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RESUMEN

El presente estudio tiene por objeto optimizar la técnica de andlisis de espectroscopia de
emision atomica por acoplamiento de plasma inductivo y deteccion optica (ICP-OES) para
determinar el contenido de fosforo, azufre y boro en tejido foliar de banano y rosas en

cultivos en las provincias de El Oro y Cotopaxi.

El laboratorio del Departamento de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) de la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) donde se desarroll la parte experimental de esta
investigacion  utilizaba  tradicionalmente  técnicas  fotocolorimetricas para la
cuantificacionde boro, azufre y fosforo; las mismas que desde el punto de vista analitico
presentan limitaciones: los extractos coloreados por ejemplo, dificultan la lectura
apropiada en el equipo, o el empleo de reactivos altamente toxicos. Por esta razon fue
imperiosa la necesidad de implementar métodos menos nocivos para el personal y el medio
ambiente, al ser una técnica multielemental permite optimizar el tiempo de preparacion de
la muestra, costos de reactivos, por estas razones se propuso optimizar la técnica
deespectroscopia de emision atdmica por acoplamiento de plasma inductivo y deteccion

Opticapara el analisis de estos elementos en diferentes matrices.

En el presente estudio se describen los métodos utilizados para el muestreo, extraccion de
los analitos, optimizacion del equipo y cuantificacion de fosforo, azufre y boro en tejido

foliar de banano y rosas.



Las 144 muestras con las que se trabajo se colectaron siguiendo las normas apropiadas,
para luego ser clasificadas, secadas y molidas, la extraccion de los analitos se realizd
mediante digestion acida usando un horno microondas y finalmente para cuantificar se

utilizé un equipo PERKIN ELMER Optima 2600.

Para asegurar la calidad de los resultados obtenidos se optimiz6 el equipo seleccionando la
longitud de onda, vista de plasma y flujos adecuados, se utilizO como material de

referencia el Standard Reference Material 1570a Spinach Leaves.

Finalmente, se procedio a cuantificar los analitos y mediante una grafica de concentracion
en funciodn de las muestras analizadas para cada una de las variedades de los dos diferentes
tipos de cultivo se visualizd el comportamiento del analito y el estado nutrimental de la
planta, observando que el contenido de fosforo, azufre y boro en la variedad Dominico y
Magquetio los valores se encuentran dentro de los niveles de referencia considerados como
Optimos para el tipo de estudio, a excepcion de las muestras 8 ala 13 y de la 37 a la 40 que

presentan una concentracion de fosforo inferior al nivel minimo de referencia.

En lo referente a las muestras de rosas variedad Grandiflora e Hibridas de T¢, los analitos
tienen una concentracion menor al nivel minimo de referencia en las siguientes muestras:
de la muestra 1 al 15, de la 21 a la 26 y de la 45 a la 48 en fosforo, de la 21 a la 26 en

azufre y de la 49 a la 55 en boro.



ABSTRACT

The present study has like aim to optimize the technique of inductively coupled plasma
emission spectroscopy and optical detection (ICP-AES) to determine the content of
phosphorus, sulfur and boron in leaf tissue and roses banana crops in provinces of El Oro

and Cotopaxi.

The laboratory of Departamento de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) of Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) which developed the experimental part of this
research photocolorimetrics techniques traditionally used for quantification of boron, sulfur
and phosphorus, the same as from the analytically have limitations: colored extracts for
example, difficult to read properly on the equipment, or use of highly toxic reagents. For
this reason it was imperative to implement methods less harmful to personnel and the
environment, it is proposed to optimize the technique of atomic emission spectroscopy
inductively coupled plasma optical detection and analysis of these elements in different

matrices.

This study describes the methods used to sample, extraction of analytes, equipment
optimization and quantification of phosphorus, sulfur and boron in banana and roses

leaves.

The 144 samples which were collected have been worked under strict quality control

before being sorted, dried and grounded, the extraction of the analytes was performed by



acid digestion using a microwave oven and then was used to quantify a Perkin-Elmer

Optima 2600.

To ensure the quality of results is optimized by selecting the equipment wavelength view
and adequate flow of plasma and was used as reference material 1570a Standard Reference

Material Spinach Leaves.

The final step was to quantify analytes and using a graph of concentration versus the
samples for each of the two varieties of crop types visualized analyte behavior and the
nutritional status of the plant, noting that the phosphorus, sulfur and boron in
varietyMaquefio and Dominico the values are within the reference levels considered
optimal for the type of study, except samples 8 to 13 and 37 to 40 having phosphorus

concentration below the minimum baseline.

Regarding samples variety Grandiflora and Hibridas de T¢, the analytes have a minimum
concentration below the reference level in the following samples: Samples 1 to 15, from 21

to 26 and 45 to the 48 in phosphorus, 21 to 26 in sulfur and 49 to 55 in boron.



INTRODUCCION

El Ecuador es un pais netamente agricola, la agricultura ha sido y es un factor determinante

en la dinamica de la economia ecuatoriana.

Actualmente, esta actividad se ha convertido en un activo estratégico para la mayoria de
las naciones en el mundo. Sin embargo, a medida que la agricultura se ha ido
desarrollando, los aspectos que giran alrededor de esta actividad, sobre todo su relacion
con el medio ambiente, la industria, las finanzas, el comercio y los consumidores, se han
vuelto mas complejos, exigen nuevas politicas de control de calidad y andlisis que
fortalezcan este recurso y atiendan adecuadamente las necesidades de la seguridad

alimentaria del siglo XXI.

La evaluacion del nivel de disponibilidad de nutrientes a través del andlisis quimico de
tejido foliar es todavia objeto de estudio en muchos paises, actualmente el mercado ofrece
equipos con nuevas tecnologias que permiten optimizar las técnicas de andlisis para

facilitar el diagnoéstico de la fertilidad del suelo y del estado nutrimental de los cultivos.

Una de las técnicas alternativas de andlisis de nutrientes en tejido foliar es la
espectroscopia de emision por acoplamiento de plasma inductivo y deteccion optica (ICP-
OES); la cual permite el manejo de extractos con niveles de sensibilidad, exactitud,
precision y deteccion grandemente mejorados. Cabe ademas mencionar, que esta técnica
permite el analisis simultdneo de varios elementos en menor tiempo; siendo por tanto mas

eficiente.



El tejido foliar de banano y rosas fueron escogidos para el analisis de fosforo, azufre y

boro, por dos razones importantes detalladas a continuacion:

1.

El laboratorio del Departamento de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) de la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) esta comprometido con el desarrollo
agropecuario y econdmico del pais, mediante la prestacion de servicios analiticos
altamente confiables con el fin de determinar el estado nutrimental de los cultivos. Su
actividad se ha visto favorecida por el incremento en el nimero de muestras
analizadas, siendo en su mayoria las de banano y rosas que le permiten mejorar su
nivel econdmico, con la implementacion de la técnica de analisis de espectroscopia de
emision por acoplamiento de plasma inductivo y deteccion optica (ICP-OES) se

pretende que el nimero de analisis por dia sea mayor [1].

Las excelentes condiciones de orden climatico y ecoldgico que tiene nuestro pais, han
permitido que pequeios, medianos y grandes productores se dediquen al cultivo entre
otros, de banano y rosas, de tal manera que aseguran la posibilidad de abastecer la

demanda mundial los 365 dias del afo [2].

Con todos estos antecedentes es muy importante sefialar la importancia del empleo de la

técnica de analisis mediante espectroscopia de emision atomica por acoplamiento de

plasma inductivo en el analisis foliar, ya que constituye una herramienta esencial para el

diagnéstico del estado nutricional de los cultivos, este analisis consiste en medir el

contenido total de los nutrientes presentes en las hojas u otra parte de la planta; se

considera actualmente como una referencia indispensable para confirmar los sintomas



visuales de la mal nutriciéon o toxicidad, conocer el estado nutricional de las plantas,

complementar el analisis de suelo, y como guia de fertilizacion.

En el trabajo de disertacion que se presenta a continuacioén se determina el contenido de
fosforo, azufre y boro en tejido foliar de banano en las variedades Dominico y Maquefio y

rosas en las variedades Grandiflora e Hibridas de té utilizando la técnica mencionada.

En los capitulos I se desarrollan aspectos relacionados con la nutriciéon mineral de las
plantas, en el capitulo II se trata el fundamento teodrico de la espectroscopia de emision y se
realiza una breve descripcion del equipo empleado. En el capitulo III se detalla la
metodologia empleada para el muestreo, la optimizacion del equipo y la cuantificacion de
los analitos; los resultados y las discusiones correspondientes se detallan en el capitulo IV

y finalmente en el capitulo V se presentan las conclusiones y recomendaciones respectivas.



CAPITULO |

NUTRICION MINERAL DE LAS PLANTAS

El crecimiento y desarrollo de las plantas estan determinados por numerosos factores del
suelo y del clima, asi como por factores inherentes a las plantas mismas. Algunos de éstos
estan bajo control del hombre, pero muchos de ellos no. Por ejemplo, el hombre tiene poco
control sobre el aire, la luz y la temperatura, pero puede influir en la provision de
nutrientes del suelo, en la cantidad de nutrientes disponibles modificando las condiciones
del suelo o afiadiéndolos en forma de fertilizantes [3]. Para obtener del suelo buenas
cosechas, entre otras cosas se necesita que esté provisto de una cantidad adecuada de todos
los nutrientes necesarios, asi como de la forma en que las plantas los pueden utilizar, debe

existir entre ellos un equilibrio aproximado.

Hay nutrientes que son esenciales para el ciclo de vida de las plantas e intervienen
directamente en la nutricion de la misma a mas de corregir alguna condicion desfavorable

del suelo o del medio del cultivo [4].

1.1 MACRO Y MICRONUTRIENTES DE LAS PLANTAS

En la actualidad se considera que hay por lo menos 16 elementos necesarios para el

crecimiento de las plantas, indicados en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1Elementos esenciales, formas de absorcion y composicion aproximada en las

plantas [5].
. NIVELES
NUTRIENTE FORMA DE ABSORCION DESEABLES
Macronutrientes
Nitrogeno NO;’, NHy" 1-3 %
Fosforo H,PO, , HPO,~ 1.8-3.0 %
Calcio Ca”’ 0.5-3.5 %
Potasio K" 0.3-3 %
Magnesio Mg* 0.03-0.8 %
Azufre S04~ 0.1-6.0 %
Micronutrientes
Cobre Cu™” 10-40 ppm
Hierro Fe* 100-1000 ppm
Manganeso Mn®" 50-300 ppm
Molibdeno MoO,* 10-40 ppm
Zinc Zn" 10-20 ppm
Boro H, BOsy 30-60 ppm

El carbono, hidrogeno y oxigeno que se combinan en las reacciones fotosintéticas, son
obtenidos del aire y del agua y constituyen el 90 % de la materia seca. Los elementos
restantes: nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, y azufre son requeridos en grandes
cantidades y se los llama elementos principales o macroelementos; los nutrientes que se
necesitan en cantidades considerablemente bajas se les denomina elementos menores o
microelementos, incluyendo en ellos al manganeso, hierro, boro, zinc, cobre, molibdeno y

cloro [5].

