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1. INTRODUCCION

El andlisis de plantas refleja la concentracion de un nutriente en la planta, y
constituye un valor que integra todos los factores involucrados en su crecimiento, siendo
los principales el suelo, el clima, la especie, el manejo del cultivo y, fundamentalmente,
la disponibilidad de ese nutriente en el suelo (Barbazan, 1998).

Segtin Barbazdn (1998) los primeros trabajos para interpretar los datos de
andlisis de plantas fueron presentados por Macy en 1936, y desde entonces se han hecho
muchos esfuerzos para usar el andlisis de plantas como una herramienta ttil para el
diagndstico nutricional de un cultivo.

En las dltimas dos décadas ha habido un gran avance en el desarrollo de la
velocidad y la eficiencia de los instrumentos para las determinaciones de elementos
quimicos en muestras de plantas. Sin embargo, las técnicas de preparacién y
acondicionamiento de las muestras no se han desarrollado a la misma velocidad y son
aun el mayor factor que contribuye a resultados analiticos inciertos (Al-Harahsheha et
al., 2009).

Algunos andlisis quimicos de muestras de plantas tienen dos etapas: la
digestion-disolucion del elemento y su posterior determinacion. Una vez que se extraen
los elementos de la matriz y pasan a formar parte de una solucién debe realizarse la
segunda etapa que es la determinacién del mismo (Barbazdn, 1998).

Para que el andlisis de planta pueda ser utilizado como método de diagndstico
efectivo deben cumplirse una serie de condiciones que incluyen desde la estandarizacion
del acondicionamiento y preparacion de la muestra, el andlisis propiamente dicho, hasta
la interpretacién de los resultados obtenidos, tomando en cuenta valores de referencia
que permitan un diagndstico adecuado de la muestra a analizar (Milldn y Abadia, 1981).

En Uruguay la mayoria de los andlisis de plantas realizados para diagnosticar
deficiencias de nutrientes, como los realizados en apoyo a investigacion, se basan en la
determinacion de nutrientes determinados a partir de muestras digeridas con H,SO4 0 a
partir de digestiéon por via seca. Sin embargo, algunos autores han encontrado que la
concentracion de nutrientes puede cambiar segin el procedimiento utilizado. La
exactitud con la cual se obtiene una determinada concentracion de nutrientes es



importante cuando se usa el andlisis de plantas para ajustar dosis de recomendacién de
fertilizacion en algunos cultivos.

Se ha visto que las técnicas tradicionales de determinacién de minerales en
muestras con alto contenido de Si, como el arroz, no resultan tan efectivas al momento
de disolver las cenizas, por lo que distintos autores recomiendan el uso de HF en la etapa
de disolucién de la muestra.

Poykio y Peramaki (2003) realizaron una investigacion con el objetivo de
encontrar un procedimiento adecuado para la digestion de elementos traza en muestras
de plantas con alto contenido de silicio (Si) para estudios medioambientales. La técnica
planteada comparaba distintas mezclas de acidos, dcido nitrico (HNO3); HNOs+ 4cido
perclérico (HCIO4); HNO; + perdxido de hidréogeno (H,0;), incluyendo la mezcla de
acido fluorhidrico (HF) mds HNOs; en aciculas de pino. Estos autores concluyeron que la
mezcla de HF y HNOj; result6 ser la més efectiva para determinar Titanio (Ti) y Hierro
(Fe), en muestras con altos contenidos de Si. Cabe aclarar que el HNOs3, la mezcla de
HNOs+ HCIO4 y la mezcla de HNOs + H,0O, fueron utilizadas en la etapa de digestion
liquida de la muestra, mientras que, la mezcla de HF mas HNOj fue utilizada en la etapa
de disolucién de las cenizas.

El objetivo principal de este trabajo fue comparar dos técnicas de digestion-
disolucién luego de la conversion a cenizas por via seca de muestras vegetales; para ello
se realizaron ensayos comparando las siguientes técnicas: a) la utilizada en el
Laboratorio de Andlisis de Plantas de la Catedra de Fertilidad de la Facultad de
Agronomia (digestion por via seca y disoluciéon de las cenizas con HCI), y b) una
variante de la técnica utilizada por Poykio y Peramaki (2003) (digestiéon por via seca y
disolucién de las cenizas con HF mds HNOs), en diferentes matrices vegetales.

Se analizaron ocho materiales vegetales de distinto origen: cinco muestras de
plantas obtenidas localmente (dos de planta entera de arroz y una de maiz; una de
corteza y otra de hoja de eucalipto), y otras tres muestras internacionales provenientes
del Wageningen Evaluating Programs for Analytical Laboratories (WEPAL, 2010) (una
de alfalfa, una de maiz y una de sorgo). El Programa WEPAL es una servicio de
comparacion interlaboratorios de la Universidad de Wageningen (Paises Bajos).

Todas las determinaciones se realizaron por métodos instrumentales; donde
Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe) y Cinc (Zn) se determino por Espectrometria



de Absorcion Atémica mientras que Potasio (K) y Sodio (Na) se determino por
Espectrometria de Emision Atémica, en el Laboratorio de Fertilidad de Suelos de
FAGRO. Ademas, una submuestra de cada una de estas ocho muestras fue enviada al
Laboratorio de Andlisis de Plantas del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INTA) La Estanzuela, con el objetivo de comparar resutados con otro laboratorio que
utiliza una técnica de digestion-disolucién y determinacién similar a la utlizada en el
laboratorio de FAGRO (HCI_INIA).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EFECTIVIDAD DEL USO DEL HF EN LOS METODOS DE ANALISIS DE
PLANTAS CON ALTOS CONTENIDOS DE SILICIO

Muchas técnicas analiticas como Espectrometria de Absorcion Atomica (AAS)
y Espectrometria de Emisiéon Atémica (AES) requieren de una digestion y disolucion
previa de la muestra (Poykio y Peramaki, 2003). Esta preparacion previa de la muestra
es la etapa que tiene el mayor efecto sobre los resultados finales; lo cual es
especialmente relevante en la determinacion de minerales y elementos trazas en
muestras de plantas que no son homogéneas (Poykio y Peramaki, 2003).

Para que los métodos de digestion sean efectivos deben descomponer
eficientemente la matriz de la muestra, logrando que los elementos de interés sean
solubilizados; ademds los minerales deben estar en una forma quimica acorde al método
de analisis que se va a utilizar para su determinacion (Poykio y Peramaki, 2003). Los
procedimientos de digestion de muestras que emplean solo HNOs3, o la mezcla de HNO;
mas H,0, o, incluso, HNO3 y HCIO4 no siempre aseguran una completa digestion de la
muestra y la disolucién de las cenizas (Poykio y Peramaki, 2003).

Esta dificultad en la descomposicion de la muestra vegetal es particularmente
grave cuando la misma tiene altos contenidos de Si, por lo cual para lograr una adecuada
disolucién de las cenizas se recomienda utilizar HF (Novozamsky et al., 1995). Segin
Lamble y Hill (1998), las digestiones utilizando HNO3 solo o en combinacién con H,O,
han demostrado ser generalmente efectivas en el anélisis de distintas muestras vegetales,
pero estos métodos tradicionales no son efectivos para analizar muestras con alto
contenido de Si, donde se hace necesario la utilizacion de HF. Segtin estos autores, esta
ultima técnica es la Gnica que permite obtener buenos resultados en la determinacién de
Al y Fe en tejidos vegetales con alto contenido de Si. En cambio, si las muestras no
tienen altos niveles de Si el uso de HF no presenta ninguna ventaja (Lamble y Hill,
1998).

Esta relacion entre contenido de Si de las plantas y la necesidad de usar HF para
una correcta determinacion de la concentracion de elementos fue confirmada por
Llimous y Fallavier (1996) . Estos autores realizaron la comparacion de dos técnicas de
digestiéon en seco (con y sin el uso de HF) para la determinacién de K, Ca y Mg en
muestras con alto contenido de Si, utilizando para ello hojas de palma aceitera (Elaeis



guineensis). Estos autores llegaron a la conclusiéon de que cuando la muestra tenia un
contenido de Si mayor a 3,5 % las digestiones sin el uso de HF dieron resultados mas
bajos (sobre todo de K) que cuando se utiliz6 HF en la digestion del material. En
cambio, cuando el contenido de Si en la muestra fue menor a 3,5 % los dos métodos de
digestion (con y sin HF) dieron resultados similares. La variacion entre los dos métodos
se correlaciona positivamente con el contenido de Si en la muestra de planta: cuanto mas
alto es el nivel de Si, mayores son las desviaciones en el resultado del anélisis entre los
dos procedimientos. Por lo tanto, si se desea obtener resultados exactos y precisos en la
determinacion de elementos minerales en muestras de plantas con altos contenidos de Si,
es recomendable la utilizacién del HF en los procedimientos de digestion de este tipo de
muestras (Llimous y Fallavier, 1996).

Lamble y Hill (1998), en una revision critica sobre procedimientos de digestion
en microondas para determinar elementos traza de materiales de distintos origenes,
reportaron que, para obtener recuperaciones completas de Fe y Al fue necesario en
muchos casos la digestion con HF. Estos dos elementos tienen una fuerte tendencia a
asociarse a los silicatos. Poykio y Peramaki (2003) también subrayan que los elementos
como Fe y K, con tendencia a unirse a silicatos, son los que requieren del uso de HF en
la digestion. En cambio, los elementos como Cu y Zn, que se liberan facilmente de las
matrices bioldgicas, pueden ser determinados facilmente utilizando diversos dcidos
durante el procedimiento de digestion (Lamble y Hill, 1998).

