor del
mesurando se cree que se encuentra con un nivel de confianza alto. La eleccion del

factor k se basa en el nivel de confianza deseado.

2.1.5 Descripcion General del Método de Analisis para la Cuantificacién de

Boro Total

2.1.5.1 Principio

Azometina-H, un producto de condensacion de salicilaldehido y acido H
(dcido 8-amino-1-naftol-3,6-disulfénico), fue sugerido para la determinacion
cuantitativa del boro por Patrovsky (1963). Basson et al.,, 1969, quienes
desarrollaron un procedimiento de utilizacion de azometina-H para la determinacion
de B en el tejido vegetal después de la incineracion en seco Yy la disolucion de la
ceniza en acido sulfurico diluido. Este procedimiento para el tejido vegetal tenia la
gran ventaja de estar libre de acidos concentrados (Berger y Truog, 1944) y
adaptable a la metodologia automatizada. Wolf (1971, 1974) amplié el
procedimiento para incluir extractos de suelo, aguas de riego, soluciones nutritivas,

compost, abonos Y tejidos vegetales. (Plank, 1992)

Figura 2. 4. Reaccidon del azometino con el 4cido bérico

Na +

Fuente: Trazada en PubChem y visualizada en 2D Viewer por el equipo de trabajo.
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La azometina-H es un reactivo colorimétrico para la deteccion de boro. Forma
un complejo naranja con boro en solucion acuosa. La capacidad de absorcién molar
de este complejo es de 415 nm. El rango de deteccién de boro en las soluciones de
muestra es 1,0-6 ppm. Para detectar boro en muestras de plantas, EDTA se usa

para enmascarar iones de cobre, hierro y aluminio.

Figura 2. 5. Reaccién del azometino con el acido bérico
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Fuente: Trazada en ChemSketch 12.0 y visualizada en 3D Viewer por el equipo de trabajo.
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“an

En “c” se presenta la estructura plana de la reaccion de “a@” 2-
hidroxibenzaldehido y “b” acido 8-hidroxi-1- (salicilideneamino) -3,6-
naftalenodisulfonico, sal monosddica. EI complejo “f” es producto de “d” y “e” acido

bérico.

Figura 2. 6. Estructura geométrica molecular de la azometina

d) e) f)

Fuente: Trazada en ChemSketch 12.0 y visualizada en 3D Viewer por el equipo de trabajo.

La figura 2.6 muestra la estructura geomeétrica del complejo boro-azometino
“f”, el atomo central es el B (verde) a pH = 6 en presencia de formas disueltas de
boratos, la reaccion de condensacion se completa rapidamente (en 15 minutos) y
se forma un complejo amarillo. Después de la formacién del complejo, la solucién
se ajusta a un pH acido para una medicion 6ptima del color a A = 415 nm. El boro
se encuentra coordinado por el N (color azul) y OH (color rojo). Los &tomos de color
amarillo corresponden al S y el gris al Na.
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2.1.5.2 Interferencias

Segun (Plank, 1992) las posibles interferencias por: 1) NH4 se superé
mediante el uso de NH40Ac; 2) K fue superado mediante el uso de KOAc; y 3) Al,
Cu y Fe se superaron mediante el uso de EDTA y NTA. Se subray6 la importancia
de la calidad del agua para los reactivos, etc. Se indico que el tratamiento del agua
desionizada con carbdn vegetal eliminaria las sustancias organicas que pueden

interferir con el desarrollo del color.
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2.2 ANTECEDENTES.

En 2008, en Mustafa Kemal University, Facultad de Ciencias y Letras,
Departamento de Quimica, Turquia, Antakya capital de la provincia de Hatay. Sana
Sungur y Ramazan Okur, publican; “Using azomethine-H method determination of
boron contents of various foods consumed in Hatay Region in Turkey”. Recolectaron
muestras de suelo y plantas (32 especies de vegetales y 17 de frutas) y
determinaron boro usando el método de azometina-H. El rango de boro en suelo
fue 32,43 — 93,43 ppm y, la mayoria de los alimentos tenian concentraciones de
1,48 — 3,60 ppm.

En 1999, el equipo de trabajo de; Li Zaijun, Zhenzhong, Tang Jan de la Wuxi
University of Light Industry, Wuxi y Ching-Gin Hsu, Pan Jiaomai de la _East China
Normal University, Shanghai, publican; “4-Methoxy-azomethine-H as a reagent for
the spectrophotometric determination of boron in plants and soils”. Determinan por
sextuplicado boro en arroz, grama verde, café y suelo, concluyendo que el método

de azometina no necesita de un control riguroso y ademas es confiable y exacto.

En Nicaragua no se encontro registro de estudios concretos que aborden en
su totalidad la estimacion de boro total en tejido vegetal y, por ende, en limén Tabhiti
(Citrus x latifolia) en los laboratorios, centros de investigacion o industrias

24|Pagina
Aguilar & Del Castillo


http://english.ecnu.edu.cn/
http://english.ecnu.edu.cn/
http://english.ecnu.edu.cn/
http://english.ecnu.edu.cn/
http://english.ecnu.edu.cn/

Boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método
azometina-H empleando espectroscopia UV/VIS, LABSA-UNA, julio-diciembre 2019

2.3 HIPOTESIS

El método colorimétrico de azometina-H es aplicable para la cuantificacion de boro
total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia), empleando previa eliminacion del
alto contenido de materia organica de calcinacion seca y posterior disolucion de las

cenizas con acido clorhidrico.
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3.1 DISENO METODOLOGICO

3.1.1 Descripcion del &mbito de estudio

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Suelo y Agua
(LABSA-UNA) es una unidad de apoyo a la docencia e investigacion y presta
servicios al sector agricola, forestal y ambiental del pais en pro al desarrollo
sostenible del agropecuario que pertenece a la Universidad Nacional Agraria, en el

periodo comprendido julio-diciembre 2019.

LABS}lA-U NA

.-

/4
.,—// 7 .
/Unlver3|da‘d
v
Nacional Agraria

NS \

A\

Figura 3. 1. Ubicacién LABSA UNA

3.1.2 Tipo de estudio

Segun Piura Lopez (2008) se considera que el método de investigacion del
presente estudio es experimental segun el nivel inicial de profundidad del
conocimiento es descriptivo obteniendo la concentracion de boro en las hojas de

limoén Tabhiti.
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Conforme a la clasificacion de Hernandez, Fernandez y Baptista 2014, el tipo
de estudio es correlacional entre las variables de concentracién en las hojas del
limén Tahiti y la absorbancia. Dado, al tiempo de ocurrencia de los hechos y registro
de la informacion el estudio es prospectivo obteniendo informacion de la poblacion,
la cual corresponde a todos los citricos presentes en la finca y tomando de muestra

las hojas del limoén Tahiti.

Por el periodo y secuencia del estudio se realizaré en el tiempo determinado
de julio a diciembre del 2019, por lo tanto, segun el alcance del tiempo es transversal
y segun el analisis y alcance de los resultados el estudio es analitico y predictivo
3.1.3 Poblaciéon y Muestra
3.1.3.1 Poblacién

Se considera como poblacién: Todos los arboles citricos que se encuentran
en la finca Aleméan Martinez (Citrus X sinensis, Citrus reticulada Blanco y Citrus
latifolia) area de estudio donde se puede investigar la presencia de boro total en la

hoja, encontrandose a 486 m sobre el nivel del mar.

3.1.3.2 Muestra

La muestra correspondiente al arbol Tahiti empleando un tipo de muestreo a
conveniencia seleccionando cuatro arboles (anexo 1) de la finca Aleman Martinez
de cada uno de esto, realizando un muestreo a conveniencia las muestras de hojas

de limon Tahiti (citrus x latifolia).

3.1.3.2.1 Criterios de inclusién.

v' Morfologia ideal (color verde intenso, sin defectos ni picaduras de
animales)
v' Remover el excedente de polvo sobre la superficie de la hoja.

v" Hojas con la debida madurez partiendo del color, y realizando una
practica con yema de los dedos (anexo 13).
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v Sin ser expuestas a pesticidas

3.1.3.2.2 Criterios de exclusion

v" Morfologia no ideal ( hojas palidas, hojas con plagas o picaduras de

insectos)
v" Hojas jévenes

3.2 Variables y Operacionalizacién

3.2.1 Variables Independientes
» Concentracion de boro total
>

3.2.2 Variables Dependientes
» Absorbancia

3.2.3 Operacionalizacion de las variables

Incertidumbre de la concentracidon de boro total

Tabla 3. 1. Operacionalizacion de las variables

Variables Definicion Indicadores Valores Unidad de medida
operacional
Independientes
Concentracion de Ecuacién de la recta
boro total de calibracién
permitira determinar
la concentracion de
boro en la solucién Ecuacion de la regresion 0-200 mg/kg
acida de los de la recta de calibrado
minerales totales de no ponderada obtenida
las hojas citrus x por MCO
latifolia.
Incertidumbre de la La incertidumbre
concentracion de expandida asociada
boro total al resultado final
promedio de la
concentracion de No hay un valor de
boro determinada referencia mg/kg
en todas las e Incertidumbre disponible
muestras de hojas estandar
de citrus x latifolia
puede ser estimada e Incertidumbre
tomando en cuenta: combinada
volumen de alforo,
28|Pagina

Aguilar & Del Castillo



Boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método
azometina-H empleando espectroscopia UV/VIS, LABSA-UNA, julio-diciembre 2019

masa de la muestra,

respetabilidad de la
determinacion y
estadistico sxo .

e Incertidumbre
expandida

Dependiente

El método
colorimétrico de la
azometina-H
obedece la ley de
Lambert y Beer por
lo que puede
prepararse una
curva de calibracion
con estandares
externos de
concentraciones
conocidas
obteniendo las
absorbancias
correspondientes de
cada una de éstas,
asi como de las
muestras de las
hojas de citrus x
latifolia preparadas
simultdneamente

Absorbancia

Agilent 8452 UV-visible

spectrophotometer 0-1.54

u.a

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Materiales para recolectar informacion

La informacion para la cuantificacion de Boro total en las hojas de Citrus x

latifolia se recolecta utilizando:

Fichas de resumen
Disefio matriz de sintesis
Métodos estandar

Publicaciones en sitios web

AN N N N NN

Revistas virtuales

Aguilar & Del Castillo

Fichas de articulos cientificos
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3.3.2 Fuentes de informacién
Fuentes primarias

> Libros
> Documentos

Fuentes secundarias

» Articulos cientificos
> Publicaciones en sitios web

3.3.3 Materiales para procesar la informacion

Los materiales o recursos para procesar la informacioén son los programas:
Microsoft Office Excel, Microsoft Office Word, Minitab 18, obteniendo datos y
pruebas estadisticas descriptivas, contrastes de significacion, que arrojan
resultados en forma de graficos, tablas y diagramas donde se procesa toda la
informacion requerida de manera sencilla y sistematizada, Chem sketch/Draw

Software estructuras quimicas.