1.2 FUNCIONES DE LOS NUTRIENTES EN LAS PLANTAS

Cuando a las plantas les falta algiin nutriente en particular, por lo general aparecen

sintomas, es importante conocer y comprender la causa. Si el aspecto es poco saludable se



debe a alguna enfermedad, en estos casos es posible que se pueda salvar el cultivo con so6lo
rociar el fertilizante o si se trata de una deficiencia de nutrientes, estos se pueden aplicar al
suelo en cobertera o en aspersiones foliares. Esas deficiencias de nutrientes aparecen sélo
cuando la provision de un elemento es tan escasa que la planta ya no puede funcionar
normalmente, pero de ordinario resulta provechoso aplicar fertilizantes mucho antes de que

aparezcan los sintomas de una carencia aguda [6].

Hay una diferencia considerable en la movilidad de los diversos nutrientes, cuando se
presenta la escasez de un nutriente mévil, éste es sustraido de tejidos mas viejos y es
translocado a los puntos de crecimiento, por lo cual los sintomas aparecen en las hojas
inferiores. El nitrogeno por ejemplo, es un nutriente muy movil y aquellas partes de la
planta que presentan deficiencia de este elemento tienen hojas inferiores de color amarillo
y superiores verdes. Otros nutrientes moviles son: fosforo, potasio y magnesio. Elementos
como el calcio, boro, hierro, cobre y manganeso tienen una movilidad limitada y producen

sintomas en las hojas nuevas o en los puntos de crecimiento [7].

El azufre, el fosforo y el boro cumplen actividades especificas dentro de la planta, las

mismas que se resumen a continuacion.

1.3 FOSFORO

El fosforo desempefia un papel indispensable como combustible universal para todas las
actividades bioquimicas de las células vivientes, es esencial para el crecimiento de las
plantas y no puede ser sustituido por otro nutriente, la mayoria lo absorben casi
exclusivamente como iones fosfato inorganico en la forma H,PO., ya que este es

absorbido mas facilmente que el HPO,4 , desgraciadamente el fosforo que se encuentra en
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el material madre es de baja asimilabilidad para las plantas. Probablemente todas las

formas de fosforo sean asimilables luego de un largo periodo de tiempo [8].

En la Figura 1.1 se puede apreciar el ciclo del fosforo en la naturaleza y la intervencion del
hombre en el mismo. El fosforo se pierde por escurrimiento, erosion y absorcion por las
plantas; por otro lado regresa al suelo por adicion de fertilizantes minerales (que es la mas
importante y significativa), por el retorno de residuos de animales y vegetales en forma de

fosforo organico y por deposicion atmosférica [9].

Se pierde del suslo

El Ciclo del Fosforo

Minerales

Fasforo organico primarios J
~Microbios i Superficie
“Residuos de plantas =2 mineral
At {Arcilla, éxidos de Fe
v Al
carbonatos)

Secundarios
{CaP, FeP, MnP, AIP)

Figura 1.l Representacion del ciclo de fosforo en un sistema suelo-

planta [9].

1.3.1 EFECTO DEL pH EN LA DISPONIBILIDAD DE FOSFORO

Los iones que se encuentran en la solucion del suelo son funcion del pH, Figura 1.2, éste
controla la abundancia relativa de las formas idnicas del fosfato. El i6n H,PO4 se favorece
por debajo de pH 7 y el i6n divalente HPO4 por encima de pH 7. Si el pH es muy alcalino

todo el fosforo se encuentra bajo la forma de PO, no absorbible por las plantas.
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En suelos muy acidos las concentraciones de hierro y aluminio disuelto son bastante altas
como para precipitar el fosfato, como fosfatos de hierro y aluminio insolubles, como por
ejemplo la estrengita (Fe(OH),H,PO4) y variscita (Al(OH),H,PO4). En suelos alcalinos y
calcareos el fosforo del suelo se encuentra presente como apatita Fe,Caz(PO4),Ca;s,

hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH),y carbonatoapatita Ca3(PO4),CaCOs [8].

Fixation mostly
N as calcium
e —_
AnmiIHnNNR Al
NN

'\:_ L D) y
A A nmnnit

X TR \;\\\\__\ ; n.h\..:::“‘..
\% o . S, .\ %

{ Chemical
fixation by
soiuble Fe, Al, and Mn \§

0 _ ! !
40 5.0 6.0 1.0 8.0

PERCENTAGE QISTRIBUTION

Figura 1.2 Porcentaje de distribucién de iones en suelo segun su pH [8].

1.3.2 EFECTO DEL FOSFORO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Los efectos de la deficiencia o exceso de fésforo son menos notables que los del nitrogeno
o el potasio. El fosforo acelera la maduracion de las plantas, mucho mas que la mayoria de
los nutrientes, la deficiencia de fosforo, por su parte, produce plantas muy pequenas o
achaparradas. Un sintoma de deficiencia de fosforo es un color verdinegro asociado con

coloracion purpurea en la etapa de crecimiento de la plantula, después las plantas se
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vuelven amarillas. Ocasionalmente, cuando la falta de fosforo inhibe la utilizacion del

nitrogeno, se desarrolla un color verde palido o verde amarillento [6].

1.4 AZUFRE

Las plantas obtienen la mayor parte del azufre del suelo en forma de sulfato (SO4) es
incorporado al aminoacido cisteina en los tejidos fotosintéticos, las hojas absorben algo
como dioxido de azufre (SO;) que se encuentra en la atmosfera, donde se concentra debido
a los procesos naturales de descomposicion de la materia orgdnica, combustién de

carburantes y fundicion de metales [10].

A diferencia de lo que ocurre con el nitrégeno, el azufre presenta escasa movilidad dentro
de la planta, determinando que los sintomas de deficiencia se observen en las hojas mas
nuevas, participa en importantes procesos bioquimicos y fisiologicos en las plantas
superiores como la biosintesis de proteinas y lipidos, fotosintesis, asimilacion y fijacion

bioldgica de nitrogeno, entre otras [11].

Como se puede apreciar en la Figura 1.3, el ciclo de azufre en el sistema suelo-planta esta
gobernado por procesos biologicos y fisico-quimicos, con activa participacion de la biota
del suelo. La fertilizacion con azufre ya sea en forma de sulfato, SO4 , 0 como azufre, S°,
representa el principal ingreso de éste, otros aportes que pueden ser importantes son el
riego y las capas freaticas. La contribucion de las formas gaseosas de azufre es poco
significativa en areas alejadas de centros urbanos, industriales o distantes del mar. Las
principales pérdidas o salidas de azufre de los agro-ecosistemas corresponden a la

remocion de los productos en las cosechas, lixiviacion y escurrimiento. La adsorcion y las
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pérdidas gaseosas desde la superficie del suelo o desde las plantas presentan menor
relevancia. Los principales biogeociclos internos del azufre en suelos son la

mineralizacion-inmovilizacion y la oxidacion [12].

Muchas de las reacciones de este elemento son similares a las del nitrogeno, los dos
sufren cambios en oxidacién y reduccion y que al precipitar se agregan al suelo en

cantidades significativas.

| 80, ATMOSFERA |<,L—\\
ARIMALES
ﬁJL;W/% DMS

PLAMTAS reducico | M CROORGAMISMO S I
B Descomposicitn
Utilizadon
Desulfovibrio ' -
S0, ! HS COMBLISTION
MMER A .
WETED R 2000
<, WOLCARSHAD
G, IMOUSTRIA
2 ERDSION
DEPOSITOS SULFUROS
SEDINMENT ARIOS METALICOS
EVAP ORITAS CARBOMNES

GG EOND'ETS
AZVFRE

Figura 1.3 Representacion diagramatica del ciclo de azufre en un

sistema suelo-planta [12].

Algunas especies como las cruciferas y entre ellas las lilidceas, absorben una gran cantidad
de sulfatos, produciendo en su contenido celular gran cantidad de sulfuro de alilo que
ocasiona el olor caracteristico de algunos vegetales como la cebolla,es un componente
insustituible de algunas grasas (mostaza y ajo). Este elemento contribuye en la formacion

de la clorofila, a un desarrollo més acelerado del sistema radicular y de las bacterias
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nodulares, que asimilan el nitrogeno atmosférico, que viven en simbiosis con las
leguminosas. Parte del azufre se encuentran en las plantas en forma oxidada de compuestos

inorganicos [13].

1.4.1 SINTOMAS DE DEFICIENCIA DE AZUFRE
Cuando el azufre se encuentra en escasa concentracion para las plantas se alteran los
procesos metabolicos y la sintesis de proteinas. La insuficiencia de azufre debido a los
trastornos fisiologicos, influye en el desarrollo manifestindose en los siguientes aspectos
[14].

e Crecimiento lento.

e Debilidad estructural de la planta, tallos cortos y pobres.

¢ Clorosis en hojas jovenes principalmente en los nervios foliares e inclusive

aparicion de manchas oscuras (por ejemplo, en la papa).
e Desarrollo prematuro de las yemas laterales.

e Formacion incompleta de los frutos.

Sin embargo, cuando se quema hulla y petrdleo, se libera azufre a la atmdsfera como SO,,
en muchas zonas, las lluvias arrastran de la atmosfera una cantidad de azufre suficiente
para las necesidades de las plantas. Estudios han demostrado una relacion entre la adicion
de azufre a los suelos, la precipitacion ocasionada por las lluvias y la cercania a centros
industriales. De hecho en algunos suelos el exceso de azufre provoca la muerte de la

vegetacion [15].
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1.5 BORO

El boro pertenece al grupo de los micronutrientes esenciales y afecta a numerosos procesos
metabolicos. El requerimiento y respuesta de los cultivos al boro varia significativamente.
Esto se debe a diferencias en la estructura y composicion de la pared celular en la que el
boro juega un papel esencial. La plantas absorben el boro de la solucion del suelo

principalmente en forma de acido borico (H;BOs3) en forma pasiva [14].

1.5.1 FUNCIONES DEL BORO EN LA PLANTA

o Fomenta la formacion de carbohidratos estabilizadores de la pared celular.

e Mejora la estabilidad de la membrana celular y su funcionamiento.

o Interviene en los procesos enzimaticos de sintesis de sacarosa y almidon, asi como en
el transporte de compuestos asimilados en el interior de la planta activando el ATP y
manteniendo la funcionalidad del floema.

e Regula la formacion de RNA. De esta manera es influenciada la sintesis del acido
nucleico y a su vez la sintesis total de las proteinas.

e Ayuda el crecimiento de la planta a través de su efecto en la division celular.