Poykio y Peramaki (2003) analizaron aciculas de pino utilizando digestion por
via seca, y encontraron que la utilizacion del HF fue necesaria para una correcta
disolucién y descomposiciéon de la muestra. Cuando compararon los resultados de este
acido contra la utilizacién de otros, determinaron valores de Fe aproximadamente 1,1
veces mayores que cuando se utilizé HNOj solo o en combinacién con HCIO,. Ademés,
los valores hallados para Titanio con HF fueron 1,5 veces mayores que cuando se utiliz6
HNOs solo o combinado con H,O,.

La efectividad en el uso del HF en muestras de planta con alto contenido de Si
se debe a que este 4cido tiene la capacidad de disolver los polimeros de SiO, que
integran cationes (Cat™) en su estructura La reaccién de disolucién de la matriz con Si
por la accién del HF se puede resumir de la siguiente manera (Gaudino et al., 2007).

HF + SiO; n(H,0) m(Cat™) — H,SiF + H,O + m(Cat")



2.2 FUNCIONES DEL SILICIO EN LA PLANTA

El Si es un nutriente beneficioso para la biologia de las plantas. Segin lo
expresado por Heckman (2012) el Si puede aliviar varias condiciones desfavorables
como: vuelco, sequia, temperaturas extremas, heladas, irradiacién UV, estrés quimico
como salinidad, toxicidad por metales pesados y desbalances nutricionales.

En las gramineas forrajeras, ademds de tener un rol estructural, el Si ayuda a
proteger la planta de ataques de insectos, enfermedades y estrés medioambientales.
Incluso hay cultivos que responden positivamente al suplemento con Si, incrementando
el rendimiento de las cosechas atin bajo condiciones de crecimiento favorable y en
ausencia de enfermedades, como en el caso del arroz (Heckman, 2012).

Segin Malavolta et al. (1989), Salisbury y Ross (2000), cuando el Si se
acumula en la pared de células epidérmicas de las hojas del arroz provoca la
disminucion de la transpiracion, asi como de las infecciones producidas por hongos. En
suelos pobres en Si disponible la adicion de silicatos diminuye la severidad de las
enfermedades causadas por Bipolaris oryzae y Pyricularia grisea y aumenta el
rendimiento (Malavolta et al., 1989). El aumento del tenor de Si tambien aumenta la
resistencia del arroz a los hongos Helminthosporium oryzae e Piricularia oryzae pero
hasta cierto punto. Ademads el Si incrementa la rigidez de las células del xilema
limitando la compresién por el viento. Por tanto, una planta de arroz deficiente en Si
estard mds susceptible al vuelco.

Segiin Malavolta et al. (1989) el elevado tenor de Si en el arroz estd
acompanado de la disminucién en el tenor de Fe y de la toxicidad provocada por este,
debido a que el Si aumenta la rigidez de los vasos que conducen el oxigeno desde la
parte aérea a las raices, mejorando el transporte de este ultimo. La absorcion del Fe en
esta graminea es inversamente proporcional al poder oxidante de las raices. El
Manganeso (Mn) también puede ser téxico cuando se acumula en las hojas, provocando
manchas necréticas. En presencia del Si, el Mn es distribuido mas uniformemente
reduciendo su toxicidad (Malavolta et al., 1989).



2.3 MECANISMO DE ABSORCION Y RANGOS DE ACUMULACION DEL
SILICIO EN LAS PLANTAS

Segun Salisbury y Ross (2000) el Silicio (Si) estd presente en la solucion del
suelo como dcido monosilicico (H4SiO4) y es absorbido por las plantas en esta forma,
por difusion pasiva, para luego acumularse en forma de polimeros de Si amorfo
hidratado (SiO; n (H,0)) en las paredes de las células epidérmicas especializadas
conocidas como células siliceas, pero también en las paredes primarias y secundarias de
las células de la raiz, el tallo y las hojas; para luego, después de solidificado, tornarse
inmovil en la planta (Malavolta et al., 1989).Seguin Epstein (1994) las concentraciones
de Si en el suelo puede variar de 0,1 a 0,6 mM.

Las concentraciones de Si en planta pueden variar segin la especie y la
disponibilidad de este elemento en el suelo. Es frecuente encontrar en varias especies
concentraciones de Si en planta mayores a las de macronutrientes como Nitrégeno (N),
Fésforo (P) o K (Malavolta et al., 1989). Segin Takahashi et al. citados por Alcintar y
Trejo-Téllez (2009) las plantas pueden ser clasificadas segtin su contenido de Si como:
1) acumuladoras, 2) intermedias y 3) no acumuladoras de Si (Cuadro No. 1).

Segin Heckman (2012) las gramineas y otras monocotiledéneas tienden a
acumular Si. Especies como trigo, avena, cebada, sorgo y maiz pueden tener
concentraciones de Si en el entrono a los 10,0 g/kg (1%) de la biomasa. Segun Salisbury
y Ross (2000), el maiz y otras gramineas como el sorgo pueden llegar a acumular
niveles de Si en el orden del 1,0 al 4,0% de su peso seco, mientras que el arroz puede
contener valores de hasta 16,0% de Si en peso seco. En cambio, algunas plantas
dicotiledéneas como soja, alfalfa, tomate y pepino, las cuales se consideran pobres
acumuladoras de Si, pueden tener niveles de Si cercanos al 0,1% (Heckman, 2012).



Cuadro No. 1: Clasificacion de plantas en funcion del contenido de Silicio

Tipo de planta Concentraciéon de Si en % Ejemplos

Acumuladoras de Si 10a15 arroz

Intermedias la5s Cereales, cafia de azdcar
No acumuladoras de Si Menos de 0,5 Mayoria de dicotiledoneas

Fuente: Takahashi et al., citados por Alcdntar y Trejo-Téllez (2009).

Malavolta et al. (1989) determinaron el tenor de Si de algunas plantas
cultivadas en Brasil encontrando para maiz valores de 0,67% en hojas mas tallos y 0,1%
en el grano, mientras que para arroz encontraron valores de 4,0% en hojas mas tallos y
8,0% en la cascara del grano. En este cultivo el 90% del Si acumulado se encuentra en la
parte aérea. En gramineas forrajeras los valores encontrados estuvieron entre 0,8 y 3,9%.

Los investigadores Cooke y Leishman (2012) determinaron en hojas de
Eucalyptus haemastoma concentraciones de Si del orden de 0,10 a 0,34%, mientras que
Hulme (2008) report6 para la corteza de Eucalyptus camaldulensis concentraciones de
Si de 0,10%.



3. MATERIALES Y METODOS

Para los ensayos de comparacion entre las dos técnicas de extraccion
(extraccion con HCI vs extraccion con HF mdas HNO;) planteadas en esta tesis, se
utilizaron dos muestras de planta entera de arroz y una de maiz. Ademads, se incluyeron
dos muestras de eucalipto: una de corteza y una de hoja (Cuadro No. 2). Estas muestras
fueron obtenidas localmente.

Se utilizaron también tres muestras provenientes de Paises Bajos del
Wageningen Evaluating Programs For Analytical Laboratorios (WEPAL): una de planta
entera de alfalfa y una de sorgo y una de tallos jovenes de maiz (Cuadro No. 2). El
Programa WEPAL es una servicio de comparacién interlaboratorios de la Universidad
de Wageningen (Paises Bajos). Las concentraciones de Si reportados por WEPAL para
las muestras de alfalfa, maiz y sorgo utilizadas en esta tesis fueron de 0,14, 0,55 y 0,80
%, respectivamente.

Cuadro No. 2: Identificacion de los materiales utilizados segtn especie y origen.

Muestra Origen Pais

Planta entera de arroz | Facultad de Agronomia Uruguay
Planta entera de arroz 11 Facultad de Agronomia Uruguay
Corteza de eucalipto Facultad de Agronomia Uruguay
Hoja de eucalipto Facultad de Agronomia Uruguay
Planta entera de maiz Facultad de Agronomia Uruguay
Tallos de maiz (M'2-P?2- WEPAL Paises Bajos
Afio 2010)

Planta entera de sorgo (M3- WEPAL Paises Bajos
P2-Afio 2011)

Planta entera de alfalfa WEPAL Paises Bajos

(M3-P2-Afio 2010)

1 M = Material
2 P = Periodo

En el Laboratorio de Andlisis de Suelos y Plantas de la Facultad de Agronomia
(FAGRO) estas ocho muestras fueron molidas con un molino Wiley y secadas por dos
horas antes de ser convertidas a cenizas por via seca, para luego realizar dos
procedimientos diferentes de disolucion (extraccion con HCI vs extraccion con HF mas
HNO:s). En la solucién resultante se determinaron los elementos K, Ca, Mg, Na, Fe y Zn.