3.3.3.1 Materiales
Tabla 3. 2. Equipos

Nombre del equipo Modelo Compainiia
Balanza analitica Kern ABJ-NM/ABS-N kern
Espectrofotdmetro 8452a Agilent Techologies

Ultravioleta/Visible

Mufla LM 212.11 VEB Elektro
Agitador magnético PC-353 Corning
Campana * *
Agitador PC-353 Corning
Horno de mufla Wsul00 mLw

Fuente: Adriana Aguilar, Caroline Del Castillo
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Tabla 3. 3. Materiales

Nombre del material Marca Capacidad/tamafio clase

Beakers Pyrex 50 mL A

Beakers Pyrex 200 mL A

Embudos de filtracion

Matraces Pyrex 50 mL, 100 mL, B, A
volumétricos 500 mL, 1000 mL

Pirex 25, 50 mL A
Buretas

Celdas para
espectroscopias
Ultravioleta/Visible

Papel filtro Whatman 185 mm
Papel toalla
Guantes
Soporte universal

Céapsulas de
porcelana

Fuente: Adriana Aguilar, Caroline Del Castillo
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Tabla 3. 4. Reactivos

Nombre del Formula quimica Grado Marca
reactivo
Acetato de C2H7NO2 ACS Fisher chemical
amonio
Sal disddica
EDTA C1oH14N2Na20s. 2H20 ACS Fisher Scientific
Acido acético
glacial C2H402 ACS Fisher chemical
Certificado
C17H12NNaOsgS2. xH20 Alfa Aesar
Azometina-H *
Fisher
Acido CsHgOs BioReagent
ascorbico
Acido bérico HsBOs3 ACS C Fisher
Chemical

Fisher chemical

Acido sulfarico H2SO04 ACS
certificado
Dicromato de K2Cr207 ACS,ISO EMSURE
potasio
Sulfato de
cobre CuSOQOg4. 5H20 ACS,ISO EMSURE

pentahidratado

Agua H20 HPLC J.T.Baker
Acido ACS
clorhidrico HCI certificado Fisher Scientific

Fuente: Adriana Aguilar, Caroline Del Castillo

3.3.4 Método (Fase experimental)
El método analitico implementado para el alcance del objetivo general del
presente estudio es cuantitativo basado en el desarrollo de color tanto de los

estandares externos a partir de las cuales se prepara la recta de calibracion para la
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posterior cuantificacion, asi como en la matriz de la muestra una vez que esta ha
sido liberada de las interferencias por el pretratamiento adecuado y sometida a los
procesos de digestion convenientes que permitieron la determinacién de la
concentracion de boro total recobrada en las muestras de las hojas de citrus x

latifolia.

Para la realizacion de la fase experimental se utiliz6 como método de
referencia el Método de la A.O.A.C 982.01 Boro en fertilizante, de los Métodos
Oficiales de Analisis de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC
version 17, 2002), cabe mencionar que de esta misma se usaron los métodos
oficiales para determinar el. porcentaje de humedad (AOAC 936.04) y cenizas
totales en la hoja (AOAC 930.05), de igual manera se tomaron las directrices para

preparacion de muestra.
Segun la Norma ISO/IEC 17025:2017, en el item “6. Equipo”

6.4.5 El laboratorio debe identificar el equipo utilizado para las mediciones y
capaz de lograr la precision requerida y cumplir con las especificaciones pertinentes
para las actividades concernientes. Debe establecer un programa de calibracion
documentado para dicho equipo, para asegurar la trazabilidad metrologica de los

resultados de medicion.

NOTA: Los tipos de equipos que tienen un efecto sobre la exactitud de la medicién pueden incluir:

v" Los utilizados para la medicién directa del mensurando, por ejemplo, el uso de un balance para realizar
una medicion de masa;

v" Aguellos utilizados para hacer correcciones al valor medido, por ejemplo, mediciones de temperatura;

v" Los utilizados para obtener un resultado de medicién calculado a partir de multiples mediciones.

3.3.4.1 Muestreo
a. Se obtuvieron las muestras de las hojas de los arboles de limén Tabhiti en la finca

Aleméan Martinez conforme a los criterios de inclusiébn y muestreo por conveniencia.
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b. Se toma la hoja de la planta para muestrear, dado que es el érgano en donde se
realiza la mayor actividad de la planta, generalmente constituye el mejor tejido para

reflejar el estado nutricional de planta.

c. Se toma la muestra segun criterios de inclusién en hojas completamente maduras

cercanas al fruto.
d. El muestreo se realiza antes de la recoleccién del fruto-temporada de cosecha.

e. Colocar la muestra en bolsas de papel kraft para su movilizacion.

3.3.4.2 Preparacion de la muestra

a. Descontaminacién

e Las muestras frescas se lavan con agua destiladas, posterior se deja en
reposo con HCI por 24 h.
e Después de la descontaminacion, las muestras se secan para estabilizar el

tejido y detener las reacciones enziméaticas.
b. Secado

e Introducir las muestras en bolsas de papel

e Colocar las bolsas en una estufa con aire forzado a 70 °C por 12 a 24 h.
c. Molienda

e Una vez seca la muestra se tritura hasta obtener el tamafio pequefio de las
particulas.
e Después de la trituracion, a partir de la muestra se obtiene una porcién de 5

g para los analisis.
d. Almacenaje

e Colocar la porcién de muestra significativa, seca, molida y homogénea, en

una bolsa de plastico hermético.
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3.3.4.3 Determinacion del porcentaje de humedad
a. Una vez secas las capsulas de porcelana, se marca la base exterior utilizando un
marcador persistente colocando una clave que identifigue a cada muestra y los

blancos.

b. Se colocan las muestras con ayuda de una pinza metalica dentro de la estufa de
conveccion a una temperatura de 70 °C + 5°C durante una hora, tomando el tiempo
desde el momento en el que se alcanz6 esta temperatura, cumplida la hora, sacar
las capsulas y colocarlas dentro del desecador hasta alcanzar la temperatura del

laboratorio (30 — 45 minutos).
c. Pesar cada capsula de porcelana y anotar la primera pesada.

d. Repita los pasos b y ¢ pero esta vez durante media hora desde que se alcance

nuevamente la temperatura de 70 £ 5 ° C para la segunda pesada.

e. Repita el paso d para la tercera pesada. Calcular el promedio de la masa de cada
capsula (Tabla 4.1) la diferencia entre las pesadas de cada capsula no deberan ser

mayor de 0,1% en valor absoluto para asegurar peso constante.

f. Se realizan los calculos respectivos del porcentaje de humedad mediante la

siguiente ecuacion:

oo = T2 109 3.1)

(ml— mo)

3.3.4.4 Determinacion de cenizas totales.

a. Pese 1 g de muestra en un crisol de porcelana incluir dos blancos.

b. Colocar en un horno de temperatura controlada y lentamente subir la temperatura

a 500 ° C en dos horas calcinar por 4-8 h.

c. Dejar enfriar la mufla a temperatura ambiente, lentamente abrir la puerta, sacar

los crisoles evitando disturbar la ceniza pesar y determinar el % en ceniza.
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d. Entreabrir la tapa y agregar cuidadosamente 1-2 mL de agua para humedecer las

cenizas.

e. Agregar 10 mL de acido clorhidrico 2 M y calentar en un plato calefactor hasta

ebullicién. Enfriar

f. Filtrar el contenido del crisol a través de papel filtro whatman, recibiendo el filtrado

en un matraz aforado de 100 mL.

g. Realizar los célculos del % de cenizas totales segun la siguiente ecuacion:

. m -
%Ceniza =

x 100 3.2
— (32)

3.3.4.5 Preparacion de soluciones

a. Solucién Buffer.

Se pesaron 25 g de acetato de amonio (NH,CH3CO.,), 1,5 de sal disddica de EDTA,
se agregaron 40 mL de agua grado HPLC y se afiadieron 12,5 mL de acido acético
glacial concentrado.

b. Solucién Azometina —H.

Se peso 0,459 de Azometina-H en 100 mL de acido ascorbico al 1%.( 1 g y aforar

con agua HPLC).
c. Solucion estandar de 100 ppm de B

Pesar 0,5720 g de acido borico. Transferir a un baldn volumétrico de 1 L y aforar

con agua HPLC. Guardar en frasco polietileno.

d. Solucion estandar de 5ppm de B
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Se diluyé 25 mL de la solucién a en un matraz volumétrico de 500 mL y se

aforo con agua grado HPLC. Guardar en frasco polietileno.

3.3.4.6 Preparacion de la curva de calibracion a partir de estandares externos
de concentracion conocida de boro.

a. Preparar 6 estandares, en el que se midan alicuotas de la solucidén estandar de
trabajo de B 10 ppm segun la tabla 3.5 y se transferir a matraces volumétricos clase
B de 100 mL.

Tabla 3. 5. Volimenes de alicuotas a medir para la preparacion de la curva de calibrado.