1.5.2 SINTOMAS DE DEFICIENCIA DE BORO
Los sintomas de deficiencia se presentan primero en tejidos apicales mas jovenes de la
planta y provoca un crecimiento lento, las raices y los apices mueren, las hojas jévenes se

marchitan y los tallos se vuelven fragiles [11].
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1.5.3 EXCESO DE BORO EN LA PLANTA
Los sintomas de toxicidad de boro incluyen clorosis y necrosis de los puntos de

crecimiento que progresa hacia el centro de las hojas, y mas tarde hojas que se caen e

incluso muere la planta [14].
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CAPITULO Il

ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA

La espectroscopia de emision es una técnica analitica que hace uso de la radiacion
electromagnética emitida por una muestra material (solido, liquido o gas) previamente

excitada mediante una fuente de energia.

Cuando los atomos o moléculas absorben energia se excitan y en dicho estado permanecen
un tiempo muy corto, del orden de 10 segundos, luego el 4tomo o molécula vuelve a su
estado fundamental emitiendo energia en forma de luz o cuantos luminosos en la region

visible, ultravioleta o rayos X [16], en un proceso del tipo:

X + energia > X* > X + energia (2.1)

Donde:
X: atomos o moléculas en estado fundamental

* y -
X : atomos o moléculas excitados

Para obtener espectros atomicos en la region ultravioleta o visible las moléculas se
descomponen y se convierten en particulas gaseosas elementales, este fenomeno se conoce
como atomizacion, los espectros obtenidos estan constituidos por una cantidad limitada de
lineas discretas de longitud de onda caracteristicas de cada elemento, que puede ser medida
y utilizada para el analisis cualitativo y cuantitativo, ya que la intensidad de las lineas es

proporcional a la cantidad de atomos excitados en dependencia de las condiciones de
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excitacion y la concentracion de la muestra, permitiendo por lo tanto que los métodos
basados en la atomizacidon sean especificos, de amplio rango de aplicacion, excelente

sensibilidad, rapidez y conveniencia [17, 18].

La energia utilizada en el proceso de excitaciéon puede proceder de diferentes fuentes

dando lugar a distintas técnicas, como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla2.1 Métodos atobmicos de emision [19].

Técnica Fuentes de energia Cantidad medida
Fotometria de llama Llama Intensidad de radiacion
. ., ” Intensidad de radiacion
Fluorescencia atomica Radiacion electromagnética .
dispersada
Espectrometria de emision Eléctrica Intensidad de radiacion

Plasma de argon producido
Plasma acoplado por induccioén a partir de un
inductivamente (ICP) campo de alta frecuencia
(6000-8500°C)

Intensidad de radiacion

Intensidad de radiacion

Fluorescencia de rayos X Rayos X dispersada

La fuente menos energética es la llama, la fluorescencia atdmica también utiliza la llama,
pero como medio de atomizacion, en la espectrometria de emision se emplea la energia
eléctrica utilizando diferentes dispositivos: arco de corriente continua, chispa o el arco de
corriente alterna. Los plasmas constituyen una fuente de excitacidon muy energética y
finalmente cuando se utiliza un haz primario de rayos X para generar un haz secundario, se

tiene la fluorescencia de rayos X [19].
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2.1 ESPECTROMETRIA DE EMISION CON FUENTES DE PLASMA

Las fuentes de excitacion consideradas como tradicionales presentan una serie de
inconvenientes, la temperatura que se alcanza en la llama, por ejemplo, es relativamente
baja, por lo que resulta dificil analizar elementos refractarios o elementos con grandes
energias de excitacion [20].Para evitar estos inconvenientes, en €poca relativamente
reciente, se ha desarrollado una técnica para el andlisis multi-elemental basada en el

empleo de plasmas [21].

La espectroscopia de emision Optica con fuentes de plasma se basa en la vaporizacion,
disociacion, ionizacion y excitacion de los diferentes elementos quimicos de una muestra
en el interior de un plasma, permitiendo determinar de forma cuantitativa la mayoria de los
elementos de la tabla periddica a niveles de traza y ultra traza, partiendo de muestras en
disolucion acuosa. Esta técnica es aplicable a la determinacién de un gran niimero de

elementos en los cuales sus limites de deteccion son en general en pg/L (ppb).

La Figura 2.1., contiene una representacion de la tabla periodica de los elementos que

pueden ser determinados por espectroscopia de emision optica con fuentes de plasma (ICP-

OES) con sus limites de deteccion expresados en pg/L.
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Figura 2.1 Tabla periodica con los elementos que se pueden determinar por ICP-

OES y sus limites de deteccion en pg/L [21].

Una de las principales ventajas de la técnica de espectrometria de emision atomica con
plasma acoplado inductivamente, ICP-OES, es que muchos elementos se pueden
identificar con facilidad en el proceso analitico mismo, esta capacidad multi-elemental
surge del hecho de que todas las sefales de emision necesarias para obtener calidad e
informacion cuantitativa son emitidas por el plasma al mismo tiempo [22] y a ésta se une la

amplia gama de concentraciones.

El plasma es considerado el cuarto estado de la materia, es una mezcla gaseosa conductora
de electricidad que contiene una concentracion significativa de cationes y electrones. En el
plasma de argon que se emplea en los andlisisde emision, los iones argéon y los electrones
son las principales especies conductoras, aunque pueden estar también en menor cantidad
los cationes de la muestra. Los iones argon, una vez que se han formado en un plasma, son
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capaces de absorber suficiente potencia de una fuente externa, como para mantener un
nivel de temperatura en el que la ionizacion adicional sustenta el plasma indefinidamente;
la temperatura puede llegar a 10 000 K [21]. En funcién de cémo se aporte esta energia
externa, se han desarrollado tres tipos de fuentes de alimentacion: una fuente de corriente
continua (DCP), capaz der mantener una intensidad de varios amperios entre los electrodos
sumergidos en una corriente de argoén; las otras utilizan potentes campos de microondas y
de radiofrecuencia a través de las cuales fluye el argon. De las tres, la de radiofrecuencia
o de plasma acoplado inductivamente es la mas interesante desde el punto de vista

analitico, ofrece mayores ventajas en cuanto a sensibilidad y la ausencia de interferencias.

2.1.1 FUENTE DE PLASMA ACOPLADO POR INDUCCION
La fuente de alimentacién empleada para mantener un nivel de temperatura de 10000 K es

la de plasma acoplado inductivamente (ICP) denominada antorcha, Figura 2.2 [22].

Consiste en tres tubos concéntricos de cuarzo a través de los cuales fluye una corriente de
argon, el diametro del tubo mas grande es aproximadamente de 2.5 ¢cm; rodeando la parte
superior de este tubo se encuentra una bobina de induccidén refrigerada por agua,
alimentada por un generador de radiofrecuencia capaz de producir una potencia de 0.5 a 2

Kw aunos 27.12 0 41 MHz [23].

La ionizacion del argdn se inicia mediante una chispa que proviene de la bobina Tesla. Los
iones resultantes y sus electrones asociados interaccionan con el campo magnético
oscilante (H en la Figura 2.2) producido por la bobina de induccidn, esta interaccion
provoca el movimiento de los iones y electrones dentro de la bobina en trayectorias

circulares.
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Figura2.2 Fuente de plasma acoplado por induccion.

La temperatura del plasma formado es lo suficientemente elevada como para que el
cilindro exterior de cuarzo requiera aislamiento térmico, por lo cual, se hace fluir argon de
forma tangencial alrededor de las paredes del tubo central para enfriar la pared interior del

tubo central y centrar el plasma radialmente [21].

2.2 ESPECTROFOTOMETRO DE EMISION CON FUENTES DE PLASMA

Un espectrofotdmetro es un instrumento usado en el andlisis quimico que sirve para medir,
en funcion de la longitud de onda, la relacion entre valores de concentracion de un analito

especifico que se miden en una muestra [24].

En la actualidad se ofrecen varios disefios de espectrofotometros de emision de plasma, la

mayoria abarca por completo el espectro ultravioleta y visible, desde 170 a 800 nm.
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Algunos equipos estan disefiados para trabajar en condiciones de vacio con lo que pueden

llegar a longitudes de onda del ultravioleta de hasta 150 6 160 nm. Esta region de

longitudes de onda corta es importante porque elementos como el foésforo, azufre y carbono

presentan lineas de emision en dicha zona [25].

2.2.1 PARTES DEL EQUIPO ICP-OES

Un equipo ICP-OES, Figura 2.3, esta formado por:

e Un sistema de introduccion de la muestra (nebulizador, bomba peristaltica y cdmara

de nebulizacion).

e Sistema de produccion de emision (antorcha).

e Sistema de coleccion y deteccion de la radiacion emitida (elementos de trasferencia

optica, mecanismos de dispersion de longitud de onda, espectrometro y detector).

_ Transfer Optics

Radio Sl O
Frequency

Generator

Spectrometer

Argon Nebulizer -
)
= it Chamber

To Waste

—

Computer

Microprocessor
and Electronics

Figura2.1 Componentes principales de un equipo tipico ICP-OES.
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2.2.1.1SISTEMA DE INTRODUCCION DE LA MUESTRA

En espectrometria de emision por acoplamiento de plasma inductivo con detector optico, la
muestra suele ser transportada en el instrumento como una corriente liquida que en el
interior del equipo se convierte en un aerosol a través de un proceso conocido como
nebulizacion [24]. El aerosol de la muestra es luego desolvatado, vaporizado, atomizado,

excitado y luego ionizado.

e Desolvatacion: El plasma formado a altas temperaturas permite eliminar el
disolvente y dejar la muestra en microparticulas de sal.

e Vaporizacion: Las microparticulas se disocian en moléculas individuales y pasan a
estado gaseoso.

e Atomizacion: Las moléculas individuales se disocian en atomos.

e [Excitaciébn e ionizacion: Para que un atomo o ion pueda emitir su radiacion
caracteristica, uno de sus electrones debe ser promovido a un nivel de energia

mayor a través de un proceso de excitacion.

NEBULIZADORES
Son dispositivos que convierten la solucion de la muestra en un aerosol y permiten

transportar al plasma [21].

BOMBA PERISTALITICA
Utiliza una serie de rodillos que empujan la solucion de la muestra a la turbina en un
proceso conocido como peristaltismo. La bomba no estd en contacto directo con la

solucion, por lo tanto, se anula la posibilidad de contaminacion [22].
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CAMARA DE NEBULIZACION

Una vez que se forma el aerosol de la muestra por el nebulizador, éste debe ser
transportado a la antorcha para ser inyectada al plasma. Debido a que so6lo gotas muy
pequetias del aerosol son apropiados para la inyeccion en el plasma, existe una camara de
pulverizacion colocada entre el nebulizador y la antorcha, su funcion principal es eliminar
las gotas grandes de los aerosoles y su funcion secundaria es suavizar pulsos que a menudo

se producen durante la nebulizacion debido al bombeo de la solucion [24].

2.2.1.2  SISTEMA DE PRODUCCION DE EMISION

El sistema de produccion de la emision estd compuesto inicamente por la antorcha que es
el lugar en se genera el plasma, estan formadas por tres tubos concéntricos para el flujo de
argon y la inyeccion de los aerosoles. El espacio entre los tubos es estrecho con el fin de

que el gas fluya a gran velocidad.

