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Resumen: El Material de Referencia de Hojas de Maiz fue desarrollado y certificado en concentracion de
Fosforo, en respuesta a requerimientos de los laboratorios dedicados a las mediciones quimicas del sector
agricola. En este estudio se optimizaron los procesos de molienda y pulverizacién. Para el tratamiento del
material se utilizaron dos métodos de digestion, el primero fue placa digestora usando mezcla de acido nitrico
y &cido perclorico, el segundo fue digestiébn por microondas seguido de digestiobn con sistema abierto
utilizando &cido nitrico y perclérico. Se agregd acido fluorhidrico para disolver el precipitado presente de

silicio.
y UV-VIS.

INTRODUCCION

El desarrollo de un Material de Referencia de
hojas de maiz y su certificacion, son consecuencia
de las necesidades de los laboratorios dedicados
al analisis de suelos y de plantas con fines de
evaluar la fertilidad de suelos y seré utilizado para
armonizar los métodos de medicién, mejorar la
calidad de medicién e incrementar la confiabilidad
de las mediciones en este tipo de materiales, asi
como para establecer trazabilidad al Sistema
Internacional de Unidades.

De las reuniones realizadas por el CENAM, en los
seminarios del sector agricola en donde
participaron varios laboratorios del pais, se
identific6 la necesidad de tener materiales de
referencia nacionales de tejido vegetal. De estas
reuniones se identificaron varios parametros de
interés  prioritaria  como  son elementos
denominados macronutriente y micronutriente.

Siendo éstos elementos de gran interés para la
fertilidad de los suelos agricolas del pais, se eligié
como primer parametro de certificacion al Fosforo
ya que es considerado un macronutriente.

DESARROLLO
Tipo de material

Se escogié un cultivo de maiz criollo del ciclo
otoflo/invierno. Se seleccionaron las hojas
inmediatamente abajo del verticilo de la planta en
Su etapa previa al espigamiento.

Para la certificacion se emplearon las técnicas analiticas espectrofotométricas de ICP-OES, ICP-MS

La recoleccién de las hojas se realiz6 cada cinco
hileras, en cada hilera a cada diez pasos se recolecto
una hoja, hasta obtener 14 kg en una superficie de
2,5 hectéreas.

Limpieza del Material Candidato.

El lavado de las hojas se realizé con solucion de HCI
0,1 mol/L, enseguida se enjuagé con agua destilada y
desionizada.

El proceso de secado del material sé realizo
exponiéndolo directamente al sol sobre un plastico en
piso de cemento en un lugar libre de polvo por 3 dias,
realizando movimientos ocasionales de las hojas para
su exposicion al sol por amos lados.

El Proceso de secado exhaustivo se realiz6 en un
horno de acero inoxidable a 72 °C durante 48 h
aproximadamente.

Molienda y tamizado.

El Proceso de molienda se realiz6 en un molino de
acero inoxidable, para obtener el material a un
tamafio de particula de 425 pm (malla 40),
posteriormente se tamizé a un tamafio de particula de
250 pm (malla 60) y se obtuvieron 5 kg.

Finalmente el material a 250 pym se tamiza a un
tamafio de particula de 75 pm (malla 200) del cual se
obtuvo aproximadamente 340 g de material. El
tamafio de particula se optimizé a aproximadamente



75 pm debido a que a tamafios de particula
mayores no se garantiza la homogeneidad del
material.

Homogeneizaciéon y envasado.

La muestra se dividi6 y homogeneizé en ocho
partes iguales en un vibrador y divisor “rifler”, a su
vez, cada una de las ocho muestras se subdividio
y homogeneizé en ocho muestras de igual peso
en un micro divisor. En esta Ultima etapa, se
realiz6 la transferencia del material a los frascos
de envasado final y se dej6 en luz ultravioleta
visible por 15 minutos; inmediatamente después
se cerraron los frascos, se sellaron y se
empacaron produciendo un lote de 64 unidades
de aproximadamente 5 g cada uno. El material de
referencia ya envasado fue identificado como
DMR 162a.