Concentracién de B Alicuotas a tomar de la solucién estandar de

(ppm) trabajo a 100 ppm (mL)

0,00 0,0

0,25 2,5

0,50 5

0,75 7,5

1,00 10

1,25 12,5

b. En matraces volumétrico de 100 mL. Aforar con agua destilada de modos que los

estandares y las muestra tenga soluciones idéntica.

c. Se procede a leer la absorbancia del estandar cero y de cada estandar de
concentracion conocida de B a una longitud de onda de 410 nm, la primera lectura

después de 40 min después de la formacion del complejo.

3.3.4.7 Determinacion de Boro por el método Azometina-H de las cenizas de
las muestras de analisis, muestra control, estandares y blancos de analisis.
De la solucion acida digeridas de las cenizas obtenidas de las muestras de analisis,

muestra control, estandares y blancos se toman las siguientes alicuotas:
a. Tomar del filtrado y los estandares alicuotas de 4 mL.
b. Se agregan 4 mL de solucién buffer.
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c. Agregar una alicuota de 4 mL de Azometina —H mezclar bien. Dejar desarrollar

el color por 1 hora.

d. Se enciende previamente el espectrofotometro mientras alcanza sus parametros

Optimos.

e. Se ajusta la linea base del usuario por medio de la lectura del solvente que se

utiliza en todo el analisis.

f. Luego se realizan las lecturas de los blancos de andlisis, muestra control y

muestra de analisis en el espectrofotometro Ultravioleta/Visible a 416 nm.

g. Se calcula la concentracion de B en mg/kg (ppm) de la solucion acida digeridas

de las cenizas utilizando los datos de calibrado, utilizando la siguiente ecuacion:

Ac=bx [B mg/L] +a (3.3)
mb 1L
B mg/kg = g *7= X _5 X — = mg
L+g 0,001 kg 1000-mL kg

Donde:

e Ac = absorbancia corregida de las muestras, Ac= A1 — Ao

e Ao = absorbancia del blanco

e A1 = absorbancias de las muestras controles y muestras de analisis
e [ B]=concentracién de B (mg/kg).

e a=ordenada delaregion

e b = pendiente de larecta

e Fd = factor de dilucién

[Bmg/kg] = @ x fd 3.4)
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Determinacion de humedad en las muestras de la hojas de limén Tahiti

(Citrus x latifolia)

En la tabla 4.1 relnen los resultados del apartado 3.3.4.3 que corresponde
al ensayo de determinacion de humedad correspondiente a la seccion 3.3 abordado

en el disefio metodoldgico.

Tabla 4. 1. Determinacion de humedad de la muestra de hojas de citrus x latifolia

Etiqueta del m- %H
oH-
“risol mo () muestra m1(Q) m2(Q) %H sl
)
14,5771 14,5771 14,5772 0,93 0,66
16,5727 16,5727 16,57278 0,40
AiRq 15,0303 5,0000 20,0303 19,4896 12,13 11,46
AR, 15,0303 5,0000 20,0303 19,4499 13,13 12,47
AzRq 15,6623 5,0002 20,6625 20,1311 11,89 11,23
AR, 15,7941 5,0003 20,7944 20,1576 14,59 13,93
AsRq 14,9816 5,0002 19,9818 19,4235 12,57 11,91
AsR; 18,5252 5,0004 23,5256 23,0014 11,71 11,05
AgR1 15,0315 5,0001 20,0316 19,4682 12,70 12,04
AqR; 16,0324 5,0010 21,0334 20,4265 13,81 13,15
ApR1 14,6429 5,0009 19,6438 19,0755 12,82 12,16
ApR2 14,8789 5,0002 19,8791 19,2656 13,99 13,32
Leyenda
mo= masa promedio de la cipsula de porcelana
mi= masa de la cépsula de porcelana mas la
muestra hUmeda
mz= masa de la cépsula de porcelana méas la
muestra desecada
%H= porcentaje de humedad
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Se realiz6 la determinacién del porcentaje de humedad a las muestras de las
hojas de limén Tabhiti (Citrus x latifolia) por duplicado a partir del método sacado de
la AOAC 936.04.

La determinacion de humedad es para la eliminacion de algunas
interferencias presentes como el agua en la hoja de limén Tahiti (Citrus x latifolia)

ya que podria entorpecer en la determinacion de cenizas totales.

Grafica 4. 1 Porcentaje de humedad en las hojas del limén Tahiti (Citrus x latifolia

Porcentaje de humedad
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Fuente: Microsoft, Excel 2013
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4.2 Determinacién de las Cenizas Totales en las muestras de las hojas de
limon Tahiti (Citrus x latifolia) y blancos de anélisis.
4.2.1 Resultados del analista A

Tabla 4. 2. Determinacion de cenizas totales en las muestras analizadas de hojas limén Tahiti
(Citrus x latifolia), analista A

N° de arbol Etiqu?ta del Mo ml m2 %Ceniza
crisol
B 10,8094 0 10,8093 0,00
B 10,1090 0 10,1089 0,00
A1R: 9,9784 1,0007 10,0864 11,50
Arbol 1 ARz 9,59 1,0007 9,6943 11,10
A1R3 10,1879 1,0005 10,2783 9,55
A2R; 10,9848 1,0002 11,1168 13,42
Arbol 2 AR, 9,7678 1,0005 9,8979 13,50
A1R3 10,1679 1,0007 10,3028 14,20
AsR1 9,6123 1,0009 9,7392 13,55
Arbol 3 AsRz 10,1504 1,0006 10,2728 12,85
A1R3 10,48 1,0002 10,6027 12,48
AsR1 10,6106 1,0002 10,7089 10,04
Arbol 9 AsR, 9,8300 1,0003 9,9361 10,90
A1R3 9,9073 1,0003 10,0039 9,96
AoR1 10,3654 1,0002 10,4648 10,15
Arbolyromedio AR, 10,4835 1,0002 10,5882 10,68
A1R3 17,3062 1,0001 17,4133 10,88
F1 15,4469 1,0003 15,8904 44,81
MCF F2 15,5967 1,0003 16,0432 45,12
F3 16,3860 1,0004 16,8559 47,65
Leyenda

Mo= masa crisol vacio

mi= masa muestra seca

m2= masa crisol vacio y muestra calcinada
%C= porcentaje de cenizas totales

Las determinaciones se hicieron por analista A y B, realizando por triplicados

cada muestra de arbol incluyendo las muestras controles.
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Al obtener cenizas totales se elimina la materia organica presentes en la

muestra calcinandola, en las cenizas se encuentra el analito de interés.

El método de calcinacion por digestién seca se realiz6 para la eliminacion de
la materia organica como se indicG anteriormente para evitar la interferencia del
analisis al analito de interés; resultados obtenidos por el analista A y conocer la
variabilidad en los resultados en las muestras. Se obtuvieron resultados dentro de

los rangos de 9% - 13% de ceniza total.

4.2.2 Resultados del analista B

Tabla 4. 3. Determinacidn de cenizas totales en las muestras analizadas en las hojas
de limdn Tahiti (Citrus x latifolia), analista B

N° de arbol Ctauetadel m1 m2 %Ceniza

crisol

B 10,8090 0 10,8880 0,00

B 10,1089 0 10,1087 0,00

AiR; 9,9785 1,0003 10,0864 11,09

Arbol 1 ARz 9,5907 1,0000 9,6987 10,80

A1R3 10,1714 1,0000 10,2783 10,69

AR, 10,9839 1,0007 11,1068 13,06

Arbol 2 ARz 9,7681 1,0007 9,8979 13,66

A1R3 10,2608 1,0008 10,3897 13,71

AsR: 9,6117 1,0003 9,7392 13,04

Arbol 3 AsR, 10,1505 1,0000 10,2728 12,23

A1R3 10,4809 1,0002 10,6027 12,39

AsR; 10,6102 1,0000 10,7089 9,87

Arbol 9 AsR> 9,8295 1,0007 9,9261 10,35

A1R3 9,9064 0,9324 10,7251 10,05

AoR: 10,3657 1,0001 10,4648 10,01

Arbolgromedio AR, 9,9306 1,0002 10,0332 10,46

A1R3 17,3062 1,0004 17,4133 11,40

F1 10,1208 1,0002 10,5904 47,16

MCF F2 10,1108 1,0502 10,0932 46,57

F3 10,8097 1,0015 11,2559 46,24
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Mo= masa crisol vacio
m1= masa muestra seca
m2= masa crisol vacio y muestra calcinada

%C= porcentaje de cenizas totales

Gréfica 4. 2. Probabilidad normal mdaltiple de las determinaciones de los analistas Ay B.

Grafica de probabilidad de multiple A, B
Normal - 95% de IC

99
Variable

—&— A

95 —m— B

90 Media Desv.Est. N AD P
11.65 1543 15 0.532 0.145
80 1152 1373 15 0571 0.116
70
60
50
40

30
20

Porcentaje

17.5

Fuente: Minitab Statistical Software

La grafica de 4.2 probabilidad A, B para la determinacion de boro total se
sitlan cerca de la linea normal ajustada y dentro del intervalo de confianza. Ademas,
el valor p (0,145; 0,116) esta por encima del nivel de significancia seleccionado de
0,05, este valor sugiere aceptar la hipotesis nula (Ho) de que los datos siguen una

distribucion normal.
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Gréafica 4. 3. Probabilidad normal de las determinaciones de los analistas Ay B.

Grafica de probabilidad de Ay B
Normal - 95% de IC

99

Media 11.59

Desv.Est. 1437
95 N 30

AD 1.022
90

Valor p  0.009

80

70
60
50
40
30
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Fuente: Minitab Statistical Softwar

La gréfica 4.3 de probabilidad A y B para la determinacion de boro total se
sitian cerca de la linea normal ajustada y dentro del intervalo de confianza. Ademas,
el valor p (0,009) esta por debajo del nivel de significancia seleccionado de 0,05,
este valor sugiere rechazar la hipotesis nula (Ho) y aceptar la hipotesis alternativa

(H1) de que los datos no siguen una distribucién normal.