El flujo de gas que lleva el aerosol de la muestra se inyecta en el plasma a través del tubo
central o inyector. Debido al didmetro pequefio en el extremo del inyector, la velocidad del
gas es tal, que incluso 1 L/min de argén es utilizado para nebulizacion y es capaz de

perforar un agujero a través del plasma [22].

2.2.1.3 SISTEMA DE COLECCION Y DETECCION DE RADIACION EMITIDA
ELEMENTOS DE TRANSFERENCIA OPTICA

La radiacion de emision en la region del plasma conocida como zona de andlisis es
mostrado por la medida espectroscopica. La zona de analisis puede ser observada de
costado, colocando el plasma de forma radial (vertical) o axial (horizontal), Esta radiacion

es colectada por un enfocador oOptico, el cual es como un lente convexo o un espejo
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concavo. Esta Optica enfoca la imagen del plasma en la rendija de la entrada del dispositivo
de dispersion o de longitud de onda del espectrémetro [21]. En algunos casos la optica de
enfoque se utilizada en conjuncidon con espejos que permiten la medicion de emision a

diferentes alturas dentro del plasma [20].

MECANISMO DE DISPERSION DE LA LONGITUD DE ONDA

La dispersion es la diferenciacion de la emision de radiacion de un elemento de otros
(elementos y moléculas), utilizando dispositivos de longitud de onda dispersa [22]. La
discriminacion de esta emision se puede hacer de varias maneras, una de las mas comunes
es la dispersion fisica por una rejilla de difraccion o de otros dispositivos tales como:

prismas, filtros e interferometros.

Una rejilla de difraccion estd formada por lineas muy préximas entre si en su superficie. La
mayoria de las rejillas utilizadas en instrumentos de ICP-OES tienen de 600 a 4200 lineas
o ranuras por milimetro [25]. Cuando la luz incide en una de éstas se difracta en un angulo
que depende de la longitud de onda de la luz y la cantidad de lineas en la rejilla. En
general, cuanto mayor sea la longitud de onda y mayor el nimero de lineas, mayor sera

angulo de difraccion [21].

ESPECTROMETRO

Un espectrometro es un instrumento que sirve para medir las propiedades de la luz en una
determinada porcion del espectro electromagnético. La variable que se mide generalmente
es la intensidad luminosa.Su funcién principal es formar un rayo de luz bien definido, el
cual es dispersado con la rejilla de difraccion, por lo que el espectrometro recibe luz blanca

o radiacion policromatica y la dispersa en radiacion monocromatica. Una o mas de las
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aberturas en el plano de salida o el circulo son usadas para permitir el paso de

determinadas longitudes de onda al detector [24].

DETECTORES

Los detectores miden la intensidad de la emision, convirtiendo la energia radiante en una
sefal eléctrica. El detector mas utilizado es el tubo fotomultiplicador, PMT, que es un tubo
de vacio que contiene un material fotosensible, llamado fotocatodo, que expulsa electrones
cuando es golpeado por un haz de luz. Estos electrones son acelerados hacia un dinodo que
envia de 2 hasta 5 electrones secundarios de cada electron que chocan contra su superficie.
Los electrones secundarios al chocar a otro dinodo, expulsan mas electrones que provocan
un efecto multiplicador en el camino [20]. Los detectores fotomultiplicadores tipicos
contienen de 9 a 16 dinodos, el paso final es la coleccion secundaria de los electrones del
ultimo dinodo por el anodo. Se pueden obtener como resultado de un solo fotéon en un
fotocatodo de un PMT de nueve dinodos hasta 106 electrones secundarios [21].La
corriente eléctrica medida en el dnodo se utiliza entonces como una medida de intensidad

de la radiacion que llega al tubo fotomultiplicador.
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CAPITULO IlI

DETERMINACION DE FOSFORO, AZUFRE Y BORO

Para la cuantificacion defésforo, azufre y boroen tejido foliar de banano y rosas se
desarrollaron cuatro etapas:

1. Muestreo.

2. Preparacion de la muestra.

3. Extraccion de analitos, y

4. Cuantificacion.

3.1 MUESTREO

3.1.1 PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS
El muestreo se realizd en plantaciones de banano ubicadas en la provincia de El Oroy de

rosas en la provincia de Cotopaxi.
La plantacion de banano estd ubicada en el canton Machala, parroquia Nueve de Mayo, en
las calles Pichincha y 10 de Agosto,con una extension aproximada de 100 hectareas la cual

se distribuye de la siguiente manera:

e 40 hectareas para el cultivo banano de la variedadDominico con 1800 plantas.

e 60 hectareas para la variedad Maquefio con 2400 plantas.

29



La plantacion de rosas se encuentra ubicada en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga
en la parroquia Tanicuchi en las calles Chimborazo y Palmite a 3500 msnm su extension
alcanza las 50 hectareas, en ellas se cultivan las variedades Grandiflora e Hibridas de Té,

con270 plantas cada una.

Para la toma de muestras de hojas de plantas de banano yde rosas se utilizd la
metodologiadel “Manual de tomas de muestras del Generalitat Valenciana de Agricultura,
Pesca y Alimentacion”, el cual considera la division del cultivo en subparcelas

considerando la variedad de la planta [26].

3.1.2 SELECCION DE LAS PLANTAS

Una vez identificadas las subparcelas, se procedio a la seleccion de las plantasde las cuales
se tomaron las hojas para el andlisis. En la Tabla 3.1 se muestra la relacion aproximada
entre el niimero de plantas quedeben muestrearse en cada subparcela y el nimero total de
las plantas de la misma. Se puede observar que en subparcelas con menos de 150 plantas se
debe seleccionar una de cada tres; en parcelas de 150-250plantas, se muestreara una de
cada cinco;en las de 250-450 plantas una de cada nueve y asi sucesivamente hasta parcelas
superiores a los 1500 plantas en las que se pueden muestrearse unaplanta de cada
cincuenta. Cuando la parcela supere las 2500 plantas es conveniente dividirla para efectuar
mas de un muestreo. En todos los casos el nimero de plantas a muestrear oscila entre 25 y

50 [27].
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Tabla 3.1Relacion entre el numero de plantas a muestrear en una subparcela y las

plantas totales de la misma [28].

N° de plantas /Subparcela N°de plantas amuestrear/N°de plantas
<150 1/3
150-250 1/5
250-450 1/9
450-750 1/15
750-1500 1/30
1500-2500 1/50

3.1.3 TOMA DE LA MUESTRA

Una vez localizadaslos plantas parael muestreose procedié a colectar las hojas, en el caso
de las rosas se tomaron aquellas ubicadasalrededor de cada flor hasta obtener una cantidad
minima de 100 g y en el caso de banano se seleccionéuna hoja, (la que se encontraa la
altura del hombro) de la cual se retir6 y descartd la nervadura y el resto se corté en

pedazos de menor tamafio.

Las hojas se transportaron al laboratorio en fundas de papel biodegradable con una etiqueta

en las que constan los siguientes datos: lugar de muestreo, nombre del colector, fecha, hora

y cddigo de identificacion de la muestra.

La Tabla 3.2resume la procedencia de las muestras, asi como las variedades, numero de

plantas por subparcela y nimero de plantas a muestrear.
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Tabla 3.2 Procedencia de las muestras.

NUmero .
i i : . .| de plantas Mt et
Cultivo Variedad Parroquia | Cantdn | Provincia en la plantas a
muestrear
subparcela
Domini 1800 36
Banano Omll’llf)O Nueve de Machala El Oro
Magquefio Mayo 2400 48
Grandiflora . ) . 270 30
Rosas — — Tanicuchi | Latacunga | Cotopaxi
Hibridas de té 270 30

3.2

PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras que llegan al laboratorio se someten a un proceso de preparacion, segin los

parametros citados en “M¢étodos para analisis foliar” [28].

Limpieza:El tejido foliar que contienen polvo se lava con agua corriente, luego con
destilada y se deja secar al aire.

Secado: Aproximadamente 100 g de muestra se secan en estufa durante 24 horas a
una temperatura de 60°C para detener procesos enzimaticos y estabilizar la
muestra.

Molienda: La muestra seca se muele utilizando un molino Pulverissette 8, para
asegurar la homogenizacion de la muestra.

Tamizado: La muestra molida se tamiza a través de una malla de 2 mm, se descarta
la fraccion de mayor tamafio, en su mayoria son restos de pequefios tallos y venas
de las hojas.

Almacenamiento: Las fracciones menores a los 2 mm se almacenan en frascos
plasticos a una temperatura de 25 + 4 °Cdebidamente identificados para sus

respectivos analisis. Los datos que se incluyen para la identificacion de las
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muestras son: nimero de muestra, tipo de planta,variedad, lugar de muestreo,
colector responsable,fecha y firma. Las muestras secas pueden almacenarse en las
condiciones de laboratorio maximo por 10 afios, para los siguientes elemento: Al,

B, Ba, Ca, Cl, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, Na, NOs", P, Sy Zn [29].

3.3 EXTRACCION DE LOS ANALITOS

Para la extraccion de los analitos se utiliza el método de digestion hiimedacon horno
microondas, el método utilizado fue tomado del “Soil testing and plant analysis”, 3" Ed.

(SSSA BOOK SERIES: 3) [30].

3.3.1EQUIPO
e BalanzaShimadzumodelo LIBROR AEG — 220 (£0.0001).

e Horno Microondas Milestone, Modelo Start D.

3.3.2REACTIVOS
e Acido nitrico al 65% p/p, grado analitico.
e Acido perclorico al 70% p/p, grado analitico.

e Standard Reference Material 1570aSpinach Leaves (Anexo 1).

3.3.3 MATERIALES
e Pipeta automatica de SmL, clase A.
e Viales de teflon, capacidad 25 mL.
e Filtros de papel Whatman No. 42.

e Matraz aforado de 50 mL, clase A.
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PROCEDIMIENTO

Pesar en el vial de teflén 0.40 g (£0.01 g) de muestra seca y molida.

Agregar 5 mL de la mezcla de acidos: nitrico al 65% - perclorico al 70%, en
relacion 5:1 y tapar herméticamente el vial.

Colocar los viales para la digestion en el carrusel del horno microondas,
asegurandose que los terminales del carrusel coincidan con la placa giratoria del
horno.

Cerrar la puerta principal del microondas, programar la temperatura a 250 °C,
potencia al 90 % y tiempo30 minutos y presionar la tecla START.

Al final del ciclo de digestion, detener la rotacion del carrusel y dejar en reposo
durante 5 minutos.

Después de enfriar la mezcla, retirar la tapa de los viales y enjuagar las paredes con
agua destilada.

Filtrar la solucion sobre un filtro Whatman N° 42 y recibir en matraces aforados de
50 mL.

Enjuagar nuevamente los viales (tres veces) y aforar.

En el filtrado se pueden determinar las concentraciones de fosforo, azufre y boro.