Una submuestra de cada una de estos materiales fue enviada al Laboratorio de
Andlisis de Plantas del INIA La Estanzuela para que se determinaran los mismos
elementos que en FAGRO. De esta forma se obtuvo de un laboratorio de referencia en el
pais, un dato mas para poder compararlos con los resultados obtenidos de los ensayos
planteados en este estudio. Los protocolos de los procedimientos de extraccion
utilizados se describen a continuacion.

3.1 CARACTERISTICAS DE LAS TECNICAS INSTRUMENTALES UTILIZADAS
EN FAGRO E INIA PARA LA DETERMINACION DE K, Ca, Mg, Na, Fe Y Zn.

Independientemente del procedimiento de extraccion, se utilizé el mismo
método de determinacion para cada uno de los cationes analizados. Las metodologias de
determinacion utilizadas fueron Espectrometria de Absorcion Atdémica (AAS) y
Espectrometria de Emision Atomica (AES).

3.2 PROTOCOLOS ANALITICOS UTILIZADOS EN FAGRO PARA LA
DETERMINACION DE K, Ca, Mg, Na, Fe Y Zn

3.2.1 Oxidacién a alta temperatura (ceniza seca) y disolucién con HCI al 20 %

Se pesa en una balanza analitica 1,000 g de muestra de planta previamente
secada por dos horas a 65 °C en una estufa. Se coloca dentro de un crisol de porcelana.
Luego se colocan los crisoles en una plancha para quemar la muestra hasta que dejan de
liberar humo; posteriormente se introducen en un horno mufla y luego que se alcanza la
temperatura de 450 °C (aproximadamente 1,5 horas), se deja la muestra por cuatro horas
mas hasta transformar las mismas en cenizas.

Se apaga el horno y se deja alcanzar la temperatura ambiente en el horno mufla
para luego retirar las muestras; tomar la precaucién de no perturbar las mismas mientras
se transfieren desde el horno a la mesada de trabajo. Se agregan unas gotas de agua
destilada a las cenizas para evitar proyecciones al momento de disolver las mismas. Con
pipeta automdtica se agrega a las cenizas 5,0 mL de solucion de HCI al 20 %.
Cuantitativamente se transfiere el contenido del crisol dentro de un matraz volumétrico
de vidrio de 50 mL para luego diluir hasta volumen con agua destilada; se tapa y mezcla
bien.
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Para el andlisis elemental de la muestra de planta digerida se utiliza el
Espectrometro de Absorcion Atomica modelo Perkin Elmer 373 del Laboratorio de
Andlisis de Suelos y Plantas de FAGRO.

Se calibra el equipo usando soluciones estandar con distintas concentraciones
del analito a determinar, ademds de una solucién blanco; se registran las concentraciones
de los distintos analitos en porcentaje para K, Ca y Mg, mientras que, en partes por
millén (ppm o mg kg-1) para Na, Fe y Zn. Para la determinacion de los minerales se
utiliz6 el protocolo establecido en el manual de Perkin Elmer.

3.2.2 Oxidacion a alta temperatura (ceniza seca) y disolucioén con 10,0 mL de HNO; +
2,0 mL de HF

Se pesa en una balanza analitica 0,250 g de cada muestra de planta
previamente secada en una estufa por dos horas a 65 °C. Se coloca la muestra dentro de
un crisol de porcelana de 60 mL de capacidad, previamente numerado. Se coloca los
crisoles en una plancha hasta que dejen de liberar humo, y se lleva a un horno mufla
durante cuatro horas a 450 °C.

Luego se apaga el horno, se deja enfriar las muestras y se retiran tomando la
precaucion de no perturbar las muestras de cenizas mientras se transfieren desde el
horno a la mesada. Se agrega unas gotas de agua destilada a los crisoles para evitar
proyecciones al momento de agregar los 4cidos; se realiza la disolucién de las cenizas
con el agregado de 10 mL de HNO3(65%) mas 2 mL de HF (40%) con pipeta
automatica.

Cuantitativamente se transfiere el contenido de los crisoles dentro de un matraz
volumétrico de pléstico de 50 mL para luego diluir las muestras hasta volumen con agua
destilada, se tapa y se mezcla bien.

Se calibra el Espectrometro de Absorciéon Atémica usando soluciones patrén
diluidas en 10 mL de HNO; y 2 mL de HF con distintas concentraciones del compuesto
a determinar, ademds de una solucién blanco; se registran las concentraciones de los
distintos analitos en porcentaje para K, Ca y Mg y en partes por millon (ppm) para Na,
Fey Zn.

11



3.3 PROTOCOLO UTILIZADO EN EL LABORATORIO DEL INIA LA
ESTANZUELA PARA LA DETERMINACION DE K, Ca, Mg, Na, Fe Y Zn

3.3.1 Determinacion de micro y macro elementos en material vegetal por via seca

Se pesa 1,000g de muestra molida y se coloca en crisoles de 30 mL. Luego se
colocan en la mufla a 500 °C durante 6 horas, se retiran de la mufla se deja enfriar y se
agregan 5 mL de HCI 6 N. Posteriormente se dejan los crisoles evaporando en plancha a
100 °C. Disolver la ceniza en 20 mL de HCI 2 N. Luego se transfiere el contenido a
matraces de 50 mL y se lleva a volumen con agua destilada. Se filtran a frascos plasticos
y se obtiene el extracto B. Para la determinacion de Fe y Zn se realiza la lectura directa
del extracto B por absorcion atomica.

Para la determinacién de Ca, Mg y K se toma 0,2 mL del extracto B y se
transfiere a erlenmeyer de 50 mL, se agrega 1,0 mL de Lantano al 5% y 8,8 mL de H,O.
Se realiza la lectura por Absorcion Atémica de Ca'y Mg y por Emision Atémica el K.

Para la lectura del Na, se toma 0,2 mL del extracto B y se transfiere a un
erlenmeyer de 50 mL, luego se le agrega 1,0 mL de KCIl al 1% y 8,8 mL de H,O
destilada. La lectura se realiza por Emision Atémica.

3.4 COMPARACION ENTRE LOS PROTOCOLOS UTILIZADOS EN EL
LABORATORIO DE FAGRO E INIA

En los procedimiento de digestién utilizados en FAGRO se realiza una tnica
disolucion de las cenizas utilizando HCI al 20% o HF mas HNOs segin el protocolo,
mientras que el el laboratorio del INIA se realizan dos disoluciones, la primera con HCI
6 N y la segunda con HC1 2 N obteniéndose el extracto B.

En FAGRO para la determinaciéon de Ca y Mg se realiza previamente la
diluciéon de la muestra con una solucién de Lantano al 0,2% ( relacién de dilucién 1:20).
En INIA para la determinacién de Ca, Mg y K y Na se toma 0,5 mL del extracto B y se
agreg6 2,5 mL de Lantano al 5% mas 22 mL de H,O.

En FAGRO las determinaciones de K, Na, Fe y Zn se realizan directamente de

la ceniza disuelta con HCI o HF mds HNO3, segtin el protocolo. En INIA los cationes Fe
y Zn se determinaron directamente del extracto B.
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Para identificar los métodos de digestion (combinaciones de extraccion-
determinacidn) se utilizaron las siguientes abreviaciones:

HCI_FA: Técnica con HCI en el Laboratorio de Facultad de Agronomia
HF_FA: Técnica con HF mas HNOj; en el Laboratorio de Facultad de Agronomia
HCI_INIA: Técnica con HCl en el Laboratorio de INIA La Estanzuela.

3.5 EVALUACION DEL EFECTO DE LA LIMPIEZA DE LOS CRISOLES

Con el fin de verificar la existencia de impurezas adheridas a la pared de los
crisoles es que se evalud otra metodologia para la limpieza de los mismos. En fagro el
lavado se realiza con HCI al 10% La limpieza consistié en el agregando de 2 mL de HF
mds 10 mL de HNOs; a los doce crisoles utilizados en la tesis, luego esta mezcla se
traspasé a un matraz de plastico y se llevdé a un volumen final de 50 mL con agua
destilada. Posteriormente esta solucién fue leida en el espectrémetro de absorcion
atémica como si fuera una muestra de planta mds, para luego determinar la presencia de
restos de bases y micro nutrientes adheridos a la pared del crisol. Estos restos de
minerales adheridos a la pared de los crisoles pueden ser disueltos por los dcidos
utilizados en la disolucién de las cenizas e interferir en los resultados de las muestras
analizadas. Este procedimiento se realiz6 dos veces en cada crisol. Se presenta en el
Cuadro No. 3 el resultado de la limpieza de los crisoles utilizados en la Tesis.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron los andlisis de la varianza (Anova) para los cationes Ca, Fe, K,
Mg, Na, y Zn, considerando como fuentes de variacion 1) los dos métodos de digestion
(HCL_FA y HF + HNO;_FA) y 2) nimero de repeticiones del andlisis (entre 5 y 8,
dependiendo de la muestra).

La fecha se consideré como un efecto bloque, ya que se asumié que cada dia de
andlisis tuvo condiciones similares de temperatura y otras condiciones de laboratorio,
pero que estas condiciones fueron diferentes entre dias, ya que el periodo de anélisis
abarcé més de un afio. Esto se realizé mediante la cuantificacién de la concentracion de
los elementos en las ocho muestras utilizadas. El software utilizado fue InfoStat/E.
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El modelo utilizado para el analisis estadistico de los resultados de FAGRO fue
el siguiente:

Yl_] =u+ T+ Bj+ &jj

Yij =es la cuantificacion de la concentracion de los elementos (Ca, Fe, K, Mg, Na, y Zn)
en las diferentes muestras analizadas.

p = corresponde a la media general.

i = es el efecto de la técnica de digestion y el tipo de &cido utilizado en el
procedimiento de disolucion de las cenizas.