4.3 Determinacion de boro total por el método Azometina-H en la solucidn
acida digerida de las cenizas en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia),
muestra control y blancos de anélisis.

La cuantificacion de boro total en las muestras de interés parte de la
obtencion de las cenizas totales que contienen dichas muestras; posteriormente
comprende la disolucion de las mismas con acido clorhidrico (seccion 3.3.4.7 del
Apartado del Disefio Metodoldgico) y finalmente incluye la aplicacion de método

colorimétrico de la azometina-H a una alicuota proveniente del matraz volumétrico

44| Pagina
Aguilar & Del Castillo



Boro total en hojas de limon Tahiti (Citrus x latifolia) en finca Aleman Martinez por el método
Azometina-H mediante espectroscopia UV/VIS, LABSA-UNA, julio-diciembre 2019

gue contiene el filtrado de la solucion &cida digerida de las cenizas de las muestras
para su cuantificacion fotométrica en el Espectrofotbmetro Agilent 8452 UV-VIS

(seccion 3.3.4.7 del Apartado del Disefio Metodologico, Anexo 6 figura 6.3, pag. 14).

Se utilizé como muestra control en la determinacion de boro total un envase
del Lote 302927C19Y (03/19-03/21) de fertilizante “Pelicano Desarrollo 18-6-18+
2% MgO + 6% S +EM*” formulado por Quimicos y Lubricantes S.A km 36,5
Autopista a Palin-Guatemala, C.A. Distribuido en Nicaragua por la compafia
SAGSA-DISAGRO S.A paso a desnivel portezuelo, 300 metros al Norte, Managua,
Nicaragua. La tabla de informacion nutricional en el empaque del envase

seleccionado declara un valor porcentual de 0,014 p/p.

Esta muestra control fue incluida por triplicado en el lote de las muestras
correspondientes a cada analista con el fin de apreciar el recobro en la secuencia
metodoldgica del disefio experimental que se aplicd. Los valores experimentales
para las muestras control fueron resaltados en verde en la Tabla 4.4 y 4.5 vy al
contrastarlos con el valor nominal declarado por Quimicos y Lubricantes S.A se

pueden considerar como determinaciones aceptables.

De las 15 determinaciones de cenizas totales posteriormente se realizaron
las respectivas estimaciones de boro total en las muestras de las hojas de limén
Tahiti, por lo tanto, también se tienen un nimero de 15 andlisis y, reuniendo los
resultados del analista A y B se obtiene un total neto de 30. Los resultados de las
determinaciones de boro total estiman una media aritmética 32,28 mg/kg para el
analista A y 45,75 para el B respectivamente. Sin embargo, el resultado final
promedio de la determinacion de boro total es de 39,01 mg/kg, este valor es

estimado a partir de las 30 determinaciones.

Una distribucion normal es simétrica y tiene forma de campana con un solo
pico en la media. La distribucién normal es un concepto tedrico. En realidad, casi no
existen datos que sean realmente normales. Sin embargo, muchas variables estan
distribuidas de forma casi normal, por lo que la distribucién normal es la base que
sustenta muchas pruebas estadisticas. (Minitab 18)
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Una grafica de probabilidad normal determina en qué grado la distribucion
normal ajusta un dado numero de observaciones. Al comparar la linea normal
ajustada con los datos reales se puede determinar en qué grado se ajustan a la
distribucion normal. Si la distribucidon normal ajusta los datos, puede ser utilizada
para estimar percentiles para la poblacién y se deben observar las siguientes

caracteristicas:

v" Los puntos graficados formando aproximadamente una linea recta cercana
a la linea normal ajustada.

v" Un estadistico de Anderson-Darling (AD) bajo y un valor P mayor que el nivel
de significancia elegido. Comunmente los niveles elegidos son 0,05 y 0,10.
Se utiliza el estadistico de (AD) y el valor P de para conjuntos de datos
pequefios (Minitab StatGuide, 2018).

4.3.1 Resultados del analista A
4.3.1.1 Curva de Calibracion a partir de Estandares Externos de concentracion
conocida de Boro

Utilizando la Tabla 7.1 del anexo 7 (pagina 15) y el algoritmo por minimos
cuadrados de Minitab® 18. Se traz0 la curva de calibracion de mejor ajuste
relacionando absorbancias en funcion de las concentraciones de boro de los

estandares (Grafico 4.4).

La tabla 7.2 del Anexo 7 (pag. 15) muestra la hoja de calculo optimizada en
Microsoft Excel 2020 donde se sintetizan los estadisticos asociados en la regresion

de la curva de calibracién (Grafico 4.4)

Gréfica 4. 4. Recta de calibrado no ponderada con sus respectivos limites de confianza (nivel de
confianza del 95%) en cada punto de concentracion 0,0 — 1,25 ppm de B para el
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analista A.
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Fuente: Minitab Statistical Softwar

4.3.2 Concentraciéon de boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia),
muestra control y blancos de anélisis.
La Tabla 4.4 compila los resultados correspondientes a las secciones 3.4.2.6 de la

fase experimental pagina 49.

Tabla 4. 4. Determinacion de boro total en las muestras analizadas del arbol Citrus
latifolia, analista A
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A= absorbancia

Ac= absorbancia corregida

N° de Etiqueta Absorbancia
4rbol del A Ac m (g) V(mL)  [Bmg/L] [Bmg/kel
matraz
B 0,002 0,018
B 0,034
Arbol 1 A1R: 0,075 0,057 1,0007 100 0,35 35,00
AR 0,064 0,046 1,0007 100 0,28 27,68
AR 0,064 0,046 1,0005 100 0,28 27,75
Arbol 2 AzR: 0,083 0,066 1,0002 100 0,40 40,20
AR 0,068 0,050 1,0005 100 0,30 30,40
AR 0,066 0,048 1,0007 100 0,29 29,32
Arbol 3 AsR: 0,053 0,035 1,0009 100 0,21 20,67
AsR; 0,081 0,064 1,0006 100 0,39 38,92
AsRs3 0,096 0,078 1,0002 100 0,48 47,97
Arbol 9 AR 0,069 0,051 1,0002 100 0,31 31,17
AgR: 0,062 0,044 1,0003 100 0,27 26,55
AgR3 0,068 0,050 1,0003 100 0,30 30,47
Arbol ApR1 0,068 0,050 1,0002 100 0,30 30,16
promedio AgR2 0,062 0,044 1,0002 100 0,27 26,62
AuR3 0,068 0,050 1,0001 100 0,41 41,28
[Bmg/L] B%P/P
F1 0,233 0,215 1,0003 100 1,35 0,013
MCF F, 0,213 0,195 1,0003 100 1,22 0,012
Fs 0,223 0,205 1,0004 100 1,28 0,013
B= blanco

A1R1= arbol 1 réplica 1
A2R1= arbol 2 réplica 1
A3R1= arbol 3 réplica 1
A9R1= arbol 9 réplica 1

MCF= muestra control fertilizante

4.3.3 Resultados del analista B

4.3.3.1 Curva de Calibracion a partir de Estandares Externos de concentracion

conocida de Boro

Utilizando la Tabla 8.1 del anexo 8 (pagina 16) y el algoritmo por minimos

cuadrados de Minitab® 18. Se traz6 la curva de calibracidbn de mejor ajuste

Aguilar & Del Castillo
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relacionando absorbancias en funcion de las concentraciones de boro de los

estandares (Grafico 4.5).

La tabla 8.2 del Anexo 8 (pag. 16) muestra la hoja de calculo optimizada en
Microsoft Excel 2020 donde se sintetizan los estadisticos asociados en la regresion

de la curva de calibracién (Grafico 4.5).

Gréfica 4. 5. Recta de calibrado no ponderada con sus respectivos limites de confianza
(nivel de confianza del 95%) en cada punto de concentracion 0,0 — 1,25 ppm de B para el

analista B.
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Fuente: Minitab Statistical Softwar

4.3.4Concentraciéon de boro total en hojas de limon Tahiti (Citrus x latifolia),
muestra control y blancos de andlisis.

Tabla 4. 5. Determinacién de boro total en las muestras analizadas del arbol de
limén Tahiti analista B
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La Tabla 4.5 compila los resultados correspondientes a las secciones 3.3.4.7

de la fase experimental pagina 37.

A= absorbancia

Ac= absorbancia corregida

N° de Etiqueta Absorbancia
4rbol del A Ac m (g) V(mL)  [Bmg/L] [Bmg/kg]
matraz
B 0,0012
B 0,0065 0,0039
Arbol 1 AiR; 0,0895 0,0756 1,0003 100 0,46 46,21
AR 0,0769 0,0630 1,0000 100 0,39 38,74
A1Rs3 0,0812 0,0673 1,0000 100 0,41 41,29
Arbol 2 AzR1 0,0961 0,0822 1,0007 100 0,50 50,12
AzR2 0,0979 0,0840 1,0007 100 0,51 51,19
AzR3 0,1016 0,0877 1,0008 100 0,53 53,38
Arbol 3 AsRq 0,0715 0,0576  1,0003 100 0,36 35,54
AsR; 0,0694 0,0555 1,0000 100 0,34 34,29
AsR3 0,0587 0,0448 1,0002 100 0,28 27,95
Arbol 9 AgRy 0,0801 0,0662  1,0000 100 0,41 40,63
AR 0,0700 0,0561 1,0007 100 0,35 34,65
AgR3 0,0913 0,0774 0,9324 100 0,47 47,27
Arbol AuR1 0,0626 0,0487 1,0001 100 0,30 30,26
promedio ARz 0,01719 0,0032 1,0002 100 0,03 3,34
AR 0,0534 0,0395 1,0004 100 0,25 24,81
[Bmg/L] B%P/P
F1 0,198 0,1940 1,0000 100 1,16 0,012
MCF F, 0,191 0,1870 1,0000 100 1,12 0,011
Fs 0,201 0,9700 1,0000 100 5,76 0,012
B= blanco
A1R1= &rbol 1 replica 1
A2R1= arbol 2 replica 1
A3R1= arbol 3 replica 1
A9R1= arbol 9 replica 1
MCF= muestra control fertilizante
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4.4 Cuantificacion de boro total en hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia),

muestra control y blancos de anélisis.