En cada lote de 30 muestras se incluy6 el material de referencia certificado 1570a Spinach

Leaves.
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3.4 CUANTIFICACION DE FOSFORO, AZUFRE Y BOROPOR
ESPECTROFOTOMETRIA DE EMISION POR ACOPLAMIENTO DE
PLASMA INDUCTIVO Y DETECCION OPTICA (ICP-OES)

Para asegurar la calidad de los resultados analiticos es necesario realizar una serie de

etapas previas que se indican a continuacion.

3.4.1CALIBRACION DEL EQUIPO
Se realizaron diferentes ensayos para determinar el tiempo adecuado para el transporte de
la muestra al nebulizador, el flujo de argén en un rango de 0—20 L/min con incrementos de

1 L/min y para el gas auxiliar de 0-2 L/min con incrementos de 0.1 L/min [21].Se utilizé

el Software “WinLab 32 (Anexo 2).

3.42 SELECCION DE LONGITUD DE ONDA Y VISTA DEL PLASMA

Para la seleccion de la longitud de onda y la vista del plasma apropiado se trabajo
cualitativamente con soluciones de los analitos, preparadas a partir de los reactivos
estandares certificados. Dichas soluciones se corrieron en el equipo alongitudes de onda
consideradas como posibles y determinadas por la biblioteca del software; se selecciono

como adecuadaaquella que presentaun pico de mejor resolucion y mayor intensidad.

Tabla 3.3 Posibles longitudes de onda del software “WinLab 32 para los analitos P,

SyB [21].
Analitos Longltu((:lisq)de onda
Fosforo 213,715 213,620 213,617
Azufre 180,669 181,975 182,007
Boro 249,678 249,769 249,772
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Para seleccionar la vista del plasma se consider6 aquella que presente el pico con mayor
intensidad debido a que este parametro es directamente proporcional a la concentracion del

analito.

3.4.3 DETERMINACION DE LA LINEALIDAD
El término linealidad aplicado a un método analitico, define su aptitud para obtener

resultados proporcionales a la concentracion de analito.

La linealidad se evalua mediante una inspeccion visual de la representacion grafica de un
conjunto de puntos experimentales de las concentraciones de las soluciones estandar en

funcioén de la respuesta del equipo.

3.43.1 REACTIVOS
e Phosphorous Standard Solution Traceable to SRM from NIST /10000 mg/L
e Sulfur Standard Solution Traceable to SRM from NIST /10000 mg/L

e Boron Standard Solution Traceable to SRM from NIST /1000 mg/L

3.4.3.2 MATERIALES
e Pipetas automadticas de 0.5, 1, 5y 10 mL,clase A.
e Balon aforado de 10 y 1000 mL, clase A.

e Probeta graduada.

3.4.3.3 PROCEDIMIENTO
Por diluciéon de las soluciones estandares de referencia y de la solucion stock de boro de

500 ppm, se prepararon soluciones estdndares de concentraciones crecientes de 0 —
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8000ppm para fosforo y azufre, y de 0 — 75 ppm para boro. Las concentraciones de las

soluciones estandares se detallan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4  Concentraciones de las soluciones estandares para el estudio de la

linealidad.
Solucion estandar Fosforo Azufre Boro
mg/kg(ppm) mg/kg(ppm) mg/kg(ppm)

1 0 0 0
2 320 320 3
3 640 640 6
4 960 960 9
> 1280 1280 12
6 1600 1600 15
7 1920 1920 18
8 2240 2240 21
9 2560 2560 24
10 2880 2880 27
11 3200 3200 30
12 3520 3520 33
13 3840 3840 36
14 4160 4160 39
15 4480 4480 4
16 4800 4800 45
17 5120 5120 48
18 5440 5440 51
19 5760 5760 54
20 6080 6080 57
21 6400 6400 60
22 6720 6720 63
23 7040 7040 66
24 7360 7360 69
25 7630 7680 72
26 8000 8000 75
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3.4.4 DETERMINACION DEL RANGO LINEAR
El rango linear determina el intervalo de concentraciones de analito para las cuales el

método brinda resultados proporcionales a la concentracion[31].

En el extremo inferior del rango de concentraciones, los factores limitantes son los valores

del limite de deteccion y/o del limite de cuantificacion.

En la grafica en que se evalua la linealidad se observa el comportamiento de la curva y se

determinavisualmenteel rango linear y se calcula el coeficiente de correlacion apropiado.

El coeficiente de correlacion indica el grado de relacion entre la variable concentracion (X)
y la variable respuesta (Y) de la curva de calibracion. Para una curva de calibracion o
trabajo se espera obtener un coeficiente de correlacion con un valor > 0.998, esto significa

que debe existiruna correlacion con unaprobabilidad elevada[32].

3.4.5 DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION
El limite de deteccion (LD) es la cantidad oconcentracion minima de analito que se puede

detectar con fiabilidad porun método analitico determinado.

El limite de deteccion es la concentracion que da una sefial minima equivalente a la

respuesta promedio de los blancos mas tres desviaciones estandar [33].

Para su determinacion se mide la intensidad de10 blancos y se aplica la siguiente formula

para el célculo:
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LD =X+ 38 (3.4)

Donde:
LD = Limite de deteccion.
X = promedio de las mediciones del blanco.

0 = Desviacion estandar de las mediciones efectuadas.

3.4.6 DETERMINACION DEL LIMITE DE CUANTIFICACION
El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja de la sustancia en estudio que
puede ser determinada con precision y exactitud aceptables, generalmente equivale a la

media del blanco mas diez veces su desviacion estandar [34].

LC=X+105 (3.5)

Donde:
LC = Limite de cuantificacion.
X = Promedio de las mediciones del blanco.

0 = Desviacion estandar de las mediciones del blanco.

3.4.7 DETERMINACION DE LA PRECISION
La precision es el grado de concordancia entre los datos obtenidos de una seriede analisis

al aplicar el método establecido.
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Para evaluar datos en un amplio rango de concentraciones, es mas util calcular la
desviacion estandar relativa ya que estd relacionada con la dispersion de las medidas

alrededor de su valor medio o central.

La precision de un método analitico se evalua en base al analisis de la desviacion estandar
de los datos obtenidos al medir el Standard Reference Material fortificado en tres niveles
de concentracion conocida durante un periodo de tres dias.

3.4.7.1 FORTIFICACION DE MUESTRAS

Se prepara una solucion fortificante que contiene5000 ppm de fosforo, 4000 ppm de azufre

y 100 ppm de boro.

Al filtrado de las muestras digeridas del material de referencia se afaden diferentes

volumenesde la solucion fortificante (5, 10 y 15 mL), para obtener los tres niveles de

concentracion y realizar la lectura correspondiente, como se indica en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5Concentracion final en los niveles de fortificacion.

Concentracion de . Concentracion
Analito solucion Volumen Nivel de Final
fortificante b ST mg/L (ppm)
5 1 500
Fosforo 5000 ppm 10 2 1000
15 3 1500
5 1 400
Azufre 4000 ppm 10 2 800
15 3 1200
5 1 10
Boro 100 ppm 10 2 20
15 3 30
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3.4.8 DETERMINACION DE LA EXACTITUD
La exactitud se define como la diferencia entre el valor aceptado como verdadero y el valor
experimental, se puede cuantificar a través del porcentaje de recuperacion en las muestras

fortificadas [35]:

y Concentraciénobtenida
% Recuperacion = x 100 (3.5)

Concentraciénesperada

3.49LECTURA DE FOSFORO, AZUFRE Y BORO EN TEJIDO FOLIAR DE
BANANO Y ROSAS.

Una vez establecidas las condiciones Optimas de analisis, se procedié a determinar por

duplicado el contenido de fosforo, azufre y boro en cada una de las muestras, y se realizo

un analisis del comportamiento de los analitos en cada subparcela.

En cada lote de 30 muestras se analizo el Standard Reference Material 1570a Spinach

Leavesy un blanco como parte del control de calidad de los resultados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41 MUESTREO

De acuerdo al plan fijado para la toma de muestras, se considera como una subparcela
aquel espacio de terreno en el cual se cultiva una tUnica variedad, tanto en el caso de

banano como en el de rosas.

La Tabla 4.1 describe las subparcelas o variedades, nimero de plantas a muestrear y

numero total de muestras colectadas.

Tabla 4.1 Numero de muestras colectadas en cada subparcela.

. Subparcela - Numero de plantasa | NuUmero de muestras
Cultivo .
Variedad muestrear colectadas
Dominico 36 36
Banano
Maquetio 48 48
Grandiflora 30 30
Rosas
Hibridas de té 30 30
Numero total de muestras colectadas 144

A continuacién se presenta un esquema resumido de los puntos de muestreo en las

subparcelas o variedades Dominico y Maquefio del cultivo de banano, Figura 4.1.
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Figura4.1 Puntos de muestreo en las subparcelas de banano

En las Tabla 4.2 y 4.3 se detallan las caracteristicas fisicas de las muestras colectadas

(hojas) para cada subparcela o variedad en el cultivo de banano.

Tabla 4.2Caracteristicas fisicas de las muestras de banano variedad Dominico.

Caracteristicas

Hoja de color verde, longitud60 cm.

Hoja de color verde, longitud80 cm.

Hoja de color verde amarillenta, longitud 78 cm

Hoja de color verde amarillenta, longitud 81 cm.

Hoja de color verde, longitud 65 cm.

Hoja de color verde, longitud 70 cm.

Hoja de color verde, longitud 69 cm.

Hoja de color verde, longitud 72 cm.

Hoja de color verde, longitud 68 cm.

NUmero de

muestra

01-03

04-07

08-10

11-13

14-18

19-23

24-29

30-32

33-36
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Tabla 4.3Caracteristicas fisicas de las muestras de banano variedad Maquefio

Nr?]rgssr& ;je Caracteristicas
37-40 Hoja de color verde con pigmentacion amarilla en los borde de 60 cm.
41-45 Hoja de color verde, longitud 75 cm.
46-52 Hoja de color verde, longitud 67 cm.
52-54 Hoja de color verde, longitud 69 cm.
55-60 Hoja de color verde, longitud 80 cm.
61-67 Hoja de color verde, longitud 69 cm.
68-79 Hoja de color verde, longitud 64 cm.
80-86 Hoja de color verde, longitud 60 cm.

En la Figura 4.2

se presenta un esquema de los puntos de muestreo en las subparcelas o

variedades Grandiflora e Hibridas de Té del cultivo de rosas.
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untos de muestreo en las subparcelas de rosas
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A continuacion se describe las caracteristicas fisicas de las muestras colectadas en la

subparcela del cultivo de rosas variedad Grandiflora.

Tabla 4.4Caracteristicas fisicas de las muestras de rosas variedad Grandiflora.

Numero de ot
Caracteristicas
muestra
01-04 Hojas de color verde, levemente arrugadas y con pigmentacion amarilla.
05-15 Hojas de color verde amarillentas.
16-20 Hojas de color verde.
2126 Hojas de color verde con presencia de pigmentos amarillentos en los
bordes.
27-30 Hojas de color verde oscuro.

La Tabla 4.5 presenta las caracteristicas fisicas colectas en la subparcela de rosas variedad

Hibridas de té.