B;= es el efecto de la fecha de anilisis.

&j = es el error experimental asociado a la observacion Yj;.

3.7 OTRAS COMPARACIONES

Se calculé el dato promedio (para todas las fechas) de la concentracion de cada
elemento en las ocho muestras analizadas, segiin el método utilizado en el Laboratorio
de FAGRO. Esta informacién fue utilizada para calcular el porcentaje de recuperacion,
estimado como la relacién de concentracion entre la técnica de digestion con HCl y la
técnica de digestion con HF mas HNO;.

(X; HCD) x 100
X; HF +HNO;

siendo X; = el dato promedio de concentracion para cada elemento

Se compar6 también el dato promedio (de todas las fechas) de la concentracién
determinado en FAGRO para cada elemento con la técnica de digestion con HF mads
HNO; contra los resultados obtenidos por el INIA La Estanzuela para todas las
muestras.

(X INIA) x 100
X; HF +HN03

siendo X = el dato de concentracién para cada elemento
siendo X; = el dato promedio de concentracion para cada elemento

14



Para el caso de las tres muestras de WEPAL (sorgo W, maiz W y alfalfa W), se
compararon, ademds, los resultados obtenidos para estas muestras en FAGRO e INIA
con los propios resultados de WEPAL. Se tom¢ el dato de este ultimo como base cien
para el cdlculo del porcentaje de recuperacion. Los datos oficiales de WEPAL estdn
disponibles en la pagina web de dicha institucion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Limpieza previa de los crisoles utilizados en la etapa de digestion de las muestras

Cuadro No. 3. Determinacién de restos de K, Ca, Mg, Na, Fe y Zn (como % o ppm en
planta) en la primera (L.1) y segunda (L2) limpieza con HF mds HNO3 de 12 crisoles de

porcelana.
K Ca Mg Na Fe Zn
No.
Crisol LI L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
—————— == P - ppm -
1 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 000 75 0 0 O
2 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 66 0 0 O
3 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 39 1 0 O
4 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50 O 2 2
5 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 23 1 2 1
6 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 24 0 1 1
7 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 30 O 1 1
8 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 000 25 O 1 1
9 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 1 0 1 1
10 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 6 0 0 1
11 0,03 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 6 1 1 1
12 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 2 1 1 2

La contaminacion de los crisoles fue mds importante para el caso de K, donde
se midieron en la primera limpieza concentraciones entre 0,01 a 0,03% (100 a 300 ppm)
en la solucion. En la mediciéon de la segunda limpieza, en cambio, no se observo la
contaminacion con restos de K en la mayoria de los crisoles (11 de 12) a excepcion de
un caso.

Para Ca en la primera limpieza siete de los doce crisoles presentaron una

contaminacion de 0,01%, mientras que en la segunda limpieza en tan solo tres casos se
midieron niveles de 0,01% (los crisoles No. 1,9y 11).
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En lo que respecta al Mg no se encontré contaminacion con este elemento en
los crisoles en ninguna de las dos limpiezas realizadas.

Para Na, solo 4 de los doce crisoles presentaron niveles de 0,01% en la primera
limpieza realizada, mientras que en la segunda limpieza no se constaté contaminacién en
ninguno de los doce crisoles.

Para Fe se midieron valores de contaminacion entre 20 y 75 ppm en ocho de los
doce crisoles, mientras que los cuatro restantes presentaron entre 1 y 6 ppm en la
primera limpieza realizada. En la segunda limpieza en solo cuatro casos se midié 1 ppm.

Por tltimo para el Zn se midieron valores entre 1 y 2 ppm en nueve de los doce
crisoles en las dos limpiezas realizadas; estos resultados pueden estar asociadas a
interferencias o inestabilidad en el equipo y no tanto a contenidos reales de Zn en los
crisoles, de todas formas los valores de contaminacion fueron muy bajos.

4.1.2 Determinacion de K, Ca, Mg, Na, Fe v Zn en las ocho muestras de planta

analizadas
4.1.2.1 Muestra de arroz I

Los resultados de andlisis de los diferentes elementos analizados muestran gran
variabilidad entre repeticiones, particularmente para Ca, Zn y Fe. Esta variabilidad
puede ser el resultado de la falta de experiencia analitica del laboratorista (tesista), y no
refleja la variabilidad normal del laboratorio de FAGRO.

En el caso de K, existi6 un efecto estadisticamente significativo de la técnica de
digestion-disolucion empleada (Cuadro No. 4); el valor promedio de ocho repeticiones
obtenido con HF fue 25% mayor (1,36%) al obtenido con HCI (1,09%). Este mismo
efecto significativo de la técnica de digestion-disolucién empleada se observé en Mg,
Na, Fe y Zn (Cuadro No. 4).

Para Ca, en cambio, el andlisis de la varianza no reflej6 diferencias
significativas en la técnica de digestion-disoluciéon empleada (Cuadro No. 4). De todos
modos, a pesar de la falta de significacion estadistica observada en el caso de Ca, el
porcentajes de recuperacion calculado con el uso de HF mdas HNOj fue un 26% superior
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al obtenido con el uso de HCl (Cuadro No. 12). Solo para Fe existié un efecto
estadisticamente significativo de la fecha de andlisis.

Por tanto a pesar de la variabilidad encontrada en los andlisis que fue mayor a la

del laboratorio FAGRO fue posible detectar diferencias significativas para varios
elementos.
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Cuadro No. 4. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de andlisis en el
resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de arroz 1. (realizadas en FAGRO:

FA).
ME Fecha K Ca Mg Na Fe Zn
———————— Y0-------- -------- ppm--------
HF_FA 19/05/2011 1,18 0,10 0,10 561 179 21
23/05/2011 1,24 0,10 0,12 595 196 20
17/08/2011 1,53 0,15 0,11 548 268 31
25/10/2011 1,38 0,18 0,12 708 154 24
01/12/2011 1,39 0,29 0,12 609 195 23
11/12/2011 1,52 0,11 0,12 653 191 26
28/12/2011 1,41 0,12 0,13 581 186 25
10/04/2012 1,25 0,18 0,13 565 200 45
HCI_FA 19/05/2011 1,04 0,12 0,11 526 99 17
23/05/2011 1,09 0,12 0,10 484 104 17
17/08/2011 0,82 0,11 0,09 489 175 18
25/10/2011 1,19 0,15 0,12 574 122 12
01/12/2011 1,14 0,10 0,12 493 130 22
11/12/2011 1,21 0,11 0,11 480 114 21
28/12/2011 1,24 0,12 0,12 596 120 13
10/04/2012 1,02 0,15 0,10 495 215 23
Media HF_FA 1,36 0,15 0,12 603 196 27
Media HCI_FA 1,09 0,12 0,11 517 135 18
Anova
F.V.! gl valor de p ------------------—--
ME 1 0,0048 NS 0,0676  0,0050 0,0021 0,0084
Fecha 7 NS> NS NS NS  0,0855 NS

Error (Acido x Fecha) 7

No corresponde

'F. V. = Fuente de variacion.
*NS=No significativo (p >0,10).
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4.1.2.2 Muestra de arroz 11

Del anélisis de la muestra de arroz II se desprende que para K existié un efecto
estadisticamente significativo de la técnica de digestion-disolucion empleada (Cuadro
No. 5). También existieron diferencias significativas entre las técnicas para Mg, Fe y Zn.
Para Ca y Na, en cambio, el andlisis de la varianza no reflejé diferencias significativas
en la técnica de digestion-disoluciéon empleada. Solo para Fe existi6 un efecto
estadisticamente significativo de la fecha de anélisis (Cuadro No. 5).

Para Ca y Na los promedios calculados para la técnica de digestion-disolucién
con HF fueron superiores a los obtenidos con la técnica de digestion-disoluciéon con HCl
(Cuadro No. 5) a pesar de que no hubieron diferencias significativas.

4.1.2.3 Muestra de corteza de eucalipto

En esta muestra existieron diferencias significativas entre las técnicas de
digestion-disolucion Unicamente para Fe (Cuadro No. 6). Para K, Ca, Mg, Na y Zn, en
cambio, no existieron diferencias significativas entre las técnicas de digestion-disolucion
empleadas. También solo para Fe existi6 un efecto estadisticamente significativo en la
fecha de andlisis.

