Boro

Giuseppe Corti, Stefania Cocco, Giorgia Brecciaroli

Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Ambientali - Università Politecnica delle Marche, Ancona
1. Il boro nel suolo e nell’ambiente
Il boro è un metalloide trivalente che, per il suo elevato potenziale di ionizzazione, a temperature e pressione ordinarie ha elevata affinità con l’ossigeno. Perciò forma composti ossianionici e non si comporta da catione B3+, come invece succede all’interno dei minerali silicatici. Infatti, solo nei minerali quali feldspati, miche e cloriti è presente il catione B3+ quale sostituente isomorfo di Si e Al, e questo accade in quanto tali minerali si sono formati a elevate temperature e pressioni. Se non in sostituzione isomorfa, il B costituisce minerali in forma di varie unità elementari ossianioniche; molti di questi minerali appartengono alla classe mineralogica dei borati e presentano una suddivisione analoga a quella dei silicati. I nesoborati sono minerali costituiti dall’ossianione BO3 che forma complessi planari: fluoborite [Mg3(F,OH)3BO3], kotoite [Mg3(BO3)2]; nei soroborati le unità elementari B(O,OH)3 e B(O,OH)4 sono unite da cationi: borace [Na2B4O7(10H2O], larderellite [NH4(B5O6)(OH)4], calciborite (CaB2O4); gli inoborati sono i minerali costituiti da catene di B(O,OH)3 e B(O,OH)4: colemanite [CaB3O4(OH)3(H2O], kernite [Na2B4O6(OH)2(3H2O]; i filloborati sono costituiti da strati di B(O,OH)3 e B(O,OH)4: fabianite [CaB3O5(OH)], nobleite [CaB6O9(OH)2(3H2O]; nei tectoborati i gruppi BO3 e BO4 sono uniti tra loro a formare edifici cristallini compatti: boracite (Mg3B7O13Cl), hambergite [Be2BO3(OH)]. In alcuni borati sono presenti le unità elementari BO, B2O5 e B3O6. Sempre in forma ossianionica il B è presente anche in tutti i gruppi di silicati; i più noti sono il nesosilicato bakerite [Ca4B4(BO4)(SiO4)3(OH)3(H2O] e i ciclosilicati della famiglia delle tormaline, la cui formula generica è (Na,Ca)(Mg,FeII,FeIII,Ti,Mn,Cr,Al,Li)3Al6(BO3)3Si6O18(OH, F)4.

Il B entra nell’ambiente a seguito di numerosi processi fra i quali l’alterazione dei minerali, le emissioni vulcaniche, le attività umane. Anche se piuttosto diffusi, i minerali contenenti B sono presenti in gran parte delle rocce come minerali accessori. I maggiori contenuti di B si hanno nelle rocce sedimentarie (soprattutto nelle argilliti dove si raggiungono anche i 130 mg kg-1 di B), seguite da quelle magmatiche e metamorfiche (6-30 mg kg-1 di B). Escludendo le aree inquinate, grazie alla sola pedogenesi il contenuto medio di B totale nel suolo si aggira sui 30 mg kg-1, con uno spettro fra 10 e 300 mg kg-1 (EPA, 2008). Durante la pedogenesi, l’alterazione dei minerali contenenti B negli orizzonti più profondi libera pochi B-anioni quali B2O(OH)62-, B3O3(OH)4- e B4O5(OH)42- (Power e Woods, 1997) che, formando sali solubili, vengono mobilizzati verso la falda dalla soluzione del suolo. Nella zona di attiva pedogenesi (orizzonti superficiali) l’alterazione dei minerali e la mineralizzazione della sostanza organica liberano soprattutto acido borico (H3BO3), la specie che nel suolo risulta più stabile fino a pH alcalini. Infatti, H3BO3 è un debole acido di Lewis con una pKa di 9,24 (Woods, 1996); ciò significa che, a questo valore di pH, H3BO3 si converte nella forma ossidrilica B(OH)4-, a sua volta stabile fino intorno pH 10. Oltre questo pH si ha la comparsa della forma dissociata H2BO3- e oltre pH 13 compaiono anche HBO32- e BO33- (Chesworth, 2008). Per questi motivi, nella stragrande maggioranza dei suoli è presente solo la forma H3BO3 e solo nei suoli salini a pH elevato è presente anche la forma B(OH)4. Il destino di queste forme è quello di essere assorbite dalle piante, adsorbite dai minerali e/o lisciviate dalle acque di drenaggio. 