Se realiz6 la medicién de tamafio de particula
para asegurar la homogeneidad de la muestra,
obteniéndose un tamafio de particula de 133,31
m a un 90% de volumen acumulado. (Tabla I). El
tamafio de particula se midié en un equipo Laser
Malvern Mastersizer con una lente de 300 mm.

Moda 10% 50% 90%
78,25um | 19,87um | 70,86pum | 133,31 pum
Tablal Tamafio de particula (um) a un

volumen acumulado de %

PREPARACION DE MUESTRA
Determinacién de Humedad

La humedad del DMR 162a se midi6 con el
método gravimétrico, utilizando 0,5 g de muestra
en un desecador con perclorato de magnesio
como agente desecante, por aproximadamente
120 h a temperatura ambiente hasta llevar a peso
constante.

Digestion del material

Se emplearon dos tipos de digestion para evaluar
la disolucion del fésforo presente en diferentes
tipos de acidos. Todas las operaciones de diluciéon
de muestra fueron realizadas por peso

empleandose una balanza Mettler AT400 con una
resolucion de 0,1 mg, para mejorar la incertidumbre
de la medicion.

1. Digestién en Placa digestora

Este método consiste en hacer una digestion acida a
reflujo en tubos de borosilicato.

Se emple6 6 mL de una mezcla de HNO; y HCIO,
grado reactivo en relacién 2:1 (v/iv) y se llevd a
predigestion dejando las muestras en reposo por 12
horas.

Posteriormente la mezcla se coloc6 en una placa
digestora y se aplicO una temperatura de 150 °C
a eliminacion de humos de Oxido nitroso durante
45 min, en esta etapa se digiere la materia organica e
inorganica presente. Para la eliminacion total de la
materia organica se incrementd la temperatura a
210 °C durante 30 minutos, en esta etapa se
presentan humos blancos densos los cuales
comenzaron a la temperatura de 203 °C,
correspondientes al punto azeotropico, el cual marca
el final de la reaccion. Se agregaron unas gotas de
HF para disolver y eliminar el precipitado de silicio
como SiF,, posteriormente se afor6 a 25 mL. Al
mismo tiempo con las muestras se digirieron blancos
y Material de Referencia Certificado SRM 1515 de
hojas de manzano utilizado como control.

2. Digestién por microondas

Este método consiste en realizar una digestién en
sistema cerrado por microondas.

Se pes6 0,5 g de muestra se utilizaron vasos de teflén
para microondas, se emplearon 12 mL de HNO; y se
aplicé el programa de digestidon con los pardmetros
mostrados en la tabla I, ya que las muestras
contienen una gran concentracion de &cido, la
muestra se termina de digerir en sistema abierto
donde se transfiere la muestra a vasos de
precipitados de teflén para evaporar el exceso de
acido nitrico a una temperatura entre 100 a 120 °C.
Debido a que el silicio presente no se disolvié al final
de esta digestion, se adicionan 0,5 mL de HCIO, para
la eliminacién total de la materia organica presente y
3 gotas de HF para la disolucion y eliminacion del
silicio, se llevaron a digestion hasta reducir el volumen
de solucion aproximadamente 1 mL. Se llevé a una
segunda etapa de digestion en sistema abierto con la
finalidad de asegurar la digestion total de la materia
organica presente, agregando 3 mL de HNOs- HCIO,
(221) y se llevd a evaporacion hasta 1 mL



aproximadamente, posteriormente se aforé la
muestra a 25 mL.®

Etapa 1 2 3 4 5
% Poder 25 66 66 66 66
Presion (psi) 20 40 80 150 | 190
Tiempo (s) 10 10 10 10 10
Permanencia (s) 5 5 5 5 7

Tabla Il Parametros de Digestién por Microondas

MEDICION DE MUESTRAS

El contenido de Fdsforo en hojas de maiz se midio
por las técnicas de Espectrometria de Emision
con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES),
Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-MS) y Espectrofotometria de
Ultravioleta Visible (UV-VIS).

Se utilizod la solucion espectrométrica de fosforo
SRM 3139a con valores de 9,9 mg/g = 0,04 mg/g
para realizar la curva de calibracion y el Material
de Referencia Certificado SRM 1515 de hojas de
manzano el cual fue utilizado como control .