Solo para Ca y Zn los promedios calculados para la técnica de digestion-
disoluciéon con HF mds HNOs; fueron superiores a los obtenidos con la técnica de
digestion-disolucion con HCl (Cuadro No. 6) a pesar de que no hubo diferencias
significativas.
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Cuadro No. 5. Efecto del método de extracciéon (ME) y de la fecha de anélisis en el
resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de arroz II. (realizadas en

FAGRO: FA).
ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
——————————— Jo----------- e s V) ) | | EEEE SRR
HF_FA 19/05/2011 1,74 0,18 0,12 385 181 22
23/05/2011 1,60 0,17 0,13 564 267 22
17/08/2011 1,93 024 0,12 583 288 35
01/12/2011 1,36 0,17 0,10 427 188 12
11/12/2011 1,98 0,15 0,13 603 251 26
28/12/2011 1,55 0,14 0,12 495 183 19
10/04/2012 1,58 0,20 0,13 615 240 42
HCI_FA 19/05/2011 091 0,15 0,10 392 163 19
23/05/2011 1,30 0,13 0,10 442 187 17
17/08/2011 1,09 0,13 0,08 487 216 15
01/12/2011 1,52 0,14 0,11 535 177 18
11/12/2011 1,55 0,16 0,11 505 179 20
28/12/2011 1,65 0,16 0,11 523 169 10
10/04/2012 1,43 0,17 0,10 525 230 21
Media HF_FA 1,68 0,18 0,12 525 228 25
Media HCI_FA 1,35 0,15 0,10 487 189 17
Anova
E. V' gl valor de p ------------------—--
ME 1 0,0758 NS 0,0177 NS 0,0193 0,0615
Fecha 6 NS NS NS NS 0,0685 NS
Error (Acido x Fecha) 6 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacion.
*N'S=No significativo (p >0,10).
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Cuadro No. 6. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de analisis en el

resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de corteza de eucalipto.
(realizadas en FAGRO: FA).

ME Fecha K Ca Mg Na Fe Zn
—————————— % ----------- -m---m—--- PPM ----------

HF_FA 01/12/2011 0,17 2,88 0,11 638 122 7
11/12/2011 0,27 391 0,13 1099 128 4

28/12/2011 0,18 3,23 0,12 619 115 10
10/04/2012 0,24 3,48 0,12 900 200 10

23/04/2012 0,23 3,09 0,14 975 179 9
HCI_FA 01/12/2011 0,20 2,85 0,14 859 73 4
11/12/2011 0,23 3,00 0,15 836 78 7
28/12/2011 0,20 2,95 0,13 850 62 4
10/04/2012 0,21 2,41 0,11 865 175 4
23/04/2012 0,20 3,15 0,13 878 162 5
Media HF_FA 0,22 332 0,12 846 149
Media HC1_FA 021 287 0,13 858 110
Anova
E. V. gl - valor de p ----------------
ME 1 NS NS NS NS 0,0063 NS
Fecha 4 NS NS NS NS 0,0029 NS
Error (Acido x Fecha) 4 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacion.
*NS=No significativo (p >0,10).

4.1.2.4 Muestra de hoja de eucalipto

Para K, Na y Fe existi6 un efecto estadisticamente significativo de la técnica de
digestién-disoluciéon empleada (Cuadro No. 7). Sin embargo, para Ca, Mg y Zn el
andlisis de la varianza no reflej6 diferencias significativas entre las técnicas de
digestion-disolucién empleadas. Existieron diferencias significativas entre fechas de
andlisis tinicamente para K y Fe (Cuadro No. 7). El Ca fue el tinico elemento que mostrd
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un mayor porcentaje de recuperacion con la técnica que incluyd HF+HNOs3, a pesar de
no ser esta diferencia estadisticamente significativa.

Cuadro No. 7. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de anélisis en el
resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de hoja de eucalipto.
(realizadas en FAGRO: FA).

ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
-- % - B ppm
HF_FA 01/12/2011 039 1,71 0,21 973 96 8

11/12/2011 045 039 023 1094 81

28/12/2011 040 041 022 941 87 10
10/04/2012 044 0,78 022 990 155 18
23/04/2012 042 093 023 985 102 13

HCl_FA 01/12/2011 0,37 0,70 0,25 875 70 11
11/12/2011 043 081 0,24 860 48 11
28/12/2011 041 0,78 0,22 861 64 4

10/04/2012 041 0,74 0,21 970 145 12
23/04/2012 0,39 0,82 022 957 83 11

Media HF_FA 042 084 0,22 997 104 12
Media HCI_FA 0,40 0,77 0,23 905 82 10
Anova

E. V' gl e valor de p ----------=-------—--
ME 1 00705 NS* NS 0,0751 0,0043 NS
Fecha 4 0,0369 NS NS NS 0,0008 NS
Error (Acido x Fecha) 4 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacién.
*NS=No significativo (p >0,10).

4.1.2.5 Muestra de planta entera de maiz
Para K, Na y Fe existieron diferencias estadisticamente significativas en la

técnica de digestion-disolucion empleada, siendo las recuperaciones superiores con HF.
En cambio, para Ca, Mg y Zn los valores obtenidos con las dos técnicas fueron similares
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(Cuadro No. 8). Unicamente para K existieron diferencias significativas entre fechas de

analisis.

Cuadro No. 8. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de anélisis en el

resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de planta entera de maiz.
(realizadas en FAGRO: FA).

ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
___________ % -- Bt EE—

HF_FA 23/05/2011 3,15 049 0,23 156 104 12
17/08/2011 2,91 0,19 0,17 301 264 17
25/10/2011 323 0,55 0,22 308 120 13
01/12/2011 328 0,68 0,19 345 149 14
11/12/2011 344 044 0,21 301 112 13
28/12/2011 3,55 041 0,20 321 141 17
10/04/2012 2,67 040 0,19 190 180 20

HCI_FA 23/05/2011 3,01 0,41 0,21 84 74 16
17/08/2011 2,82 0,39 0,17 195 97 14
25/10/2011 295 046 022 131 102 10
01/12/2011 3,13 043 0,24 134 89 15
11/12/2011 324 043 0,20 110 75 17
28/12/2011 3,15 0,51 0,24 132 79 10
10/04/2012 2,86 0,45 0,2 130 155 17

Media HF_FA 3,18 045 0,20 275 153 15

Media HCI_FA 302 044 0,21 131 96 14

Anova

E. V' gl e valor de p ----------------

ME 1 0,0693 NS? NS 0,0009 0,0260 NS

Fecha 6 0,0238 NS NS NS NS NS

Error (Acido x Fecha) 6 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacion.
*N'S=No significativo (p >0,10).
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4.1.2.6 Muestra de tallos jovenes de maiz de WEPAL

Al igual que en el caso anterior (planta de maiz), existieron para K, Na y Fe
diferencias estadisticamente significativas en la técnica de digestion-disolucion
empleada; mientras que para Ca, Mg y Zn los valores obtenidos con las dos técnicas
fueron similares (Cuadro No. 9). En este caso, en cambio, no existieron diferencias
significativas entre fechas de anélisis para ningtn elemento.

Cuadro No. 9. Efecto del método de extracciéon (ME) y de la fecha de anélisis en el

resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de tallos jovenes de maiz de
WEPAL. (realizadas en FAGRO: FA).

ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
e ppm--------

HF_FA 01/12/2011 L12 0,23 0,19 141 115 9

11/12/2011 1,10 034 0,21 128 105 11

28/12/2011 1,16 032 0,19 135 128 11
10/04/2012 1,09 037 0,23 119 132 14
23/04/2012 1,11~ 0,30 0,20 111 97 12

HCI_FA 01/12/2011 098 032 024 85 79 14
11/12/2011 1,07 0,35 0,23 65 68 10
28/12/2011 1,06 0,31 0,21 77 94 11
10/04/2012 1,05 0,33 0,20 58 85 13
23/04/2012 1,08 032 0,19 96 90 14

Media HF_FA 1,12 0,31 0,20 127 115 11

Media HCI_FA 1,05 033 0,21 76 83 12

Anova

E. V' gl e valor de p ----------------

ME 1 0,0377 NS NS 0,0049 0,0086 NS

Fecha 4 NS* NS NS NS NS NS

Error (Acido x Fecha) 4 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacién.
*NS=No significativo (p >0,10).
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4.1.2.7 Muestra de sorgo de WEPAL

En este caso, para K, Ca, Na y Fe existieron diferencias significativas entre las
técnica de digestion-disolucién empleadas (Cuadro No. 10). En cambio, para Mg y Zn
no existieron diferencias significativas entre las técnica; se puede ver también que los
promedios calculados para estos dos elementos fueron similares en los dos tratamientos
comparados. No existieron diferencias significativas entre fechas de andlisis para
ninguno de los cationes determinados (Cuadro No. 10).

Cuadro No. 10. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de andlisis en el
resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de sorgo de WEPAL.
(realizadas en FAGRO: FA).

ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
—————————— % ---------- --—---—- ppM --------

HF_FA 01/12/2011 1,05 030 0,11 245 211 8
11/12/2011 1,02 031 0,11 175 180 14

28/12/2011 1,08 0,29 0,11 239 201 9

10/04/2012 1,03 0,32 0,12 158 171 10
23/04/2012 1,02 0,30 0,10 147 191 12

HCI_FA 01/12/2011 0,88 0,26 0,12 77 152 11
11/12/2011 0,94 0,28 0,11 49 118 13
28/12/2011 096 0,25 0,10 73 148 6
10/04/2012 091 0,29 0,12 89 158 11
23/04/2012 0,98 0,30 0,11 115 165 11

Media HF_FA 1,04 030 0,11 193 191 10,6

Media HCI_FA 0,93 0,28 0,11 81 148 10,4

anova

E. V' gl e valor de p ----------------

ME 1 0,0083 0,0189 NS 0,0141 0,0120 NS

Fecha 4 NS? NS NS NS NS NS

Error (Acido x Fecha) 4 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacién.
*NS=No significativo (p >0,10).
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4.1.2.8 Muestra de alfalfa de WEPAL

Para K, Ca, Mg, Na y Zn no existieron diferencias significativas entre las

técnica de digestion-disolucion empleadas; solo existieron diferencias significativas para
Fe (Cuadro No. 11). Existieron diferencias significativas entre fechas de andlisis para

Mg y Na.