Per questi motivi, nelle acque di falda e di fiume si ritrova H3BO3 e le specie anioniche liberate per alterazione sottosuperficiale. La concentrazione di B totale nelle acque dolci dipende molto dal tipo di suolo e clima che si hanno nel bacino idrico di pertinenza. In genere tale concentrazione è inferiore ai 600 µg L-1 di B, con una media di 10 µg L-1; i valori minimi e massimi (siti inquinati, miniere di borace) sono rispettivamente di 1 e 360.000 µg L-1. Per le acque di mari e oceani il discorso è diverso in quanto la concentrazione di B totale è dovuta sia alla quantità di B apportata dai fiumi sia all’H3BO3 liberato dai vulcani e dalle attività umane; per tali motivi nelle acque marine/oceaniche il contenuto medio di B totale sale, essendo compreso tra 0,5 e 4 mg L-1. Nell’aria, il B è presente in quantità dello 0,5-80 ng m-3, con una media di 20 ng m-3 (EPA, 2008). Negli organismi, la concentrazione di B può essere molto differente. Come dato generale, le piante sommerse di acqua dolce contengono tra 26 e 380 mg kg-1 di B (su peso fresco), mentre quelle parzialmente sommerse ne contengono meno, tra 11 e 57 mg kg-1; nelle piante terrestri la concentrazione di B va da 2 a 95 mg kg-1. Per pesci e invertebrati marini il contenuto di B su peso fresco è simile a quello dell’acqua dove vivono, mentre nei pesci di acqua dolce la concentrazione è spesso inferiore a quella della loro acqua (EPA, 2008).

Dal momento che la solubilità di H3BO3 è elevata (46,5 g L-1 a 20°C), la sua concentrazione nella soluzione del suolo dipende dalla quantità di borati e silico-borati presente nel substrato pedogenetico e dalle condizioni pedologiche di regolazione della sua quantità, che sono (Goldberg, 1997): 1) tasso di alterazione dei minerali e di mineralizzazione della sostanza organica, 2) capacità idrica del suolo e il suo drenaggio, 3) piovosità, 4) quantità e qualità di sostanza organica e minerali argillosi, 5) pH. Una volta che H3BO3 sia stato liberato dai processi di pedogenesi, esso passa in soluzione e può arrivare alla falda in funzione del regime pluviometrico e del regime idrico del suolo. Un ostacolo alla lisciviazione di H3BO3 è rappresentato dai processi di adsorbimento, a cui l’acido è d’altronde poco interessato. Infatti, sia molti minerali (minerali argillosi e ossidrossidi di Al, Fe e Mg) sia la sostanza organica presentano siti adatti all’adsorbimento specifico di H3BO3, ma questi sono rappresentati solo dalle cariche di spigolo e da cationi non completamente coordinati dove H3BO3 si lega grazie a meccanismi di coordinazione con lo ione metallico superficiale (Keren e Bingham, 1985) e di scambio di leganti (Sims e Bingham, 1968; Kustin e Pizer, 1969) la cui realizzazione è pH-dipendente. A pH inferiore a 7 nella soluzione predomina H3BO3, che ha poca affinità con la superficie dei minerali e quindi è poco adsorbito; per di più, anche se B(OH)4- e OH- a questi pH sono pochi, essi contribuiscono a ridurre l’adsorbimento di H3BO3 grazie alla loro elevata affinità per le superfici dei minerali. A pH tra 7 e 9 aumenta la presenza di B(OH)4- mentre la concentrazione di OH- è ancora relativamente bassa; la risultante è che l’adsorbimento di B in forma di B(OH)4- aumenta. A pH ancora maggiori l’adsorbimento di B(OH)4- diminuisce per l’aumentata competizione degli ioni OH-.