Espectrofotometria Ultravioleta visible.

Para la medicibn de Fdsforo se utilizd un
Espectrometro Perkin Elmer, Lamda 19 de doble
haz, a una longitud de onda de 470 nm utilizando
celdas de cuarzo, el fésforo se midio utilizando el
método de vanadomolidico, con calibracién
externa utilizando el SRM 3139a para fdsforo. Las
ecuaciones utilizadas para el calculo de Ila
concentracion y el diagrama de causa efecto para
la estimacion de incertidumbre en la medicion de
fosforo por el método de espectrofotometria
ultravioleta visible, se muestran en la ecuacién y
diagrama 1.
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Ecuacién y Diagrama 1

Donde:
Cm, = Concentracion de fésforo en la muestra

Ccs = Concentracion de la muestra de la curva de
calibracion menos el blanco)

fdv = Factor de la dilucion realizada por volumen
fdp = Factor de dilucién del primer aforo por peso
M = Peso atémico de fésforo.

r = Densidad de la solucion

Espectrometria de Emisién Acoplado
a Plasma Inductivamente (ICP-OES)

Para la medicion de fésforo se utilizd el instrumento
TermoElemental Iris Intrepid, a una longitud de onda
de 178,2 , empleandose un poder de radiofrecuencia
de 1150 W. Las ecuaciones utilizadas para el calculo
de la concentracion y el diagrama de causa efecto
para la estimacion de incertidumbre en la medicién de
fosforo por el método de Espectrometria de Emision
con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES), se
muestran en la ecuacion y diagrama 2.
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Ecuacién y Diagrama 2



Donde:
Cm, = Concentracion de fésforo en la muestra

Ccs = Concentracion de la muestra de la curva
de calibracion menos el blanco)

Fdpl =
peso

Factor de dilucion del primer aforo por

Fdp2 = Factor de diluciéon del segundo aforo por
peso

M = Peso atdbmico de fdsforo.

Espectrometria de Masas de alta
resoluciéon con Plasma acoplado
Inductivamente (HR-ICP-MS)

Para la medicién de fosforo, se empledé un HR-
ICP-MS Finnigan Mat Element 1, Modelo 3598;
con un poder RF de 1300W, se empledé media
resolucion, se realiz6 calibracion con estandar
interno, para lo cual se utilizé el material de
referencia de escandio HPS. Las masas medidas
fueron la siguientes: P31, y Sc45.

Las ecuaciones utilizadas para el calculo de la
concentracion y el diagrama de causa efecto para
la estimacion de incertidumbre en la medicion de
fosforo por el método de Espectrometria de Masas
de alta resolucibn con Plasma acoplado
Inductivamente (HR-ICP-MS), se muestran en la
ecuacion y diagrama 3.
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Ecuacién y Diagrama 3

Donde:
Cm, = Concentracion de fésforo en la muestra

Ccs = Concentracion de la muestra de la curva
de calibracion menos el blanco)

Fdpl = Factor de diluciéon por peso

FdpSc = Factor de dilucién del estdndar interno por
peso

Fdp std = Factor de dilucién del estandar utilizado
para la curva de calibracién por peso

M = Peso atdbmico de fdsforo.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

Durante el desarrollo de la digestion total de muestra
nos encontramos que es muy importante adicionar la
cantidad adecuada de &cido fluorhidrico, ya que por
placa digestora se observé que al no adicionarse
suficiente &cido fluorhidrico se forma un precipitado
fino color blanco, en cambio el exceso de dicho &cido
en la digestidon por microondas forma un precipitado
blanco gelatinoso. Los precipitados fueron medidos
por el Espectrémetro de discriminacion de energia de
rayos X acoplado a microscopio de barrido con
electrones, corroborando que el precipitado obtenido
en placa digestora estaba formado principalmente de
silicio, en cambio el precipitado obtenido en la
digestion por microondas estaba constituido
principalmente por calcio y en menor cantidad por
magnesio y aluminio.

Cabe mencionar que en las muestras digeridas en
microondas no fue posible realizar la medicion de
fésforo por espectrofotometria UV-Vis debido a que la
muestra presenta una coloracion amarilla que
interfiere con el color desarrollado en el complejo para
la medicion.