Cuadro No. 11. Efecto del método de extraccion (ME) y de la fecha de andlisis en el

resultado analitico de diferentes cationes para la muestra de alfalfa de WEPAL.

(realizadas en FAGRO: FA).

ME fecha K Ca Mg Na Fe Zn
———————— Yo------ -------- ppM--------
HF_FA 01/12/2011 1,72 566 0,14 244 294 14
11/12/2011 2,50 1,82 0,16 420 254 18
28/12/2011 1,74 1,52 0,16 224 240 20
10/04/2012 2,89 229 0,11 120 205 16
23/04/2012 2,68 2,07 0,13 255 237 17
HCI_FA 01/12/2011 242 222 0,18 262 180 18
11/12/2011 2,48 2,14 0,16 351 207 23
28/12/2011 2,40 2,16 0,16 256 190 20
10/04/2012 1,87 1,89 0,11 75 160 12
23/04/2012 2,59 2,31 0,14 186 213 19
Media HF_FA 2,31 2,67 0,14 253 246 17
Media HCI_FA 2,35 2,14 0,15 226 190 18
Anova
E. V' gl - valor de p ----------------
ME 1 NS* NS NS NS 0,0212 NS
Fecha 4 NS NS 0,0466 0,0080 NS NS
Error (Acido x Fecha) 4 No corresponde

'F. V. = Fuente de variacion.
*N'S=No significativo (p >0,10).
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4.2 DISCUSION

4.2.1 Limpieza de crisoles

Los resultados de los andlisis de crisoles previamente usados evidenciaron que
los mismos contenian residuos de cationes (Cuadro No. 3). Luego de analizar los
resultados de la limpieza de los crisoles se vio que esta contaminacién fue maés
importante para el caso de K y Fe.

4.2.2 Efecto de la técnica de digestién-disolucién en el resultado analitico de las
muestras analizadas

Los resultados analiticos en las dos muestras de arroz analizadas fueron
similares, ya que en ambas existieron diferencias significativas entre las técnicas para K,
Mg, Fe y Zn, pero no hubo diferencias en el caso de Ca y Na. De todas maneras en el
caso de estos dos ultimos elementos, los promedios calculados para Ca y Na fueron
superiores cuando se utilizé HF (Cuadro No. 4 y 5).

Para el caso de las dos muestras de maiz el resultado analitico también fue
similar ya que existieron diferencias significativas entre las técnicas para K, Na y Fe
cuando fue usado HF. En cambio, los promedios para Ca, Mg y Zn fueron similares
entre ambas técnicas.

En términos generales la muestra de sorgo de WEPAL tuvo un comportamiento
similar a las muestras de maiz, ya que al igual que en el caso anterior las
concentraciones de K, Na y Fe fueron mayores con el uso de la técnica de digestion-
disoluciéon con HF. Sin embargo, en contraste con el maiz, en la muestra de sorgo
también existieron diferencias significativa para el Ca.

El grupo de muestras de las gramineas y la hoja de eucalipto tuvieron resultados
similares, pero las muestras de arroz, que tienen una mayor concentracion de Si (aprox.
10%), tuvieron una diferencia atin mayor entre las técnicas. Los resultados de todas las
muestras en forma conjunta indican que siempre existieron diferencias significativas
entre las técnicas para Fe. Pero en cambio, si solo se consideran las muestras de
gramineas y la de hoja de eucalipto, los resultados revelan diferencias significativas para
Ky Fe.
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Los resultados obtenidos para la muestra de corteza y hoja de eucalipto fueron
diferentes; para la corteza existieron diferencias significativas entre las técnicas solo
para Fe, mientras que en hojas existieron diferencias significativas para K, Na y Fe. Por
tanto, estos resultados muestran que las hojas de eucaliptus se comportaron de forma
similar a las muestras de maiz y sorgo de WEPAL.

Por otra parte, los resultados de corteza de eucalipto coincidieron, en forma
inesperada, con los de la muestra de alfalfa de WEPAL, ya que en esta ultima, solo
existid diferencia para el caso de Fe. Esta similitud en los resultados entre corteza de
eucalipto y alfalfa podria parecer casual, pero la misma puede ser explicada si se
considera que ambas muestras tienen muy bajas concentraciones de Si. La concentracion
de Si reportado por WEPAL para la muestra de alfalfa fue de 0.14%, mientras que
Hulme (2008) reporté para muestras de corteza de eucalipto concentraciones de Si de
0,10%.

Los resultados para la muestra de corteza de eucalipto y de alfalfa de WEPAL,
concuerdan con las conclusiones a las que arribaron los investigadores Llimous y
Fallavier (1996), Lamble y Hill (1998). Los primeros autores concluyeron que, cuando
la muestra tiene un contenido de Si mayor a 3,5% las digestiénes sin el uso de HF da
resultados mds bajos en la determinacién de Ca, Mg y sobre todo en K, que si se usa HF
en la digestion de la misma. Pero cuando la muestra tiene un contenido de Si menor a
3,5% el uso del HF en la disolucion de las cenizas da resultados similares cuando es
sustituido por otros dcidos. Como se vio, para el caso de la alfalfa de WEPAL y la
corteza de eucalipto, el uso del HF mas HNOj3 dio resultados similares al uso de HCI en
la técnica digestion-disolucién empleada.

En la Figura No.1 se presenta la diferencia entre los porcentajes de K obtenidos
mediante las técnicas de HF_FA y HCI_FA, en funcién del porcentaje de Si de cada
muestra. En dicha grafica se observa que cuanto mayor es el contenido de Si en la
muestra, mayor es la diferencia entre los porcentajes de K obtenidos por ambos métodos,
o sea mayor es la desviacion de un método con respecto al otro.

Para las muestras de arroz la diferencia en la determinacion del porcentaje de K
entre las técnicas de digestion-disolucién fue de 0,27 a 0,33% de K. En tanto, para maiz
(1 a 4% de Si) la diferencia entre las técnicas fue de 0,16%. El coeficiente de correlacién
(R?) entre la diferencia de concentracién de K en planta (%) y la concentracion de Si en
planta (%) fue de 0,896 (Figura No. 1). Los valores de concentracién de Si en las
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muestras fueron tomados de la bibliografia citada en la tesis. La concentracién de Si en
una muestra puede variar por distintos factores como ser: especie, etapa de crecimiento,
organo muestreado, tipo de suelo, etc.
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Figura No.l. Diferencia de concentracién de K en planta entre las técnicas
HF_FA y HCI_FA en funcién de la concentracién de Si de la
muestra.

4.3 RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CATIONES DETERMINADOS
CON HC1'Y HF

Esta relacion se estudid para dos variantes de la técnica de digestion-disolucion
obtenidas con HCI usada en Uruguay, que emplean FAGRO (HCI_FA) e INIA
(HCI_INIA ), pero en ambos casos el denominador de esta relacion fue la concentracién
obtenida con HF.

4.3.1 Relaciones de concentracion HCI/HF para las muestras de arroz I, arroz II, corteza
de eucalipto, hojas de eucalipto y maiz

En el caso de arroz este cociente fue inferior a cien en ambas muestras para casi
todos los cationes considerados, por lo cual la técnica de digestion-disoluciéon con
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HF_FA permitié obtener mayores porcentajes de recuperacion que las otra dos basadas
en HCI. La excepcion fue el Zn, ya que la técnica con HCI_INIA incrementd su
recuperacion en un 18 y 14% para arroz I y II respectivamente (Cuadro No. 12). En el
maiz, los porcentajes de recuperacion con HF_FA resultaron superiores para K, Na y Fe.
En cambio para el Ca, el porcentaje de recuperacion obtenido con HCI_FA fue 3%
superior, aunque 4% inferior cuando se us6 HCI_INIA (Cuadro No. 12). El
comportamiento del Zn fue similar, ya que el porcentaje de recuperacién obtenido con
HCI_FA fue 7% superior mientras que el obtenido con HCI_INIA fue 6% inferior.

La respuesta de Mg fue inversa a la del Ca, ya que el porcentaje de
recuperacion obtenido con HCl_FA fue 5% inferior al estimado usando HF, pero 6%
superior al obtenido con HCI_INIA (Cuadro No. 12).

En la muestra de hoja de eucalipto, los porcentajes de recuperacion obtenidos
tanto con HCl_FA como con HCl_INIA fueron inferiores al 100%, o sea inferiores a las
concentraciones obtenidas con HF, para la mayoria los elementos determinados. Las
excepciones fueron el Mg, que con HCI_FA fue un 3% superior, y el Na que con
HCI_INIA fue similar a la del HF (Cuadro No. 12).