Tabla 4.5Caracteristicas fisicas de las muestras de rosas variedad Hibridas de Té.

MIE 6L Caracteristicas
muestra
31-44 Hojas de color verde oscuro.
45-48 Hojas de color verde con presencia de pigmentacion de color verde
amarillento.
49-55 Hojas de color verde oscuro, arrugadas en los bordes.
56-60 Hojas de color verde oscuro.

4.2  CALIBRACION DEL EQUIPO

Antes de determinar la concentraciéon de los analitos de interés, el espectrofotdmetro

Perkin Elmer, modelo 6ptima 2600 DV ,se calibr6 para trabajar bajo condiciones Optimas

que asegurar la validez de los resultados obtenidos en los andlisis.
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Tabla 4.6 Condiciones de operacion para el ICP-OES.

Analitos
Parametro
Faésforo Azufre Boro
Tiempo de bombeo 15s 15s 15s
Réplicas 3 3 3
Flujo del plasma 20 L/min 20 L/min 20 L/min
Flujo auxiliar 0.2 L/min 0.2 L/min 0.2 L/min
Flujo del nebulizador 0.8 L/min 0.8 L/min 0.8 L/min
Potencia 1450 W 1450 W 1450 W
Longitud de onda 213,617 nm 180,669 nm 249,772 nm
Vista del plasma Axial Axial Axial

El tiempo de bombeo de 15 segundos fue el adecuado para el transporte de la muestra, si se

utilizantiempos menores la muestra no llega al nebulizador y con tiempos de bombeo mas

largos se produce la pérdida de reactivos, gas y volumen de muestra.

El equipo se programo para obtener tres lecturas y que reporte el valor promedio, si los

valores presentan desviaciones estandares altas, el software alerta mediante una sefial

luminosa en la pantalla del computador.

El flujo del plasma y del gas auxiliar seleccionados (20 L/min y 0.2 L/min,

respectivamente, permitieron obtener un plasma simétrico de color blanco brillante muy

intenso en forma de lagrima; el flujo del nebulizador (0.8 L/min), responsable del

transporte de la muestra al plasma fue capaz de perforar un agujero a través del centro de la

descarga.
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La longitud de onda seleccionada para cada analito, 213,617; 180,669 y 249,772 nm para
fosforo, azufre y boro respectivamente, fueron las que presentaron mayor intensidad y una
buena resolucion de picos; por otro lado se selecciond una vista de plasma axial por su alta

sensibilidad y mejor deteccion de analitos a bajas concentraciones.

43  LINEALIDAD

Las soluciones estandares de fosforo con su concentracion y los valores de intensidad

correspondiente utilizadas para trazar la grafica Intensidad versus Concentracion se

presentan en la Tabla 4.7 y el comportamiento del analito se observa en la Figura 4.3.

Tabla 4.7 Soluciones estandares de fosforo y valores de intensidad.

Solucidén estandar ST Intensidad
mg/kg(ppm)

01 0 456.9

02 320 680.3

03 640 903.8

04 960 1127.2
05 1280 1350.6
06 1600 1574.0
07 1920 1797.5
08 2240 2020.9
09 2560 22443
10 2880 2467.8
11 3200 2691.2
12 3520 2914.6
13 3840 3138.1
14 4160 3361.5
15 4480 3584.9
16 4800 3808.4
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Solucion estandar Concentracion Intensidad
mg/kg (ppm)
17 5120 4031.8
18 5440 4255.2
19 5760 4478.6
20 6080 4702.1
21 6400 4805.5
22 6720 4928.9
23 7040 5042.4
24 7360 5195.8
25 7680 5219.2
26 8000 5278.9
Linealidad del Fésforo
6000
5000
4000
k: /
N > 4
@ 3000
-~
2000
1000 T(’.”.,
0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Concentracion (mg/kg )

Figura 4.3 Linealidad para fésforo.

Como se aprecia en la Figura 4.3 se mantiene la linealidad con valores que van de 0 a 6000

mg/kg (ppm).
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Con los valores de concentracién en ppm de las soluciones estandar de azufre y los valores

de intensidad respectivos se traz6 la curva Intensidad versus Concentracion, Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Soluciones estandares de azufre y valores de intensidad.

Solucion Estandar ST Intensidad
mg/kg(ppm)

01 0 95.6

02 320 148.8

03 640 202.0
04 960 255.2

05 1280 308.4
06 1600 361.6

07 1920 414.8

08 2240 468.0
09 2560 521.2

10 2880 574.4
11 3200 627.6
12 3520 680.8

13 3840 734.0
14 4160 787.2
15 4480 840.4
16 4800 893.6
17 5120 946.8
18 5440 1000.0
19 5760 1053.2
20 6080 1106.4
21 6400 1134.6
22 6720 1162.8
23 7040 1196.0
24 7360 1219.2
25 7680 1242.4
26 8000 1267.7
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Figura 4.4 Linealidad para azufre.

La linealidad para azufre comprende valores que van de 0 a 6000 mg/kg(ppm), la recta

pierde su linealidad con valores superiores a los 6000 ppm.

A continuacion se presentan los valores de intensidad que corresponden a cada una de las

soluciones estandares empleadas para el analisis de boro. Tabla 4.9.

Tabla 4.9 Soluciones estandar y valores de intensidad para boro.

Solucién Estandar CEMEETITECIn Intensidad
mg/kg (ppm)
01 0 3798.5
02 3 3975.3
03 6 4152.1
04 9 4328.9
05 12 4505.7
06 15 4682.5
07 18 4859.3




Solucién Estandar CENEETITEERD Intensidad
mg/kg (ppm)
08 21 5036.1
09 24 5212.9
10 27 5389.7
11 30 5566.5
12 33 5743.3
13 36 5920.1
14 39 6096.9
15 42 6273.7
16 45 6450.5
17 48 6627.3
18 51 6804.1
19 54 6890.9
20 57 6957.7
21 60 7004.5
22 63 7099.3
23 66 7168.1
24 69 7224.9
25 72 3798.5

8000
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7500

7000
6500

e

6000
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Figura4.5 Linealidad para boro.
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La recta mantiene una linealidad a un rango que comprende valores que van de 0 a 51 ppm,

la misma que pierde a concentraciones superiores a 51 ppm.

44 RANGO LINEAR

La Tabla 4.10 presenta los resultados promedio de los valores de intensidad que

corresponden a cada una de las soluciones estandares empleadas para el analisis.

Tabla4.10 Resultados de rango linear para fosforo

Solucion Estandar CRMEE e Intensidad
mg/kg (ppm)
1 0 457.6
2 1500 1492.5
3 3000 2501.1
4 4500 3406.5
5 6000 4479.1
Ecuacion y =0.6638x +475.95
R 0.9997

En la Figura 4.6 se presenta la grafica del rango linear para fosforo.

Rango Linear para Fésforo

5000,0

4000,0 _—

y=0,6638x+ 4y
3000,0 R=0.9997
2000,0 /
1000,0 /

T T T T T T T

Intensidad

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Concentracion en (mg/L)

Figura 4.6 Rango linear de fésforo.
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El coeficiente de correlacion para el rango de concentraciones de 0 a 6000 ppm es de
0.9997 valor superior al planteado, si se incluye en la curva de calibracion la solucion

estandar de 6400 ppm, el coeficiente de correlacion presenta un valor menor al propuesto.

La Tabla 4.11 presenta los resultados promedio de la intensidad que corresponde a cada

una de las soluciones estandares de azufre, y su curva en la Figura 4.7.

Tabla4.11 Resultados de rango linear para Azufre

Solucion Estandar CRMEE e Intensidad
mg/kg (ppm)

1 0 96.9

2 0.75 341.1

3 1.42 571.4

4 2.10 808.1

5 2.85 1103.9

Ecuacion y=0.1664x + 88.065
R 0.9993

Rago Linear para Azufre

1200,0

1000,0 /

y-=0,1664x+ 88,065
R=0.9993

800,0

600,0
400,0
200,0 /

T T T T T T T

Intensidad

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Concentracion (mg/L )

Figura 4.7 Rango linear de azufre.
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El rango linear para el azufre presenta un intervalo de concentraciones util para este
estudio entre 0 a 6000 ppm, el coeficiente de correlacion es de 0.9993, a mayores

concentraciones el coeficiente de correlacion disminuye.

Los valores promedios de intensidad y las concentraciones de las soluciones empleadas

para el estudio del rango linear del boro se reportan en La Tabla 4.12 y representacion en la

Figura 4.8.

Tabla4.12 Resultados de rango linear para Boro

Solucion Estandar CRMEE e Intensidad
mg/kg (ppm)
1 0 3798.9
2 13.5 4523.2
3 27.0 5255.1
4 40.5 5980.4
5 54.0 6810.3
Ecuacion y =55.407x +3777.6
R 0.9996

Rango Linear para Boro
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Figura 4.7 Rango linear de Boro.
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El rango linear para boro comprende un rango de concentraciones que va de 0 a 54.0 ppm,

el coeficientes de correlacion es 0.9996, superior al propuesto.

45 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los valores de concentracion correspondiente a la lectura de los blancos utilizados para

determinar los limites de deteccion y cuantificacion se presentan en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13 Concentracion de blancos para la determinacién del limite de deteccion
y cuantificacion.

Blanco Fosforo Azufre Boro
mg/L (ppm) mg/L (ppm) mg/L (ppm)

1 103.65 299.12 0.01

2 103.76 298.98 0.01

3 104.98 297.30 0.02

4 104.32 297.30 0.02

5 103.45 298.30 0.02

6 102.23 298.30 0.01

7 102.87 299.32 0.01

8 103.09 297.30 0.02

9 103.49 298.00 0.01

10 103.87 297.88 0.02

Promedio X 103.57 150.00 0.02
Desviacion estandar o 0.7616 0.7672 0.0053
LD 105.86 152.30 0.031

LC 111.19 157.67 0.068

LD = Limite de deteccion. LC = Limite de cuantificacion.
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La cantidad minima detectable para fosforo es 105.86 ppm, azufre es 152.30 ppm y para
boro 0.031 ppm y la cantidad minima que se puede cuantificar utilizando este método es

111.19 ppm para fosforo, 157.67 ppm para azufre y 0.068 ppm para boro.

4.6 PRECISION Y EXACTITUD

En la Tabla 4.14 se presentan los resultados promedios de las mediciones del estudio de
precision y exactitud evaluadas para fosforo, azufre y boro en cada nivel. Los cuadros
completos se encuentran en los Anexos 3, 4 y 5 para foésforo, azufre y boro

respectivamente.

Tabla 4.14 Precision y exactitud para fosforo, azufre y boro.