Per tali motivi, sono considerati come suoli potenzialmente B-carenti quelli con pH inferiore a 7, tessitura sabbiosa e ridotto contenuto di sostanza organica sottoposti a climi piovosi. In queste condizioni, nella soluzione del suolo abbiamo H3BO3 che, essendo scarsamente adsorbito, viene rapidamente dilavato grazie al buon drenaggio e la notevole piovosità. Carenze di boro si possono riscontrare anche in suoli alcalini se drenaggio e piovosità sono elevati. In genere, però, i suoli alcalini, soprattutto se con tessitura limoso-argillosa o argilloso-limosa non causano B-carenze. Ottime dotazioni di B si hanno nei suoli salini e nei suoli in prossimità delle coste marine o di laghi salati, dove il B arriva mediante ingressione di acqua o per mezzo dell’aerosol. In questo tipo di suoli sono stati riscontrati danni alle colture causati da eccesso di B (Wimmer et al., 2003). In Tabella 1 è riportata una valutazione indicativa dei suoli in base al loro contenuto di B disponibile estratto con soluzione a caldo. 

Le piante che vivono in suoli B-carenti solitamente mostrano un peggioramento delle loro condizioni durante il periodo estivo; ciò è causato da diminuzione o scomparsa della soluzione del suolo e, di conseguenza, dalla diffusione di elementi. Per tale motivo, le condizioni peggiori riguardo la B-carenza si verificano nelle annate con primavere piovose seguite da estati siccitose. In questo senso, la pratica dell’inerbimento può peggiorare la B-carenza in suoli ben drenati.

Nelle aree dove siano stati riscontrati danni alle colture dovuti a eccesso di B sono state spesso riscontrate concentrazioni di B nella soluzione del suolo superiori a 1 mg L-1 per prolungati periodi. In queste aree si hanno anche eccessi di sali marini, vale a dire che si tratta di zone agrarie prossime al mare o in suoli derivanti da substrati pedogenetici a elevata concentrazione di sali (evaporiti). In questi ambienti, è bene che l’acqua di irrigazione abbia una concentrazione di B variabile tra 0,3 e 2,0 mg L-1, a seconda della tolleranza della coltura all’eccesso di B (U.S. Salinity Laboratory Staff, 1954).

	Tabella 1. Valutazione indicativa dei suoli (secondo la loro natura e tessitura) in base al contenuto di B solubile estratto con soluzione a caldo (modificato da Kelling, 1999). Valori espressi in mg di B per kg di suolo. 

	
	Molto basso
	Basso
	Optimum
	Elevato
	Eccessivo (tossico)

	Suoli minerali
	
	
	
	
	

	Tessitura sabbiosa, sabbioso franca
	< 0,2
	0,3-0,4
	0,5-1,0
	1,1-2,5
	>2,5

	Tessitura franco sabbiosa, franca, franco limosa, limosa, argillosa
	<0,3
	0,4-0,8
	0,9-1,5
	1,6-3,0
	>3,0

	Suoli organici (Histosols)
	<0,5
	0,6-1,0
	1,1-2,0
	2,1-4,0
	>4,0


2. Il boro nelle colture agrarie.

L'assorbimento di B da parte delle piante è soprattutto di tipo passivo, non-metabolico. Ciò significa che la quantità di B che una pianta assorbe dipende dalla concentrazione dell’elemento nella soluzione del suolo, dalla permeabilità della membrana cellulare, dalla capacità interna di trasporto e dall'entità di traspirazione della pianta (Hu e Brown, 1997). Riguardo la nutrizione delle piante il B è considerato un microelemento in quanto assorbito in modiche quantità. All’interno della pianta il B è facilmente mobilizzato sia come H3BO3 sia come borato-zuccheri. Il B interviene in molte funzioni della pianta quali: 1) formazione della parete cellulare per stabilizzazione dei complessi a base di calcio; 2) sintesi, trasporto e accumulo di zuccheri, favorendone il passaggio attraverso le membrane cellulari; 3) metabolismo delle sostanze fenoliche; 4) gestione del consumo idrico; 5) fecondazione dei fiori favorendo la formazione e la germinazione del polline, nonché lo sviluppo del tubo pollinico. Per quest’ultimo motivo, la carenza di B provoca una scarsa allegagione dei frutti, problema al quale vanno incontro soprattutto le colture più sensibili a B-carenza (vedi Tabella 2). Inoltre, una adeguata quantità di B favorisce l’azotofissazione nelle leguminose, quindi le carenze di B dovrebbero essere evitate in queste colture.