Por dltimo, en la muestra de corteza de eucalipto los valores de la relacion
HCI_FA/HF_FA fueron inferiores al 100% para K (95%), Ca (87%), Fe (74%) y Zn
(60%). En cambio, para Mg este valor fue de 106% superior, mientras que para Na fue
similar 101% (Cuadro No. 12). Con HCI_INIA estos valores fueron inferiores para Ca
(94%), Fe (74%) y Zn (60%) pero superiores para K (183%), Mg (105%) y Na (378%)
(Cuadro No. 12).

En resumen, los valores de concentracion de K, Ca, Mg, Na y Fe obtenidos con
HF en las dos gramineas (arroz y maiz) y en la hoja de eucalipto fueron en general
superiores a los obtenidos con las otras dos técnicas, aunque en algunas combinaciones
muestra/nutriente la técnica HCI_INIA produjo valores ligeramente superiores a la del
HF. En la muestra de corteza de eucalipto, en cambio, los resultados fueron mads
dispares, ya que la técnica HCI_INIA produjo valores mayores de concentracion para K,
Mg y Na. Una posible causa de esta diferencia podria ser la baja concentracion de
cationes de esta muestras, lo cual puede incrementar los errores relativos al comparar los
resultados obtenidos de diferentes laboratorios. Ademads, esta muestra es la que tiene una
baja concentracion de Si, y en este tipo de muestras la técnica con HF no presentaria
ventajas (Lamble y Hill, 1998).
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En el caso de Zn, en cambio, no existieron ventajas por el uso de HF ni aun en
muestras con alta concentracion de Si. Este resultado pudo deberse a problemas
instrumentales del Espectrofotometro de Absorcion Atomica de FAGRO que fueron
especificas para este elemento. Por tanto, los resultados de Zn de FAGRO obtenidos
tanto con HCl como con HF tienen mucha incertidumbre, lo cual impide realizar
comparaciones validas con el método de INIA.

Cuadro No. 12. Porcentajes de recuperacion de cationes determinados con la técnica de
HCI en relacién a los resultados obtenidos con la técnica de HF, para dos variantes
(FAGRO e INIA) de la primer técnica, obtenidos en distintos substratos vegetales.

Muestra Fuente' K Ca Mg Na Fe Zn
e R — —_———

Arroz [ HCL_FA' 80 80 92 86 69 67
HCL_INIA 88 91 93 66 80 118

arroz 11 HCI_FA 80 83 84 93 83 67
HCL_INIA 101 101 82 95 93 114

maiz HCl_FA 95 97 105 48 63 93
HCL_INIA 92 104 94 36 51 106

H.de E.” HCL_FA 96 91 103 91 79 84
HCL_INIA 90 86 90 100 61 86

C.deE.’ HCL_FA 95 87 106 101 74 60
HCL_INIA 183 94 105 378 58 34

"HCI_FA y HCI_INIA: técnicas de determinacién con HCI empleadas por estas
instituciones. * Hoja de eucalipto. ° Corteza de eucalipto

4.3.2 Relaciones de concentracion HCI/HF para las muestras de maiz, sorgo v alfalfa de
WEPAL

Los resultados de las muestras suministradas por WEPAL analizadas con las
técnicas HF_FA, HCI_FA y HCI_INIA se compararon con los resultados reportados por
la propia WEPAL para esas mismas muestras, los cuales representan la media ajustada
del ejercicio interlaboratorio (WEPAL, 2010). Segtin, Wepal, el ajuste de esa media se
realiza en base a la modelacion de los datos asumiendo una distribucién normal que
permite considerar toda la variacién presente pero sin que los outliers afecten el
resultado final. Cabe sefialar que la variacion de la informacion reportada por WEPAL
no se debid solo a diferencias entre laboratorios que utilizaron la misma técnica, sino
también a diferencias de procedimientos analiticos tanto a nivel de digestion-disolucién
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(distinto tipos de 4cidos, incluyendo HF, HCI u otros 4dcidos) como de determinacion
(absorcién atémica, plasma, cromatografia de gases, etc) usadas por ellos.

De acuerdo a lo reportado por WEPAL, en el caso de K el 34,0% de los
laboratorios participantes utilizé como medio de digestion la conversion a cenizas por
via seca, el 52,0% utiliz6 digestion humeda con o sin presurizacion, el 22,5% digestion
con microondas, todos ellos sin HF, mientras que solo el 2.7% utiliz6 conversion a
cenizas con HF (WEPAL, 2010). En el caso de Ca la distribucién de técnicas fue
similar, siendo los valores respectivos 30,7% cenizas por via seca, 45,4% digestion
himeda, 21,3% microondas y 2,7% cenizas con HF. Por ultimo en el caso de Zn la
distribucion de técnicas fue similar, siendo los valores respectivos 32,5% cenizas, 39,0%
digestion himeda, 23,4% microondas y 5,2% cenizas con HF.

Para la muestra de maiz, los resultados fueron variables; por un lado los
porcentajes de recuperacion con HF_FA con respecto al resultado reportado por
WEPAL (considerado como 100%) fueron mayores para K (104%), Na (453%), y Fe
(134%); en cambio, cuando se determind Ca, Mg y Zn los porcentajes de recuperacion
fueron menores al 100%. En tanto, los porcentajes de recuperacion con HCI_FA para K,
Ca, Mg, Fe y Zn fueron inferiores al 100%, mientras que unicamente el Na fue superior
(272%). Los porcentajes de recuperacion para HCI_INIA fueron similares a los
obtenidos para HCI_FA, inferiores al 100% para K, Ca, Mg, Fe y Zn y superior solo
para Na (357%) (Cuadro No. 13).

En el caso de la muestra de sorgo, el uso de la técnica HF_FA fue también maés
eficiente. Los porcentajes de recuperacion fueron superiores al 100% para K, Ca, Na y
Fe, mientras que para el Mg fueron similares, y para el Zn fue 12% inferior, en base al
valor reportado por WEPAL (Cuadro No. 13). En cambio, los porcentajes de
recuperacion calculados para HCl_FA en base a WEPAL fueron inferiores al 100% en
cuatro de los seis elementos determinados, para K (97%), Ca (92%), Fe (90) y Zn (87%),
mientras que para Mg (102%) y Na (252%) fueron superiores. En tanto, para HCI_INIA
los porcentajes de recuperacion calculados en base a WEPAL fueron inferiores al 100%
para cinco de los seis cationes, K (92%), Ca (87%), Mg (82%) y Zn (92%), siendo
superior para Na (313%) (Cuadro No. 13).

Por dltimo, para la muestra de alfalfa, los porcentajes de recuperacién
calculados con HF_FA en base a los resultados reportados por WEPAL fueron menores
al 100%, para K (89%), Mg (87%) y Zn (85%), pero superiores para Ca (117%), Na
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(130%) y Fe (103%). Los porcentajes de recuperacion calculados para HCI_FA y
HCI_INIA fueron similares entre si y también inferiores a WEPAL para cinco de los seis
elementos determinados (K, Ca, Mg, Fe y Zn) y superiores para el Na en ambos casos
(Cuadro No. 13).

Cuadro No. 13. Porcentaje de recuperacion de cationes determinados con las técnicas
HF_FA, HCI_FA y HCI_INIA, en relacién a los resultados obtenidos por WEPAL en
distintos substratos vegetales.

Muestra Técnica K Ca Mg Na Fe Zn
S p —mmmmee

SOrgo HF_FA 108 101 100 603 116 88
maiz HF_FA 104 87 93 453 134 71
alfalfa HF_FA 89 117 87 130 103 85
SOrgo HCI_FA 97 92 102 252 90 87
maiz HCI_FA 98 91 97 272 97 78
alfalfa HCI_FA 90 94 93 116 80 92
SOrgo HCI_INIA 92 87 82 313 88 92
maiz HCI_INIA 91 90 82 357 94 92
alfalfa  HCI_INIA 94 94 94 103 92 96

Por tanto, en maiz y sorgo HF_FA fue mayor a WEPAL para K, sin embargo,
para HCI_FA e HCI_INIA los porcentajes de recuperacion de K fueron inferiores. En el
caso de Ca, HF_FA fue mayor para sorgo y alfalfa, en cambio el Ca determinado por
HCI_FA e HCI_INIA siempre fue inferior a WEPAL. Para Mg los valores obtenidos con
las técnicas HF_FA y HCI_FA fueron similares para el caso de sorgo, mientras que para
el HCI_INIA los porcentajes de recuperacion fueron siempre inferiores a WEPAL.

En tanto para Fe, HF_FA fue mayor en todas las muestras, en cambio para
HCI_FA e HCIl_INIA fue inferior a WEPAL en todos los casos, esto concuerda con lo
encontrado por Lamble y Hill (1998); cuando compararon estindares de muestras
medioambientales la técnica con HF siempre determinaba mayores valores de Fe. Para
Zn la técnica HF_FA siempre dio menor a WEPAL, no obstante el INIA obtuvo
resultados cercanos, lo cual confirma la existencia de un problema sistemdtico de
determinacion de Zn en FAGRO. En el caso de Na, los resultados de FAGRO e INIA
sobrestimaron los de WEPAL en forma muy marcada, no existiendo una explicacién
clara al respecto.
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Los porcentajes de recuperacion de K, Ca, Mg y Fe con las técnicas HF_FA y
HCI1_FA con respecto a WEPAL fueron de 66,7% y 8,3% respectivamente (Cuadro No.
13). Ademas, en el caso de HF_FA, el 33,0% de estos resultados fue mayor a 110%. En
tanto, para la técnica HCI_INIA en ningun caso los porcentajes de recuperacion
superaron el 96,0% de lo reportado por WEPAL. En estas estimaciones no se
consideraron los resultados de Na obtenidos por ninguna de las técnicas evaluadas
(HF_FA, HCI_FA y HCI_INIA) ni los de Zn de FAGRO (HF_FA y HCI_FA) ya que en
estos casos los mismos fueron siempre superiores (Na) o inferiores (Zn) a lo reportado
por WEPAL, evidenciando un error sistematico (Cuadro No. 13).