Fosforo
Nivel de concentracion Precision =i
(6) (%)
1 0.49 99.77
0.29 99.76
3 0.51 99.82
Azufre
1 0.49 99.85
0.49 99.19
3 0.47 99.84
Boro
1 0.35 98.86
0.38 98.84
3 0.37 99.29

Los porcentajes de recuperacion para los analitos fosforo, azufre y boro son los adecuados,
debido a que los valores de para cada uno de los niveles de concentracion analizados estan

proximos al 100 %.
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47 CUANTIFICACION DE FOSFORO AZUFRE Y BORO EN TEJIDO

FOLIAR DE BANANO Y ROSAS

Una vez establecidas las condiciones adecuadas del equipo y del método se procedio a

analizar cada una de las muestras por duplicado y en cada lote de 30 muestras se incluy6

una muestra del Standard Reference Material y un blanco como parte del control de

calidad.

En la tabla 4.15 se aprecian las concentraciones en ppm y % m/v de los analitos fésforo y

azufre, y en mg/kg(ppm) para boro de las variedades Dominico y Maquefio del cultivo de

banano perteneciente a la provincia de El Oro, también se adjuntan las graficas del

contenido de fésforo, azufre y boro por variedad.

Tabla 4.15 Cuantificacion de fésforo, azufre y boro en cultivo de banano, variedad

Dominico.
NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v | mg/kg (ppm) | % m/v | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
01 0.63 6318.5 0.13 1273.0 32.45
02 0.77 7654.0 0.23 2327.4 37.36
03 0.69 6898.0 0.24 2372.0 39.40
04 0.46 4563.0 0.12 1223.0 41.62
05 0.42 4198.0 0.13 1327.0 42.43
06 0.40 3976.0 0.21 2133.2 50.51
07 0.32 3217.6 0.23 2334.0 49.27
08 0.27 2668.3 0.40 3984.6 44.63
09 0.20 1984.0 0.32 3234.0 48.06
10 0.22 2198.3 0.44 4350.0 47.48
11 0.25 2497.3 0.54 5392.0 53.96
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NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v_ | mg/kg (ppm) | Y% m/v_ | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
12 0.19 1873.0 0.23 2345.0 55.22
13 0.27 2653.0 0.30 2973.0 54.89
14 0.39 3874.0 0.18 1847.0 33.10
15 0.40 4028.0 0.19 1922.4 36.75
16 0.36 3627.3 0.34 3434.0 42.29
17 0.50 5027.3 0.24 2437.0 44.12
18 0.54 5428.7 0.44 4356.4 42.73
19 0.43 4323.2 0.35 3543.3 39.15
20 0.54 5428.0 0.35 3452.0 36.42
21 0.65 6532.0 0.23 2346.0 47.72
22 0.54 5437.2 0.31 3123.0 49.70
23 0.65 6543.0 0.35 3463.0 47.25
24 0.70 7024.3 0.55 5543.0 43.68
25 0.64 6378.0 0.46 4598.0 40.53
26 0.55 5539.0 0.50 4973.0 47.67
27 0.48 4834.0 0.23 2334.0 49.45
28 0.57 5720.0 0.35 3479.0 44.88
29 0.37 3748.5 0.48 4763.0 44.44
30 0.43 4328.0 0.57 5673.0 37.13
31 0.56 5583.0 0.50 5023.0 40.44
32 0.59 5903.0 0.35 3463.0 41.27
33 0.67 6749.3 0.36 3587.0 41.87
34 0.76 7639.2 0.55 5463.0 45.21
35 0.67 6739.0 0.50 4985.0 44.06
36 0.55 5478.3 0.35 3455.0 50.72

A continuacion se presenta las graficas de las concentraciones en % (m/v) de fésforo y

azufre y ppm para boro de cada una las muestras del cultivo de banano variedad Dominico.
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Fosforo en Banano
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Figura 4.9 Cuantificacion de fésforo en banano variedad Dominico.

59
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Figura 4.10 Cuantificacion de Azufre en banano variedad Dominico
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Boro en Banano
Variedad Dominico
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Figura4.11 Cuantificacién de Boro banano variedad Dominico.
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Se puede apreciar que los analitos en estudio se encuentran dentro de los niveles de

referencia considerados como normales para el tipo de estudio, a excepcion de las muestras

8 a la 13 que presentan unaconcentracion de fosforoinferior al nivel minimode referencia.

La tabla 4.16 reporta los datos de las concentraciones de los analitos en estudio para de las

muestras de banano, variedad Maqueio.

Tabla 4.16 Cuantificacion de fosforo, azufre y boro en cultivo de banano, Variedad

Maquenio.
NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v | mg/kg (ppm) | Y% m/v | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
37 0.18 1823.0 0.35 3544.0 50.64
38 0.11 1083.0 0.39 3874.2 49.88
39 0.23 2324.0 0.29 2874.5 51.88
40 0.29 2937.4 0.47 4653.2 31.64
41 0.32 3219.3 0.38 3764.5 40.55
42 0.47 4653.0 0.35 3468.2 42.00
43 0.32 3237.0 0.48 4764.3 44.64
44 0.56 5632.0 0.35 3487.2 41.74
45 0.67 6673.4 0.25 2473.8 44.69
46 0.45 4532.0 0.20 1974.4 49.20
47 0.47 4653.0 0.12 1232.0 49.72
48 0.48 4839.8 0.24 2378.0 48.85
49 0.51 5124.0 0.23 2343.6 48.44
50 0.66 6573.0 0.44 4352.0 47.43
51 0.57 5743.0 0.51 5103.3 54.79
52 0.76 7643.0 0.46 4592.0 56.43
53 0.47 4658.0 0.58 5778.4 52.83
54 0.76 7648.3 0.50 5038.4 47.79
55 0.65 6548.3 0.46 4567.4 45.75
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NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v_ | mg/kg (ppm) | Y% m/v_ | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
56 0.57 5678.0 0.23 2348.6 48.12
57 0.59 5927.0 0.35 3457.0 45.04
58 0.35 3476.0 0.47 4678.0 38.63
59 0.44 4374.0 0.57 5734.0 32.75
60 0.55 5487.3 0.36 3627.8 37.30
61 0.47 4739.0 0.35 3475.6 44.54
62 0.64 6438.7 0.37 3650.0 4431
63 0.73 7327.4 0.57 5735.0 42.63
64 0.67 6723.0 0.53 5298.4 45.81
65 0.57 5673.0 0.46 4563.0 47.48
66 0.53 5322.0 0.52 5234.0 55.17
67 0.38 3847.0 0.54 5434.0 50.09
68 0.47 4663.0 0.35 3457.0 47.90
69 0.35 3483.0 0.22 2246.0 45.98
70 0.49 4937.4 0.25 2479.0 42.78
71 0.50 5000.0 0.33 3286.4 46.55
72 0.65 6549.3 0.44 4365.0 46.64
73 0.60 6048.7 0.36 3567.0 41.89
74 0.76 7643.0 0.54 5434.0 39.00
75 0.67 6732.0 0.37 3746.0 37.95
76 0.61 6123.0 0.36 3587.3 41.18
77 0.53 5272.0 0.54 5372.0 35.41
78 0.49 4937.0 0.39 3857.0 33.77
79 0.38 3829.0 0.34 3420.0 32.12
80 0.35 3467.3 0.23 2347.0 33.90
81 0.43 4329.0 0.43 4324.0 42.21
82 0.55 5463.0 0.35 3476.0 44.65
83 0.64 6438.0 0.46 4563.0 44.17
84 0.48 4793.0 0.39 3875.0 48.02
85 0.54 5432.7 0.35 3487.0 49.34
86 0.46 4569.0 0.49 4947.0 50.39
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Figura4.12 Cuantificacion de Fdsforo en banano variedad Maquefio.
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Azufre Banano
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Figura 4.13 Cuantificacion de Azufre banano variedad Maquefio.

65



Boro en Banano
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Figura 4.14 Cuantificacion de Boro en banano variedadMaquefio.
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La concentracion de los analitos presentes en las muestras colectadas de banano variedad

Magquefio se encuentran dentro de los niveles de referencia 6ptimos para el buen desarrollo

de la planta, sin embargo se observa una deficiencia de fosforo en las muestras 37 a la 40.

Los datos de las concentraciones de los analitos en estudio para de las muestras de rosas,

variedad Grandiflora, se reporta en la siguiente Tabla.

Tabla 4.17  Cuantificacion de fosforo, azufre y boro en cultivo de rosas, variedad

Grandiflora.
NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v | mg/kg (ppm) | Y% m/v | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
01 0.12 1234.0 0.37 3745.0 28.14
02 0.22 2245.0 0.35 3467.0 19.27
03 0.17 1732.5 0.49 4867.0 25.72
04 0.28 2845.0 0.39 3865.7 23.03
05 0.30 2984.0 0.44 4387.4 28.03
06 0.27 2722.4 0.49 4878.3 27.52
07 0.28 2849.7 0.29 2876.6 31.03
08 0.24 2364.9 0.13 1323.6 23.59
09 0.28 2828.4 0.40 3958.9 37.55
10 0.30 2973.4 0.64 6354.6 31.99
11 0.30 3028.3 0.55 5537.2 37.86
12 0.28 2834.7 0.55 5488.0 38.52
13 0.29 2927.4 0.28 2837.8 43.35
14 0.30 3032.7 0.20 1974.3 42.27
15 0.31 3138.2 0.29 2948.7 49.43
16 0.33 3343.4 0.39 3947.8 48.92
17 0.38 3836.4 0.40 3975.8 51.79
18 0.34 3434.0 0.27 2746.7 51.96
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NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v_ | mg/kg (ppm) | Y% m/v_ | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
19 0.40 4037.4 0.28 2837.4 54.49
20 0.46 4563.2 0.12 1223.4 49.79
21 0.58 5837.0 0.09 948.4 53.89
22 0.64 6443.0 0.03 264.5 55.08
23 0.59 5857.8 0.07 736.4 53.29
24 0.49 4856.8 0.09 866.3 51.52
25 0.59 5937.5 0.09 937.5 52.13
26 0.63 6327.4 0.13 1323.4 45.04
27 0.69 6908.4 0.24 2438.4 44.22
28 0.76 7624.0 0.32 3233.4 42.07
29 0.65 6534.2 0.35 3487.9 43.05
30 0.44 4387.4 0.42 42433 40.67

En las Figuras 4.14, 4.15 y 4.16, se puede apreciar el comportamiento de cada analito en

las muestras colectadas en el cultivo de rosas en la subparcela perteneciente a la variedad

Grandiflora.
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Azufre en Rosas
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Boro en Rosas
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Figura 4.17 Cuantificacion de Boro en rosas variedad Grandiflora.

71



La concentracién de los analitos presentes en las muestras colectadas de rosas variedad

Grandiflora se encuentran dentro de los niveles de referencia Optimos para el buen

desarrollo de la planta, sin embargo existe algunas muestras con deficiencia de fésforo,

azufre y boro.

La Tabla 4.18 reporta los datos de las concentraciones de los analitos en estudio para de las

muestras de rosas, variedad Hibridas de Té.

Tabla 4.18 Cuantificacion de fosforo, azufre y boro en cultivo de rosas, variedad

Hibridas de Té.

NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v | mg/kg (ppm) | % m/v | mg/kg (ppm) | mg/kg (ppm)
31 0.46 4563.0 0.24 2387.0 39.05
32 0.44 4385.6 0.28 2847.4 31.57
33 0.57 5674.6 0.37 3746.7 55.44
34 0.36 3646.0 0.55 5485.0 47.44
35 0.42 4198.0 0.48 4763.7 49.53
36 0.58 5783.7 0.39 3947.7 48.99
37 0.76 7647.0 0.29 2874.7 47.88
38 0.64 6354.0 0.44 4365.3 40.85
39 0.35 3478.3 0.40 3983.0 45.64
40 0.39 3870.0 0.20 1973.7 42.05
41 0.56 5634.0 0.21 2098.4 55.66
42 0.45 4534.3 0.35 3483.6 54.06
43 0.32 32374 0.50 4972.3 46.18
44 0.31 3084.8 0.50 5048.3 41.65
45 0.21 2084.8 0.33 3276.3 47.71
46 0.24 2438.7 0.29 2937.7 36.50
47 0.19 1947.8 0.37 3746.6 31.63
48 0.32 3245.0 0.46 4598.9 35.27
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NGmero de muestra Fosforo Azufre Boro
% m/v_ | mg/kg (ppm) | % m/v | mg/kg (ppm) mg/kg (ppm)
49 0.48 4836.4 0.35 3534.8 27.76
50 0.50 5034.8 0.56 5636.4 22.67
51 0.65 6543.8 0.54 5352.8 28.93
52 0.67 6682.4 0.39 3878.2 44.77
53 0.55 5483.9 0.12 1234.1 40.62
54 0.38 3847.8 0.20 1974.9 33.06
55 0.46 4578.0 0.28 2837.4 46.07
56 0.77 7678.3 0.30 3028.5 42.53
57 0.65 6473.8 0.35 3473.9 44.25
58 0.47 4673.6 0.59 5947.6 43.43
59 0.37 3746.7 0.28 2837.3 44.36
60 0.35 3546.0 0.20 1977.3 52.68

A continuacidon se presentan el comportamiento de cada analitos en la subparcela

perteneciente a las variedad Hibridas de té del cultivo de rosas.
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Boro en Rosas
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En lo referente a las muestras de rosas variedad Hibridas de T¢, los analitos en estudio se
encuentran dentro de los niveles de referencia, a excepcion de las muestras: de 1a45 a la

48y de la 49 a la 55que presentan deficiencia de fosforoy boro respectivamente.

Al comparar el contenido de fosforo en las dos variedades de rosas analizadas se observa
una gran diferencia, el 50 % de las muestras de la variedad Grandiflora contienen valores
menores al 0.3 % m/v, se encuentran bajo el nivel minimo de referencia, no asi en el caso

de la variedad Hibridas de T¢ en las cuales se llegan tan solo el 10 %.

Con respecto al contenido de azufre la variedad Hibridas de Té, estas presentan un
comportamiento regular (dentro de los niveles de referencia), en el caso de la variedad

Grandiflora el 16.6 % estan fuera de los rangos de referencia.

En el caso del contenido de boro en las rosas analizadas, el 23 % de la variedad
Grandiflora presenta valores de boro fuera de los rangos de referencia (bajo el nivel

minimo), en el caso de las Hibridas de T¢ el 10 % presenta un comportamiento similar.

El bajo contenido de fésforo y de boro en la variedad Grandiflora corresponde a aquellas
muestras ubicadas en la primera mitad de la subparcela, por lo tanto se podria pensar que
se trata de alguna deficiencia del suelo, sistema de riego o tipo de fertilizacion.En el caso
de la variedad Hibridas de T¢ esta deficiencia se presenta en un sector muy limitado de la

subparcela.
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5.1

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La técnica de espectroscopia de emision atdmica por acoplamiento de plasma
inductivo y deteccidon Optica presenta baja susceptibilidad a las interferencias
quimicas, debido a las altas temperaturas, y por lo tanto los limites son 6ptimos

para la cuantificacion de fosforo, azufre y boro en tejido foliar.

La utilizacion del horno microondas para la digestion de los analitos permite

mejorar los tiempos de trabajo.

La técnica de espectroscopia de emision por acoplamiento de plasma inductivo

y deteccion Opticapermite el analisis simultdneo de los analitos

Los porcentajes de recuperacion obtenidos, superiores al 90 %, demuestran que
las condiciones utilizadas para la digestion de las muestras fueron las

adecuadas.

La cuantificacion de los anilitos en los diferentes cultivos y variedades
permiten conocer si éstos se encuentran o no en condiciones Optimas para el
desarrollo normal de las plantas en lo referente a fosforo, azufre y boro. Sin
embrago, en la variedad Dominico se observa una disminucion en el contenido

de fosforo, en las muestras nimero 8 a la 13, este descenso se refleja en las
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caracteristicas fisicas de las hojas, las mismas que presentaron una coloracion

verde amarillenta.

La pigmentacion verde amarillento en los bordes de las hojas de banano,
variedad maquefio, se debe a la baja concentracion de fosforo (muestras 37 -

40).

En lo referente a las muestras colectadas de la variedad Grandiflora del cultivo
de rosas de la provincia Cotopaxi,existe en general deficiencia de los analitos

en estudio.

En las muestras de la 1 ala 15 y de la 21 a la 26, existe una deficiencia de
fosforo que se manifiesta por la pigmentacion amarillenta, en el caso de rosas
variedad Grandiflora, ademdsen las cuatro primeras existe deficiencia de boro,
motivo por el cual las hojas colectadas son arrugadas en los bordes y finalmente
las bajas concentraciones de azufre en las muestras 21 a la 26 producen una

coloracion amarillenta en las hojas colectadas.

Los analitos fosforo, azufre y boro cuantificados en las rosas variedad Hibridas
de T¢é se encuentra en mejores condiciones, pero todavia existe deficiencia de
fosforo (muestras 45 a la 48), responsable de la pigmentacion verde amarillenta
y de boro (muestras 49 a la 55) razén por la cual las hojas aparecen arrugadas y

con una pigmentacion verde amarillenta.
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5.2

10. Los resultados del presente estudio serviran como antecedente en futuras

investigaciones en la relacion nutrientes-planta-suelo.

RECOMENDACIONES

Cuantificar en diferentes partes de la planta los analitos fosforo, azufre y boro
y correlacionar con los datos obtenidos en este estudio con el fin de determinar

en qué parte de la planta estos analitos se acumulan en mayor cantidad.

Utilizar la vita axial del plasma en la cuantificacion de los analitos estudiados

en esta investigacion con la finalidad de realizar un estudio comparativo.

Determinar el contenido de fésforo, azufre y boro, en diferentes etapas de
crecimiento de las plantas para analizar si hay concentracion de los analitos en

otras partes de la planta.

Determinar en el suelo los analitos fosforo, azufre y boro para analizar la

relacion suelo-planta.

Determinar el estado nutrimental de la planta, mediante un anélisis completo de

los nutrientes.
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ANEXO 1

Certificado del Standard Reference Material 1570a Spinach Leaves Otorgado por el

National Institute of Standards & Technology.
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ANEXO 2

SOFTWARE UTILIZADO “WINLAB 32”
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ANEXO 3

DATOS DE PRECISION Y EXACTITUD PARA FOSFORO

Fésforo
Dia Nivel Uno 500 ppm Nivel Dos 1000 ppm Nivel Tres 1500 ppm
Rep. Teorico | Practico| & Recu;();;acmn Teodrico | Practico [ Recu;();;auon Teorico Practico 6 Recu;();;auon

1 5680 5676.1 6180 6181.2 6680 6678.9

DiaUno| 2 5680 5677.1(0.50 99.9 6180 6180.9| 0.21 100.02 6680 6679.7( 0.42 99.99
3 5680 5676.5 6180 6181.3 6680 6679.1
1 5680 5679.1 6180 6171.2 6680 6671.9

DiaDos | 2 5680 5680.1(0.50 100.0 6180 6170.9| 0.15 99.86 6680 6672.2( 0.40 99.88
3 5680 5679.5 6180 6171.1 6680 6671.4
1 5680 5644.2 6180 6143.2 6680 6652.9

DiaTres| 2 5680 5644.8 (0.46 99.4 6180 6144.2| 0.51 99.41 6680 6653.7( 0.70 99.60
3 5680 5643.9 6180 6143.9 6680 6652.3

Valor tedrico= 0.518 %, 5180 ppm.
6= Desviacion estandar.
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DATOS DE PRECISION Y EXACTITUD PARA AZUFRE

ANEXO 4

Azufre
Dia Nivel Uno 400 ppm Nivel Dos 800 ppm Nivel Tres 1200 ppm
Rep. Tedrico | Practico| & Recu,();:;acién Tedrico | Practico| & Recu;();)r)acién Tedrico Practico () Recu?;r)acién

1 5000 | 4995.9 5400 | 5364.9 5800 5789.2

DiaUno| 2 5000 | 4995.2 (0.51 99.9 5400 | 5365.2 |0.51 99.36 5800 5788.2 0.50 99.80
3 5000 | 4994.9 5400 | 5365.9 5800 5788.6
1 5000 | 4992.6 5400 | 5355.9 5800 5793.2

DiaDos| 2 5000 | 4993.4 |0.40 99.9 5400 | 5356.2 [0.46 99.19 5800 5794.2 0.51 99.89
3 5000 | 4992.9 5400 | 5356.8 5800 5793.9
1 5000 | 4988.2 5400 | 5347.9 5800 5789.2

DiaTres| 2 5000 | 4988.9 |0.56 99.8 5400 | 5347.3 |0.50 99.03 5800 5789.9 0.40 99.82
3 5000 | 4989.3 5400 | 5346.9 5800 5789.2

Valor tedrico= 0.460 %, 4600 ppm.
0= Desviacion estandar.
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ANEXO 5

DATOS DE PRECISION Y EXACTITUD PARA BORO

Boro
Dia Nivel Uno 10 ppm Nivel Dos 20 ppm Nivel Tres 30 ppm

Rep. Tedrico | Practico| & Recu?;r)acmn Teorico | Practico| 6 Recu;();r)amon Tedrico Practico 6 Recur();)r)aclon
1 47.6 46.2 57.6 56.8 67.6 66.9

DiaUno| 2 47.6 47.1(0.55 98.4 57.6 56.9(0.61 99.31 67.6 67.210.17 99.26
3 47.6 47.2 57.6 57.9 67.6 67.2
1 47.6 46.9 57.6 56.9 67.6 66.7

DiaDos | 2 47.6 47.2(0.30 99.2 57.6 56.4(0.40 98.67 67.6 66.9]0.36 99.11
3 47.6 47.5 57.6 57.2 67.6 67.4
1 47.6 46.9 57.6 56.9 67.6 67.1

DiaTres| 2 47.6 47.2(0.21 99.0 57.6 56.710.12 98.55 67.6 66.8(0.57 99.51
3 47.6 47.3 57.6 56.7 67.6 67.9

Valor tedrico= 37.6 ppm.

0= Desviacion estandar.
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