En la tabla Il y grafica 1 se muestran los resultados
obtenidos de la medicibn de Foésforo para los
diferentes métodos de medicion empleados, donde se
observa que la incertidumbre propuesta cubre todos
los valores de medicion obtenidos asi como sus
incertidumbres individuales asociadas.

Ul)_if:a- D?ges Método Valor U U
cion tion cmol/kg |cmol/kg*| Rel.
1 PD UV-VIS 9,13 0,28 3,0
2 PD |ICP-OES| 9,35 0,32 3,4
3 MO ICP-MS 9,02 0,31 3,5
4 MO |ICP-OES| 9,01 0,31 3,4

*cmol/kg = centimol/kilogramo

Tabla lll DMR 162a (Foésforo en tejido vegetal)



Mediciones de Fésforo
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Gréafica I

En la tabla VI se reporta el valor de certificacion
para Fosforo en Hojas de Maiz, el cual fue
calculado tomando en cuenta todos los métodos
de digestibn y medicion realizados ya que
estadisticamente no se encontraron diferencias
significativas entre ellos.

Analito Valor U Y
(cmol/kg) (cmol/kg) relativa
Fosforo 9,11 0,61 6,7

Tabla VI Valores sugeridos de Certificacion para el
DMR 162a ( Tejido Vegetal, Hojas de Maiz)

En la Tabla VIl y gréfica Il se muestran los valores
del Material de Referencia utilizado como control
(SRM 1515 0,159 £ 0,011 % peso de Hojas de
manzano), el cual para las diferentes técnicas
empleadas se obtuvieron valores que se
encuentran en el intervalo de incertidumbre del
SRM por lo que se aseguran los valores medidos
en las diferentes metodologias.

Ubicacion | Digestion | Método Valor %

1 PD UV-VIS 0,163

2 PD ICP-OES 0,152

3 MO ICP-MS 0,158

4 MO ICP-OES 0,158

5 Valor Certificado 0,159 £ 0,011
Tabla VIl Valores de Fésforo medidos en el

material de Referencia SRM 1515.

Combinacion por Método de Medicion para P
0.175 SRM 1515 0,159+ 0,011
0.170 A
£ 01657 * 0.163
. 0.158
£ 0.160 - . . 0.159
O 0.155 4 0.152 0.158
0.150 - ¢ 015
0145 T T T T T
0 2 3 4 5 6
Método de medicion
Gréfica ll. Resultados del Material de Referencia

utiizado como control (SRM 1515) en
diferentes métodos de medicién de fésforo.

CONCLUSIONES

Se ha desarrollado y certificado un material de
referencia de tejido vegetal de hojas de maiz para
Fosforo el cual va a contribuir en el aseguramiento de
la calidad de las mediciones realizadas en P por
laboratorios tanto de investigacion como de servicios
gue realicen mediciones en matrices similares a dicho
material.

Es necesario que las mediciones sean realizadas en
muestras de disolucion completa, ya que la presencia
de solidos suspendidos ocasiona problemas de ruido
instrumental en los instrumentos de medicion
principalmente al paso del haz por la celda de cuarzo,
afectando principalmente la precision de las
mediciones.

Asi también los valores reportados del SRM 1515 por
el método de microondas y las técnicas de medicién
ICP-OES e ICP-MS presentan un mejor nivel de
exactitud y precision que los valores obtenidos por el
método de digestion en placa digestora y las técnicas
de medicion ICP-OES y UV-VIS.

Las metodologias empleadas para la medicion de
Fosforo son recomendadas, ya que no muestran
diferencias en los métodos de digestion.

Los resultados del material de control SRM1515
fueron reproducibles en las metodologias empleadas.

El método mas utilizado por los laboratorios es el de
Espectrofotometria UV-Vis, sin embargo para asignar
el valor e incertidumbres sugerido se emplearon las
tres metodologias para que cualquiera de éstas
puedan se utilizadas en la medicion de este tipo de
material.



La certificacion de los demas elementos
denominados macronutrientes y micronutrientes
seran certificados en la misma matriz en un futuro
cercano.
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