Estos resultados también muestran que las metodologias HC1_FA y HCI_INIA
tendieron a dar resultados inferiores a WEPAL en todas las matrices para K, Ca, Mg, asi
como para Mg en sorgo. Mientras que la técnica de HF_FA fue inferior a WEPAL en el
caso de Zn y Mg en maiz y alfalfa, Ca en Maiz y K en alfalfa. Por tanto, los
procedimientos usualmente utilizados para analizar muestras vegetales en Uruguay
tendieron a dar resultados inferiores a los considerados como correctos por WEPAL, y la
mayoria se encontré dentro del rango de los outliers. Esto no ocurrié en cambio para la
mayoria de los resultados obtenidos con HF_FA.

4.3.3 Efecto de la temperatura de secado en el porcentaje de materia seca (MS) de seis
muestras de especies diferentes

Debido a que las temperaturas de secado reportadas por WEPAL (70°C)
diferian de las utilizadas tanto en INIA como en FAGRO (60°C), se realizé un ensayo
para comparar el efecto de la temperatura de secado en el porcentaje de materia seca
(MS) de seis muestras de especies diferentes. Este dato se utiliza luego como base para
determinar la concentracion de nutrientes. LLas muestras se secaron durante cuatro horas,
posteriormente se calculd el porcentaje de MS de cada material y la relacion % MS 70
/60 °C (Cuadro No. 14). La mayoria de estas muestras eran de origen nacional y la
restante de WEPAL.
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Cuadro No. 14. Porcentaje de MS obtenido con dos temperaturas de secado (60 y 70 °C)
y relacién de MS obtenida a estas dos temperaturas en seis muestras de planta.

Muestra MS 60 (%) MS 70 (%) MS 70/60'
arroz 1 94,5 92,0 97
arroz 11 93,2 92,0 99
maiz 91,9 91,1 99
H de E? 94,8 93,3 98
Cde E’ 93,0 92,2 99
alfalfa WEPAL 94,0 93,5 99

'Relacién de MS obtenida a 70 y a 60 °C
2 Hoja de eucalipto. 3 Corteza de eucalipto

Los resultados indican que la diferencia de 10°C en la temperatura de secado
produjo pérdidas adicionales de agua entre 0,5 y 2,5%, y relaciones de entre 97 y 99%
en el porcentaje de MS obtenido. Pero estas perdidas adicionales de humedad no
permiten explicar las diferencias en las concentraciones de nutrientes observadas entre
las técnicas de Uruguay y los resultados de WEPAL: A modo de ejemplo, en la muestra
de alfalfa de WEPAL la diferencia en K con HCI_FA fue de 0.25% a favor de WEPAL,
y cuando se corrigié por temperatura de secado esta diferencia bajé solo a 0.24%.

36



5. CONCLUSIONES

La técnica de digesion con HCI utilizada por los dos laboratorios de Uruguay
evaluados en este trabajo (FAGRO e INIA) tiende a subestimar la concentracién de
algunos macro (K y Ca) y micronutrientes (Fe y Zn) de tejidos vegetales, debido a
formacion de compuestos minerales entre estos elementos y el Si. Esta subestimacion es
maxima para el caso del K. Por consiguiente, para obtener mayores porcentajes de
recuperacion se deberia usar otra técnica de digestion-dilucion, ya sea usando HF como
la propuesta en este trabajo, o algunas de las otras utilizadas por los laboratorios que
reportan a WEPAL, como ser digestion humeda con o sin presién o digestion con
microondas. La importancia de utilizar métodos alternativos como la digestion con HF
va a ser mayor en las muestras con altos contenidos de Si, como por ejemplo el arroz.

Para utilizar la técnica con HF se debe tener especial cuidado en limpiar
previamente los crisoles con HF mas HNOs;, como se indica en esta tesis. Esta limpieza
remueve la contaminacion, por restos minerales de K y Fe, existente en crisoles usados
previamente para realizar digestiones con HCI.

El 67% de los resultados de los anélisis realizados con la técnica de digestion
con HF fueron coincidentes o mayores a los reportados por WEPAL en andlisis
interlaboratorios realizados a nivel mundial (WEPAL, 2010). En cambio, para la técnica
de HCI_FA este porcentaje igual o superior a WEPAL fue de solo 8,3% y en la de
HCI_INIA fue de 0%.
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6. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar dos técnicas de digestion-
disolucién, previa conversion de la muestra a cenizas, para la determinacién de
minerales en tejidos vegetales. En una se utilizé HCI para la disolucién y en la otra se
utiliz6 HF méas HNOs. Los elementos determinados fueron: K, Ca, Mg, Na, Fe y Zn.
Para la comparacion se utilizaron tejidos vegetales de alfalfa, arroz, eucalipto (corteza y
hoja), maiz y sorgo. Una sub muestra de cada una fue enviada al INIA La Estanzuela
para su comparacion con los resultados obtenidos en el Laboratorio de FAGRO. Se
realizaron Anovas comparando las dos técnicas de digestion-disolucién. Para las
muestras de arroz I y II, se encontraron diferencias significativas entre las técnicas de
digestion-disolucion HF_FA y HCI_FA para K, Mg, Fe y Zn, siendo superiores los
promedios obtenidos con la técnica HF_FA. En las muestras de maiz, en sorgo y hojas
de eucaliptos existieron diferencias significativas para K, Na y Fe. En las muestras de
corteza de eucalipto y alfalfa se encontraron diferencias significativas solo para Fe. El
coeficiente de correlacién (R?) de la diferencia de concentracién de K en planta y la
concentracion de Si en planta fue de 0,896. Para el arroz, los porcentajes de recuperacion
de cationes determinados con las técnicas de HCI (en FAGRO e INIA) en relacién a los
resultados obtenidos con la técnica de HF fueron inferiores al 100 % para tados los
cationes (a excepcion del Zn determinado en INIA). En el caso de las muestras de
WEPAL los porcentaje de recuperacion de K Ca y Mg y Fe fueron mayores o similares
con el uso de HF. Estos resultados indican que las metodologias actualmente utilizadas
para digerir muestras vegetales basadas en HCI tienden a subestimar la concentracién de
K, Ca, Mg, Fe y Zn, pero este problema es aun mayor para K en muestras con alto
contenido de Si como el arroz. El uso de la técnica basada en conversién a cenizas y
posterior digestion-disolucién con HF mds HNO; permite en cambio obtener resultados
comparables a los considerados como de referencia por el Instituto WEPAL de la
Universidad de Wageningen (Paises Bajos).

Palabras clave: Conversion a cenizas; Digestion-Disolucidn; Silicio; Acido fluorhidrico;
Acido clorhidrico; Determinacion de minerales.
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7. SUMMARY

The present work was designed to compare two techniques of digestion-
dissolution after conversion of the sample to ashes, for the determination of minerals in
plan tissues. In one technique, HCI was used to dissolve and in the other technique was
used HNO;3; and HF. The elements determined were: K, Ca, Mg, Na, Fe and Zn. The
plant tissues compared were alfalfa, rice, eucalyptus (bark and leaf), maize and sorghum.
A sub sample of each one was sent to the INIA La Estanzuela for comparison with the
results obtained in the Fagro’s Laboratory. ANOVAS were performed comparing the
two digestion-dissolution techniques. Considering rice samples I and II, the techniques,
digestion-dissolution HF-FA and HCI-FA had significant differences for K, Mg, Fe and
Zn, where the averages obtained with the technique HF-FA were higher than the
technique HCI-FA. In samples of corn, sorghum and eucalyptus leaves there were
significant differences for K, Na and Fe. There were significant differences only for Fe
in the samples of alfalfa and eucalyptus bark. The correlation coefficient (R?) of the
difference plant K concentration and Si concentration was 0.896. The cations recoveries
percentages for rice determined with the techniques of HCI( in FAGRO and INIA) were
less than 100% in relation to the results obtained with the technique of HF (an exception
was Zn determined in INIA). In the case of WEPAL samples, the recoveries percentages
of K, Ca, Mg and Fe were greater than or similar to the use of HF. These results indicate
that the methods currently used to digest plant samples based on HCI tend to
underestimate the concentration of K, Ca, Mg, Fe and Zn, but this problem is even
greater for K in samples with high Si content as rice. Instead, the use of the technique
based on ash and subsequent digestion-dissolution with HF and HNOj allows results
comparable to those considered as reference by WEPAL Institute at the University of
Wageningen (Netherlands).

Keywords: Conversion to ashes; Digestion-dissolution; Silicon; Hydrofluoric acid;
Hydrochloric Acid; Minerals determination.
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