4.4.1 Prueba de distribucion normal multiple de los datos experimentales de
las concentraciones de boro total de las muestras de las hojas de limén Tahiti

El grafico 4.6 muestra que los puntos de las concentraciones de boro total
se sitlan cerca de la linea normal ajustada y dentro de los intervalos de confianza
al 95%. La linea azul corresponde a los datos del analista A, el estadistico de
Anderson-Darling (AD=0,564) y el valor P=0,118, mayor que P=0,05, sugieren que
los datos de concentracion de boro se ajustan adecuadamente a la gréfica de
probabilidad normal. Los datos de color rojo corresponden a las determinaciones
del analista B, el estadistico de Anderson-Darling (AD=0,324) y el valor P=0,489,

mayor que P=0,05, el procedimiento ya fue explicado anteriormente.

Grafica 4.6 Salida de Minitab® para la Grafica de probabilidad multiple de
las concentraciones de boro total de las muestras de hojas de limon Tabhiti

analizadas.

Grafica 4. 6. Probabilidad multiple de A, B
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Fuente: Minitab Statistical Software
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4.4.2 Prueba de distribucion normal de los datos experimentales de las dos
determinaciones de boro total de las muestras de las hojas de limdn Tahiti

El procedimiento ya fue explicado anteriormente. ElI Gréafico 4.7 muestra
claramente que la distribucidbn normal ajusta los datos experimentales de las
concentraciones de boro total de las muestras de hojas de limén Tabhiti. El valor del
estadistico de Anderson-Darling (AD=0,522) es relativamente pequefio y el valor P
estimado, 0,170, es 3.4 veces superior a la probabilidad correspondiente al nivel de

confianza seleccionado.

Grafica 4.7 Salida de Minitab® para la Grafica de probabilidad normal de las

concentraciones de boro total de las muestras de hojas de limon Tahiti analizadas

Gréfica 4. 7. Distribucién normal de los datos experimentales
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Fuente: Minitab Statistical Software

Al respecto, cabe recalcar que en principio no se puede contrastar el
resultado final promedio obtenido en este estudio con el valor conseguido por Sana
Sungur & Razaman Okur, puesto que se desconocen el método de pre tratamiento
y, la determinacién de boro se realiz6 en frutas y jugos de frutas, los resultados
fueron reportados en mg/1000 g y no especifica la variedad del limén analizado.
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En adicion a lo anterior, la distribucion de los minerales en una planta
depende de las condiciones climaticas y edaficas que forman parte del ecosistema
de esta. La evaluacion de las condiciones climaticas y edaficas bajo las cuales se

encontraban los cuatro arboles en estudio.

Con el fin de poder corroborar los resultados obtenidos y saber cual es el
nivel de concentracién del boro total. Al verificar los datos conseguidos con los
valores reportados por el CENTA (anexo 11, tabla 11.1), el valor final promedio de
43,89 mg/kg se encuentra dentro de los niveles Optimos, se muestra el

comportamiento del mensurando. Sin embargo, se encuentra cerca del nivel bajo.

Diagrama 4. 1. Nivel de concentracion de boro en el limén Tabhiti.

Resultado Deficiente Bajo Optimo Excesivo
21 21-30 31-100 101-260 260

B mg/kg 43,89 ' '

Fuente: Microsoft Excel 2013

4.5 Estimacion de la incertidumbre expandida asociada al resultado final
promedio de las concentraciones de boro total de las muestras analizadas por
el método de Kragten segun la guia QUAM 2012.

Las incertidumbres estdndares estimadas pueden ser reflejadas en un
diagrama causa-efecto también conocido como diagrama Ishikawa o espina de

pescado.

En el diagrama se muestra el analisis causa-efecto de las variables

involucradas en el proceso de la técnica colorimétrica.
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Diagrama 4. 2. Causa-efecto, diagrama Ishikawa

Fr [B mg/L]
[B mg/kg]
Temp cal
Tol — b l
ruta
o — o e
V (mL) masQmuyestra

Tabla 4. 6. Hoja de calculo Microsotf Excel, método de Kragten

Método de Kragten Sx V 100 mL M muestra Fr
Valor 0,44 99,9 0,9981 1,0000
u(xi) 0,010 0,1210 0,0002 0,0146
Sx 0,44 0,45 0,44 0,44 0,44
V 100 mL 99,9 99,9 100,0 99,9 99,9
m muestra 0,9981 0,9981 0,9981 0,9983 0,9981
Fr 1 1 1 1 1,0146
B] 43,80 44,85 43,85 43,79 44,44
u(y, xi)* 1,05 0,05 -0,01 0,64
u(y)2 1,51 1,10 0,0028 0,0001 0,4097
Contribucién % 72,75 0,19 0,01 27,06
Componente Sx V100 mL m muestra Fr
uc [B] 1,23
u[B] 2,46

Fuente: Microsoft excel 2013
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Las contribuciones representadas en la grafica 4.8 muestran que el mayor
aporte de incertidumbre estandar combinada en la cuantificacion de boro total en
las muestras analizada lo proporciona Sx de la técnica analitica con 72,75 %, esto
se debe a que las muestras de los arboles no son homogéneas, en todo caso si se
hubiese calculado esta contribucién mediante un solo arbol “n” veces por ejemplo
30, lo méas probable es que la desviacién estdndar sea menor y por consiguiente

disminuya el porcentaje de contribucidn de la repetibilidad.

. La masa de la muestra contribuye un 0,01 %,
. V de aforo contribuye un 0,19 %,

. Fr contribuye un 27,06 %

Gréfica 4. 8. Contribuciones de las incertidumbres estandares relativas en el calculo de la
incertidumbre expandida para la determinacion de Boro total.

Contribuciones de las incertidumbres estandares relativas

Er 27,06

]
m muestra l 0,01

V 100 mL : 0,19

Componente

Sx 72,75

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
Contribucion %

Fuente: Microsoft Excel 2013
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5.1 CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta que la determinacion de boro total en las hojas de limon
Tahiti. Por espectrofotometria ultravioleta/visible realizada en el presente estudio ha
alcanzado los objetivos propuestos y en base al andlisis de los resultados obtenidos

se pueden formular las siguientes conclusiones:

1. El contenido de humedad promedio de las muestras de limén Tahiti (Citrus x
latifolia) fue de 12,27% lo que implica que el restante pertenece al residuo
seco.

2. El alto contenido de materia organica con 11,25 % presente en las hojas de
limén Tahiti (Citrus x latifolia) hace tediosa la determinacion de las cenizas
totales empleando el método de pre-tratamiento por combustion seca. No
obstante, basdndonos en los resultados obtenidos para ambos analistas se
puede concluir que el método es preciso.

3. EI método colorimétrico de la azometina-H es apropiado para la
cuantificacion de boro total en las hojas de limén Tahiti (Citrus x latifolia) por
espectroscopia UV/Vis, pues una vez eliminado el contenido de materia
organica, se cuantifico 43,89 mg/kg de boro, ubicandose en el nivel 6ptimo
para la planta. Por lo que queda confirmada la hipétesis planteada.

4. La incertidumbre expandida asociada al resultado final promedio de las
concentraciones de boro total en las hojas de citrus x latifolia es una buena

estimacion el valor de la verdadero se encuentra 41.43 mg/kg — 46.35 mg/kg.
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5.2 RECOMENDACIONES

De acuerdo con las conclusiones obtenidas en esta investigacion se

proponen las siguientes recomendaciones:

1. Se recomienda el método colorimétrico para la determinacion de boro total en
las hojas de las plantas obteniendo los niveles de concentracién en las que se

encuentra.

2. Para la aplicacion del método es conveniente trabajar con espectrofotometro
UV/VIS que cuente un certificado de calibracion, por un laboratorio de
calibracion acreditado bajo la norma 1ISO 17025:2017.

3. Realizar un analisis mas detallado de las fuentes de incertidumbres en la técnica

colorimétrica.

4. Que las cubetas de muestra estén limpias y libres de marcas y huellas digitales.

Esto debe hacerse cada uso.
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Anexo 1. Ubicacion de la zona de muestreo

Objetivo del muestreo

Recolectar muestra de los arboles Citrus latifolia para el andlisis en la

cuantificaciéon de boro total.
Razén del muestreo

La muestra se recolecto en la finca para obtener los datos de la

concentraciones de boro total en las hojas de limon Tahiti (Citrus x latifolia).

Punto de muestreo

Masatepe, Finca Aleman Martinez area de muestreo. Alcanzando una temperatura
entre los 25° a 31° adecuada para el maximo indice de crecimiento asociado a

presentar crecimiento y floraciones frecuentes.

Figura 1. 1. Ubicacion via satélite del lugar de muestreo Finca Aleméan Martinez

Fuente: sacado de la aplicacién Google Earth.
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NUmero de muestras

Se obtuvieron 4 muestras de las masas que se mezclaron para obtener una

muestra representativa del area
Instrucciones para latoma de muestras

Se preparo la ficha de identificacion de las muestras a recolectar la cual se

presenta en la tabla.

Nombre de la finca: Nombre de los Muestreadores:
Aleman Martinez Adriana Aguilar
Caroline Del Castillo
codigo Coordenadas
Al (A: arbol) 0594023 1314626 486 m SNM
A2 0594023 1314626 486 m SNM
A3 0594027 1314629 485 m SNM
A9 0594066 13146227 | 482 m SNM
Apromedio * * *

Los puntos fueron elegidos cumpliendo con los criterios de inclusion y
exclusion, por lo tanto solo 4 arboles cumplieron con los criterios obstando por

muestreo a conveniencia.

Figura 1. 2, Arboles que se tomaron de muestra para el analisis.

Fuente: sacado de la aplicacion Google Earth.
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Anexo 2. Preservacion y transporte de la muestra

Las muestras se recolectaron en bolsas de papel kraft, y, se transportaron en

bolsas de plasticos.

Muestreo

Figura 2. 2. Toma de coordenadas del
lugar de muestreo Figura 2. 1. Seleccion de la muestras
de inclusion del disefio metodolégico

Figura 2. 3. Toma de muestra de
acuerdo a los criterios de inclusién

e
b wwvi/
.m‘.g‘_
£lowg
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Anexo 3. Preparaciéon de la muestra

Figura 3. 1. Lavado de las muestras Figura 3. 2. Secado de la muestra
con HCI luego del lavado.

Figura 3. 3. Secado de la muestra

antes del secado en el horno. _
Figura 3. 4. Secado de la muestra en

el horno a 60°.

Figura 3. 5. Trituracion de la muestra
en el molino.
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Anexo 4. Determinacion del porcentaje de humedad

e ___ad

SST=He

Figura 4. 1. Primer peso de la muestra Figura 4. 2. Se colocaron las muestras
fresca. en el horno para la toma del segundo
peso.

Figura 4. 3. Segundo peso de la
muestra seca.

De la ecuacién 3.1 del inciso 3.3.4.3 de la determinaciéon de humedad:

m  —m
%H=M x 100

(ml— mo)
Arbol A1R1

_(20,0303-19,4896)
(20,0303-15,0303)

%H X 100=12,13%

Los resultados obtenidos se presentan en el capitulo IV item 4.1 tabla 4.1.
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Anexo 5. Determinacién de cenizas totales

Figura5. 1. Setoma 1 g dela muestra Figura 5. 2. Muestra calcinada

seca para proceder a calcinar a 500°C

Figura 5. 3. Peso de las cenizas calcinadas para el célculo
de %CT
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De la ecuacion 3.2 del inciso 3.3.4.4 de la determinacion de cenizas totales para la

cuantificacion de boro a partir de las cenizas:

Arbol A:R, - analista A

. my; —Mmy
%Ceniza = m— x 100
1

9.8979 — 9.7678

%Ceniza = 10005 X 100 = 13%
Arbol A:R, - analista B
. my; —Mmy
%Ceniza = m— x 100
1
) 9.8979 — 9.7681
%Ceniza = X 100 = 12%

1.0007

Aguilar & Del Castillo
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Anexo 6. Calibracion del equipo Ultravioleta/Visible

6.1. Preparacion de soluciones

a. Solucién de H2SO4 5 x 10 -3 M. Agregar 0.13 mL de H2SOu4conc aforando en
un balon de 500 mL. Para 1 L- 0.26 mL

b. Solucion 1 de K2Cr207 al 0.005%. pesar 0.005 g de K2Cr.0O7 en un balén
de 100 mL diluyendo con la solucidon a) hasta el aforo.

c. Solucién 2 de K2Cr207 al 0.01%. pesar 0.01 g de K2Cr207 en un balén de
100 mL diluyendo con la solucién a) hasta el aforo.

d. Solucién de H>SOsal 1%. Agregar 10 mL de H2SOa4conc €n un balén de 1000
mL aforar.

e. Solucién de CuSO45H20 (patron primario) al 2%. Pesar 2 g de
CuS04.5H20 diluyendo en un balén de 100 mL aforando con la solucion d).

f. Solucion stock de CuSO4.5H20 (patron primario) al 0.1 M. pesar 6.242 g
de CuS04.5H20 diluyendo en un balon de 250 mL aforando con la solucién
d).

g. Set de estandares de CuS04.5H,0 (0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10).
prepare seis estandares de CuSO45H20, midiendo alicuotas de la solucion
f) y afore a 50 mL utilizando la solucién d).

Tabla 6. 1. Set de estdndares de CuSO,4. 5H,0

1 0 mL 50 mL 0,00 M
2 10 mL 40 mL 0,02 M
3 20 mL 30 mL 0,04 M
4 30 mL 20 mL 0,06 M
5 40 mL 10 mL 0,08 M
6 50 mL 0mL 0,10 M
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Figura 6. 1. Set de estandar para la calibracion del
equipo Ultravioleta/visible

6.2 Procedimiento

6.2.1 Exactitud de la escala fotométrica (absorbancias) en la regién espectral
UVv.

a. Configurar el instrumento para realizar un barrido en la regién UV del espectro
electromagnético de 400 a 200 nm.

b. Utilizando como referencia la solucion a) de 6.1, ajustar la linea base del
espectrofotometro. Endulzando las celdas de cuarzo (referencia y muestra) con la
solucién a) y ajustar a cero la linea base del equipo.

c. Para verificar el rango de absorbancia de 0.2 — 0.7 utilizar la Soluciéon 1 de
K2Cr207. Tomar la celda de la muestra, vaciando su contenido en el beaker de
residuos. Endulzar la celda con agua grado HPLC al menos tres veces, proceda de
igual forma con la Solucion 1 de KzCr207, la cuarta vez llenar cuidadosamente la
celda (de modo que no queden burbujas de aire en el seno de la solucion). Limpiar
las paredes exteriores de la celda utilizando papel Kleenex y colocar la celda en el
porta celda de la muestra. Cerrar el paso de luz hacia las celdas.

d. Utilizando el espectro obtenido por el espectrofotdmetro, evaluar la precision de la
escala de absorbancia de 0.2 — 0.7. (Tabla 6.2)

f. Para verificar el rango de absorbancia de 0.4 — 1.4 utilizar la Solucién 2 de K2Cr207
Proceda de la misma forma descrita en el enunciado 3. De este acéapite.

g. Utilizando el espectro obtenido por el espectrofotometro, evaluar la exactitud de la
escala de absorbancia de 0.4 — 1.4. (Tabla 6.2)

h. Segun la Guia Técnica las diferencias porcentuales (error relativo porcentual)
deben ser menores del 2% para considerar como aceptables los resultados
obtenidos.
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Tabla 6. 2. Valores de referencia de absorbancias para K,Cr,07 en 5 x 10 3 M H,SO4

Longitud de Absorbancia Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Error Error
onda Solucioén 1 Solucioén 2 experimental | experimental | relativo% relativo%
(nm) (Guiatécnica) | (Guiatécnica) solucion 1 solucion 2 solucion 1 | solucién 2

235 (min) 0,626; 236 nm | 1,251; 234 nm 0,594 1,156 2,715 3,197
257 (max) 0,727,258 nm | 1,454; 260 nm 0,690 1,335 3,438 2,475
313 (min) 0,244; 314 nm | 0,488; 314 nm 0,236 0,455 2,868 2,663
350 (max) 0,536; 350 nm | 1,071; 350 nm 0,512 0,986 2,290 2,614

6.2.2 Exactitud de la escala fotométrica en laregidon espectral Visible

a. Configurar el instrumento para realizar un barrido en la region Vis del espectro
electromagnético de 800 a 500 nm.

b. Utilizar como referencia la solucioén d), ajustar la linea base del espectrofotometro.
Endulzar las celdas de cuarzo (referencia y muestra) con la solucion d) del item 6.1
y ajustar a cero la linea base del equipo.

c. Para verificar la exactitud de la escala fotométrica utilizar la Solucion de
CuS045H20 al 2%. Tomar la celda de la muestra, vaciando su contenido en el
beaker de residuos. Endulzar la celda con agua grado HPLC al menos tres veces,
proceda de la misma forma...descrita en el enunciado 3. Del acapite anterior.

d. Utilizando el espectro obtenido por el espectrofotdmetro, evaluar la precision de la
escala de absorbancia en la regioén visible. (Tabla 6.3)

e. Segun la Guia Técnica las diferencias porcentuales (error relativo porcentual)
deben ser menores del 2% para considerar como aceptables los resultados
obtenidos.

Tabla 6. 3. Valores de referencia de absorbancia para CuSO4 . 5H,0 (2%) en 1% H,SO,

Longitud de onda Absorbancia Absorbancia Error relativo%
(nm) (Guia técnica) experimental
600 0,068 0,063 0
650 0,224 0,207 0,446
700 0,527 0,478 0,572
750 0,817 0,756 1,328
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6.2.3 Prueba de Linealidad en laregién espectral Visible

Soluciones de sulfato de cobre de diferentes concentraciones pueden utilizarse para
comprobar la linealidad de la escala de absorbancia. El uso de las absorbancias a
600 nm y 650 nm es particularmente util para examinar el borde inferior de la escala
de absorbancia.

a. Configurar el instrumento para realizar la lectura fotométrica del Set de Estandares
de CuS0O45H20 (0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10) M a longitud de onda variable
(multiwavelength). Establezca como primera longitud de onda A 1 = 600 nm y como
segunda longitud de onda A 2 = 650 nm. Asegurese de configurar el instrumento para
gue lea cinco veces cada estandar.

b. Utilizar como referencia la solucion d), ajustar la linea base del espectrofotbmetro.
Endulce las celdas de cuarzo (referencia y muestra) con la solucién d) y ajustar a
cero la linea base del equipo.

c. El espectrofotbmetro estimara e imprimira una curva de calibraciébn promedio a
estas longitudes de onda, sin embargo se debera comprobar el ajuste lineal de dicha
curva ingresando los datos en una hoja de calculo (Excel, Gnumeric, Minitab, etc...).

d. Construya la curva de calibracion promedio graficando en el eje la concentracion
de los estandares de CuS0O4-5H20 versus el eje expresando las absorbancias a A 2
— A1 (Tabla 6.3).

Gréfica 6. 1. Region espectral visible

Absarbance (AL
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Tabla 6. 4. Absorbancia del set de Estandares de CuSQO, . 5H,O

N° | Concentracion del | Absorbancias | Absorbancias | Absorbancias
Estandar A =600 nm A =650 nm ak-As
1 0,00 M 0,000 0,000 0,00
2 0,02 M 0,001 0,006 0,01
3 0,04 M 0,003 0,129 0,13
4 0,06 M 0,005 0,178 0,17
5 0,08 M 0,005 0,194 0,19
6 0,10 M 0,007 0,245 0,24

Curva de calibracién 600 nm

Absorbancia (U.A)

Linealidad
0,008

0,007

0,006

0,005 (] (]
0,004

0,003

0,002

0,001 [ ]

0,000

_010010,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Concentracion CuS04.5H20

Grafica 6. 2. Curva de calibracion equipo UV/VIS 600 nm

Mravelzngth Result

a 0.0z 0.04 0.06 0.0g
Analyte Walue ® Path

Gréafica 6. 3. Curva de calibracion UV/VIS 600 nm
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Curva de calibracion 650 nm
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Gréfica 6. 4. Curva de calibracion UV/VIS 650 nm
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Gréafica 6. 6. Curva de calibraciéon 600-650 nm
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Figura 6. 2. Soluciones para la calibracion del UV/VIS

Figura 6. 3. Calibracion del equipo UV/VIS
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Anexo 7. Estandares de calibracién del analista A para determinacién
de boro total.

Tabla 7. 1. Set de estandares del analista A para la curva de calibracién para la determinacion de Boro total.

Analista A Curva 1l

Estandar Concentracion Absorbancia
STD1 0,00 0,0000
STD 2 0,25 0,0337
STD 3 0,50 0,0900
STD 4 0,75 0,1142
STD5 1,00 0,1538
STD 6 1,25 0,2062

Tabla 7. 2. Estadisticos de regresion de la determinacion del analista A

Estadisticos Magnitud Estadisticos Magnitud
Coeficiente de correlacion
(r) 0,999 Limite de deteccidon (LOD) 0,0113
Coeficiente de determinacidn (R?) 0,999 Limite de cuantificacion (LOQ) 0,0334
Pendiente (b) 0,1583 Concentracion minima detectable 0,0596
Desviacion estdandar de la pendiente
(Sp) 0,0030 Concentracion minima cuantificable 0, 1988
Limite de confianza para la pendiente 0,0083
Ordenada al origen (a) 0,00190
Desviacion estdndar de la ordenada
(Sa) 0,0022
Limite de confianza para la ordenada 0,0063
Errores aleatorios en el eje y (Sy/) 0,003147
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Anexo 8. Estandares de calibracidn del analista B para la determinacién de
boro total

Tabla 8. 1. Estandar de la curva de calibracion del analista B para la determinacién de Boro.

Analista B Curval

Estandar Concentracion Absorbancia
STD 1 0,00 0,0001
STD 2 0,25 0,0613
STD 3 0,50 0,0985
STD 4 0,75 0,1426
STDS 1,00 0,1719
STD 6 1,25 0,2146

Tabla 8. 2. Estadisticos de regresion para la determinacion de boro total.

Estadisticos Magnitud Estadisticos Magnitud
Coeficiente de correlacion
(r) 0,998 Limite de deteccidon (LOD) 0,0143
Coeficiente de determinacidn (R?) 0,996 Limite de cuantificacion (LOQ) 0,0538
Pendiente (b) 0,1689 Concentracion minima detectable 0,1001
Desviacion estdndar de la pendiente
(Ss) 0,0053 Concentracion minima cuantificable 0,3337
Limite de confianza para la pendiente 0,0149
Ordenada al origen (a) -0,00257
Desviacion estandar de la ordenada
(Sa) 0,0040
Limite de confianza para la ordenada 0,0113
Errores aleatorios en el eje y (S,x) 0,0056366
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Anexo 9. Cuantificacion de boro a partir de las cenizas de la hojade limén
Tahiti (Citrus x latifolia).

Figura 9. 2. Preparacion de la solucion Figura 9. 1. Solucién buffer con acetato
azometina-H con acido ascorbico al 1%. de amonio, EDTA, agua HPLC y &cido
acético.

De acuerdo al item 3.3.4.4 y 3.3.4.5 pag 35 y 36 repectivamente del disefio
metodolégico para la lectura de la concentracion de boro en el equipo de

ultravioleta/visible se procede lo siguiente:

Figura 9. 3. Se agregaron 10 mL e 4 S lenté lat
de &cido clorhidrico a 2 M en los |g|urfa g't .he ia eg Cl’l.ef‘,“” plato
crisoles que contiene las caletactor hasta ebutlicion.
cenizas.
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Figura 9. 5. Se filtr6 el contenido del crisol atraves de un papel de filtro, recibiendo
el filtrado en un matraz volumétrico de 100 mL

Acorde al item 3.3.4.5 del disefio metodoldgico inciso ay b de la preparacién
de las soluciones de boro para la preparacion segun el item 3.3.4.6 del set de

estandar para la curva de calibracion a continuacion:

A partir de la solucion estandar de 100 ppm de B se diluyd 25 mL de la
solucion en un matraz volumétrico de 500 mL se aforo con agua grado HPLC y
guardo en un frasco de polietileno.

Figura 9. 6. Se prepararon 6 estandares, en el que se miden alicuotas de la solucion estandar de
trabajo de B 10 ppm segun la tabla 3.5 se transfieren a matraces volumétricos clase A de 100 mL y se
almacenaron en un frasco de polietileno
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Representacion esquematica de la metodologia experimental de la

elaboracion de la curva de calibrado.

Esquema 9. 1. Preparacion del set de estandar de B.

Diluir SmLdela
solucion de 1000
ppm en un matraz

Solucidn estandar
dereservadeBa

Solucion estandar

lumétrico de
1000 ppm 7B\ Vo
£ 500 mL aforar con al0ppm de B
/ agua grado HPLC
- \___/ \\__/
\'\ /
0OmL 2,5mL 5 mL l 7,5mL 10 mL 12,5 mL
1,25
0 0,25 0,50 0,75 1,00 -
RT/ \pgrp/ \Ppm/ \_pin) \Ppm/ N
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De acuerdo al item 3.3.4.7 del disefio metodolégico para la determinacion de

boro a partir del filtrado de las cenizas de la muestra de andlisis.

¥
e p L] w 3 I

Y : “\ w
b ]

Dy~

— ”
Sasas s csns e
F——+ =

>
B Nar

Figura 9. 7. Se tomé del filtrado y de los estandares una alicuota de 4 mL y se agregé 4 mL de solucién buffer
y de la solucién azometina-H dejando desarrollar el color por 1 hora para leer en el equipo las muestras, controles

y blancos a una longitud de onda de 416 nm.

De inciso 3.3.4.7 de la determinacion de boro ecuacion 3.3 y 3.4 para conocer la
concentracion de boro:

Arbol A:R, - analista A
Ac=b X [Bmg/L]l+a

Despeje de la ecuacion de la linea recta

Ac—a
[Bmg/L] = (T) x fd
(3 1 (0.0540 — 0.0018) 100 3295 "
= X = .
[Bmg/L] 0.1584 mg/Kg

Arbol AiR; - analista B
Ac=b X [Bmg/L]+a
Despeje de la ecuacion de linea recta

(Ac—a)

[Bmg/L] == X fd

(0.0840 + 0.0023)
0.1687

Los resultados se muestran en la tabla 4.4 y 4.5 del item 4.3 del andlisis de

x 100 = 51.15mg/Kg

[B mg/L] =

resultados.
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Anexo 10. Incertidumbre de la concentracién de Boro de la hojade limén
Tahiti (Citrus x latifolia).

10.1 Incertidumbre de la masa de la muestra

a. Linealidad

La certificacion de la balanza analitica LACOMET 01470317 reporta una
linealidad de 0.000062 g en todo el intervalo de la medicion, por consiguiente, se

estima como una incertidumbre de tipo B, rectangular simétrico:

Moo o L
(lln)—\/g
‘u(lin)= 0'(3/%03 =0.00015 g

Esta contribucion tiene que ser tomada en cuenta dos veces, una vez por la
tara y otra por la masa bruta, porque cada una es una observacion independiente y
los efectos de linealidad no esta correlacionados. Por lo tanto:

Hain) = V2 x (0.00015)2 = 0.00021 g

b. Resolucién

La certificacion de la balanza analitica Kern ABJ-NM/ABS-N reporta una
resolucion de 0.0001 g. la incertidumbre por resolucion se estima asumiendo una
distribucion rectangular asimétrica. Al igual que la distribucién por linealidad,

distribucion por resolucién tiene que ser estimada dos veces, por consiguiente:

‘u(res) = %
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,U(res) _ 0.0001

=0.00003
x\/3 9

H(res)= 2 x (0.00003)Z — 0-00004g

Con el fin de calcular la incertidumbre combinada correspondiente a la
porcidon de muestra mesurada se aplica la regla 1 por consiguiente la incertidumbre

estandar combinada para pu(m .y estrq) NO €S MAs que:

E(Mipyestra) = \/.H(Lin)z + wu(Res)?

t(Mpyestra) = +/(0.00021)2 + (0.00004)2 = 0.00024 g

10.2 Incertidumbre del volumen

a. Repetibilidad

u(rep) =

Bl

(rep) 0,30165 0.06745
rep) = ——— =0,

b. Tolerancia

.u(TOl) = \/§

0,12
#(TOI) = \/§

= 0,06928

c. Temperatura

_V X T°C/H,0 x AT
tu'T \/§
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100mL x 0,00021 X (26 — 20)
ur = = 0,07275

V3

w = (rep)? + (ToD? + (T)?

uy = +/(0,06745)% + (0,06928)2 + (0,07275)2 = 0,1210

10.3 Estimacién de la incertidumbre correspondiente a u(f;)la repetibilidad de

la técnica colorimétrica

La técnica muestra una repetibilidad por la determinacién de 0,0188 (como
desviacién estandar relativa). Este valor puede utilizarse directamente para el calculo
de la incertidumbre estandar combinada asociada a los diferentes términos de

repetibilidad.

s
u(fr) = 730

0,1030
V30

10.4 Incertidumbre estandar asociada al resultado promedio de las

u(fr) = =0,0188

concentraciones de boro diluidas en las muestras analizadas.

Para estimar la incertidumbre estandar asociada a [B] deben ser calculadas
las incertidumbres estandar asociadas a cada concentracion de boro diluida en la
solucién acida digeridas en las cenizas por muestra. El estadistico Sx €s un
estimador de la incertidumbre como una desviacion estandar para cada [B] por

muestra.

Por cada muestra se realiz6 una lectura fotométrica por cada muestra, el
residuo de los resultados proviene de la curva de calibracion y se toman del anexo
7, 8. Para la solucién acida dirigidas de las cenizas proveniente de la hoja de limén
Tahiti (Citrus x latifolia), (yo = 0,064) promedio de las absorbancias obtenidas de la

lectura de las muestras, y = promedio de las absorbancias de las muestras.
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Tabla 10. 1. Hoja de célculo optimizada con los estadisticos asociados en la
regresion de la curva de calibracién.

STD CONC ABS O =9F  x? x;, — % (- y—-% =¥ (-7 7 yi—F% 0O -»7

1 0,00 0,006 0,000040 0 -0,6250 0,3906 -0,0959 0,0092 0,0599 -0,0003 0,0063 0,0105
2 0,00 0,001 0,000002 0,0000 -0,6250 0,3906 -0,1009 0,0102 0,0631 -0,0003 0,0013 0,0105
3 0,25 0,038 0,000007 0,0625 -0,3750 0,1406 -0,0639 0,0041 0,0240 0,0406 -0,0026 0,0038
4 0,25 0,037 0,000013 0,0625 -0,3750 0,1406 -0,0649 0,0042 0,0243 0,0406 -0,0036 0,0038
5 0,50 0,079 0,000006 0,2500 -0,1250 0,0156 -0,0229 0,0005 0,0029 0,0815 -0,0025 0,0004
6 0,50 0,078 0,000012 0,2500 -0,1250 0,0156 -0,0239 0,0006 0,0030 0,0815 -0,0035 0,0004
7 0,75 0,121 0,000002 0,5625 0,7500 0,5625 0,1210 0,0146 0,0908 0,1224 -0,0014 0,0150
8 0,75 0,122 0,000000 0,5625 0,7500 0,5625 0,1220 0,0149 0,0915 0,1224 -0,0004 0,0150
9 1,00 0,159 0,000018 1,0000 1,0000 1,0000 0,1590 0,0253 0,1590 0,1633 -0,0043 0,0267
10 1,00 0,175 0,000138 1,0000 1,0000 1,0000 0,1750 0,0306 0,1750 0,1633 00117 0,0267
11 1,25 0,202 0,000005 1,5625 1,2500 1,5625 0,2020 0,0408 0,2525 0,2042 -0,0022 0,0417
12 1,25 0,205 0,000001 1,5625 1,2500 1,5625 0,2050 0,0420 0,2563 0,2042 0,0008 0,0417
JSuma 7,50 1,223 0,00024 6,8750 3,7500 7,3438 0,6115 0,1970 1,2022 1,2230 0,0000 0,1959

Promedio 0,10191667  0,00002

Estadisticos Magnitud Estadisticos Magnitud
Coeficiente de correlacion (r) 0,998 Limite de deteccion (LOD) 0,0144
Coeficiente de determinacion (R 2) 0,996 Limite de cuantificacion (LOQ) 0,0489
Pendiente (b) 0,1636  Concentracion minima detectable 0,0903
Desviacion estandar de la pendiente (S ,,) 0,0018  Concentracion minima cuantificable 0,3010
Limite de confianza para la pendiente 0,0040

Ordenada al origen (a) -0,000333

Desviacion estandar de la ordenada (Sa) 0,0014

Limite de confianza para la ordenada 0,0031

Errores aleatorios en el eje y (S ) 0,004925

A partir de los datos obtenidos de los estadisticos de regresion se calcula Sxo:

SJ’/x l o — }-’)2

1
b |mtn Tt br - %2

Sxo =

Goo 2004925 1 1 (0071-0102)2
X0= 701636 30" 12 " (0,0267) x 7,3438
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S 0031 x| Lo L 0000961
X0 =5 307 12 T T0,0049

2.0009 42.0267

Sxo = 0,0301 x ./ 0,1214

Sxo = 0,0301 x 0,3484
Sxo = 0,0105

10.5 Célculo de la incertidumbre estandar combinada asociada a la
determinacion de boro total por latécnica espectroscépica de la muestrade la

hoja de limén Tahiti (Citrus x latifolia).

Se han logrado expresar todas las variables que sobrellevan fuente de
incertidumbre las cuales al ser combinadas aportan una incertidumbre estandar

asociada al mensurando para la técnica colorimétrica.

a
5 X Fd X Frep

[Bmg/kg] = %

[Bmg/kg]l = Sy, X Fd X Fr

[B mgig] = concentracion

Fr =factor de repetibilidad

a = intercepto

b = pendiente

Se le aplica la segunda regla de la QUAM para modelos mateméticos que
involucran multiplicacion y division, por lo tanto la ecuacion para la estimacion de la

incertidumbre combinada queda expresada la siguiente manera:
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uBmg/kg)] _ Sxo WV pm FT
[Bmg/kg] Xo %4 m 1

2

uclB mg/kg)] = [Bmg/kg)] j@_{) * (%2 N COR

Y (0,0105)2 (0,1210)2 (0,0002)2 (0,0188)2
uc[B mg/kg] = [Bmg/kg] 0,44 100 1,0000 1

uc[Bmg/kg] = 1,23
10.6 Calculo de laincertidumbre expandida para latécnica espectrofotométrica

Una vez que se conoce la incertidumbre combinada, se prosigue a calcular
la incertidumbre expandida Uex, que se consigue multiplicando la incertidumbre
combinada por un factor de cobertura que permite establecer un intervalo de

concentraciones en el que se encuentre de forma razonable el mensurando.
Uex = uc[Bmg/kgl x k

Uex= 123X 2 = +246
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Tabla 7. 3. Limite de la cantidad de nutrientes en citricos.

Anexo 11. Limites de cantidad de nutrientes en citricos.

Elementos Deficiente Niveles Excesivo
(%) (menor que) Bajo Optimos Alto {mayor que)
N 22 22.23 24-2.6 27-28 2.8
P 0.09 0.09-0.11 0.12-0.16 0.17-0.29 0.30
K 0.40 0.40-0.69 0.70-1.09 1.10-2.00 2.30
Ca 1.6 1.6-2.9 3.0-55 5.6-6.9 7.0
Mg 0.16 0.16-0.25 0.26-0.6 0.7-1.1 1-2
5 0.14 0.14-0.19 0.2-0.3 0.4-0.5 0.6
B (ppm) 21 21-30 31-100 101-260 260.
ClI% 0.3 0.4-0.6 0.7
Cu (ppm) 36 3.6-49 5.1-10 10-15 15
Fe i6 36-59 60-120 130-200 250
Mn 16 16-24 25-200 300-500 1000
Mo 0.06 0.06-0.09 0.10-0.29 0.3-04 -
Zn 16 16-24 25-100 110-200 300
Fuente: CENTA, cultivo del limén Tahiti, 2002.
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Anexo 12. Fertilizante.

Figura 12. 1. Portada de envase del fertilizante utilizado como muestra
control.

Figura 12. 2. Tabla nutricional del envase del fertilizante
utilizado como muestra control.

Azufre 6 %
Boro 0.014 %
Hierro 0.0025 %
Manganeso 0.014 %
Zn 0.046 %
Cu 0.006 %
Potasio 28 %
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Aguilar & Del Castillo

Anexo 13. Método de yema de los dedos

La préactica con la yema de los dedos se utiliza
para conocer la madurez de la hoja, la hoja debe de ser
un poco mas dura, ya que la hoja joven es mas blanda;
frotando la yema en la hoja y de igual forma identificar

el color de la hoja.

Figura 13. 1. Practica yema de los dedos para conocer la estructura de
la hoja.
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GLOSARIO

CENTA: Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal
AOAC: Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
Necrosis: Degeneracién de un tejido por muerte de sus células.

Clorosis: Amarilleo de las partes verdes de una planta debido a la falta de actividad

de sus cloroplastos.
Cloroplastos: Organulo de las células vegetales en el que tiene lugar la fotosintesis.
Follaje: Conjunto de hojas y ramas de arboles y plantas.

Fenologia: Estudio de los fendmenos biolégicos en relacion con el clima,

particularmente en los cambios estacionales.

Translocacion: Mutacion genética que consiste en el cambio de posicion de dos o

mas nucleétidos en la secuencia del ADN.

Fisiologia: Ciencia que tiene por objeto el estudio de las funciones de los seres

organicos
Entrenudo: Parte del tallo de algunas plantas comprendida entre dos nudos.

Lanceolado, da: Dicho de una hoja o de sus Iébulos: De forma semejante al hierro
de la lanza.

Peciolos: Pezon que sostiene la hoja.
Apice: Extremo superior o punta de algo.
Dicotiledon: Dicho de un vegetal: Que tiene un embrion con dos cotiledones

Rutécea: Dicho de una planta: Del grupo de las angiospermas dicotiledoneas, con

hojas alternas u opuestas, simples o compuestas
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Floema: Tejido vivo de las plantas vasculares que transporta sustancias organicas

e inorganicas de una parte a otra de estos organismos.

Translocacion: Mutacién genética que consiste en el cambio de posicion de dos o

mas nucleoétidos en la secuencia del ADN.

Simpléstica: El compartimento intracelular de una planta, conformado por el

citoplasma

Apoplasto: Es un espacio extracelular perifrico al plasmalema de las celulas

vegetales por el que fluyen agua y otras sustancias.

Minitab: es un programa de computadora disefiado para ejecutar funciones

estadisticas basicas y avanzadas.

Anderson-Darling (AD): Mide el area entre la linea ajustada (basada en la
distribuciéon normal) y la funcién de distribucién empirica (que se basa en los puntos

de los datos).

El valor p es: una probabilidad que mide la evidencia en contra de la hipétesis nula.
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