La leptonecrosi (insieme di sintomi e alterazioni fisiologiche delle piante che si sviluppano a seguito di B-carenza) si manifesta inizialmente con un aspetto striminzito dei germogli, per proseguire con necrosi del floema, eccessiva cascola e produzione di frutti piccoli, vuoti e fragili che vanno prematuramente incontro a cascola. Per le specie di maggior importanza agraria si hanno più indicazioni sugli effetti della carenza di B. Ad esempio, su vite si ha comparsa sulle foglie mediane e distali di ingiallimenti diffusi e/o bollosità nelle zone internervali; le foglie rimangono piccole e in estate possono necrotizzare. Su vitigni a bacca rossa il centro dell’area ingiallita evolve verso il rosso vivo. Altri sintomi sono la comparsa di anomali appiattimenti e ramificazioni dei tralci erbacei, accorciamento degli internodi, minor sviluppo del ceppo e deformazioni coralloidi delle radici. Col persistere della carenza la cima dei tralci necrotizza e la produzione diminuisce a causa dell’eccessiva colatura dovuta a fiori non fecondati. Su agrumi, in particolare sulle piante più giovani, la corteccia del tronco e degli internodi sviluppa delle lesioni da cui fuoriesce della gomma; la resa è ridotta per produzione di frutti piccoli che cadono precocemente. Va detto che le carenze di B su agrumi sono state riscontrate raramente in quanto i suoli su cui normalmente sono impiantati sono sufficientemente dotati di tale elemento. Su olivo, gli apici dei rami più esterni della chioma ramificano eccessivamente e si ha accorciamento degli internodi, foglie irregolari (arcuate, biforcute), eccessiva colatura e cascola; in estate i rametti perdono le foglie e disseccano mentre i rami più vecchi imbruniscono. Su melo, oltre a clorosi fogliare, possono svilupparsi delle fessure tuberose sui frutti, i quali risultano malformati e non commerciabili. Su altri fruttiferi (pesco, pero, kaki, actinidia) si ha punteggiatura clorotica delle foglie, che diventano più spesse e fragili. Successivamente si possono avere fessurazioni delle radici e morte della gemma apicale con emissione di rametti secondari a internodi corti e affastellati. In queste condizioni si ha anche colatura, scarsa allegazione e cascola. I frutti che rimangono sulla pianta spesso si presentano screpolati, fessurati e deformi. 

Su barbabietola la carenza di B provoca ingiallimenti delle foglie ed è responsabile della malattia detta “marciume del cuore” o “cuore nero”, che riduce notevolmente la produzione di zucchero. Su tabacco si ha clorosi delle foglie apicali e necrosi dell’apice vegetativo, a cui segue un ispessimento e allargamento delle foglie basali. Il fusto in sezione longitudinale mostra un inscurimento del floema.

Su orticole quali patata, cipolla, fragola, carota, pomodoro, cavolo, cetriolo, melone, cocomero, peperone, melanzana e zucchina si hanno ingiallimenti diffusi delle foglie con arricciamenti della lamina fogliare con conseguente riduzione della produzione. Su certe orticole, la B-carenza può essere insidiosa; è questo il caso di cetriolo, peperone, melanzana e zucchina le quali possono apparire come piante rigogliose con solo qualche ingiallimento, salvo poi non produrre alcun frutto. Su orticole quali sedano, lattuga, spinacio, bietola e asparago si hanno sintomi simili alle altre orticole ma essendo queste colture da foglia il danno è maggiore.

Su piante ornamentali i sintomi ed i danni possono essere numerosi, riassumibili in foglie giovani che prendono una colorazione verde scuro e ispessiscono, necrosi fogliare, disgregazione della lamina fogliare, marciume secco, crescita stentata, scarsa produzione di fiori e frutti.

	Tabella 2. Valutazione indicativa delle colture in base alla loro sensibilità alla B-carenza.

	Sensibili
	Moderatamente sensibili
	Tolleranti

	olivo, melo, vite, girasole, barbabietola, sedano, broccoli, ravizzone cavolfiore, indivia di Bruxelles, fagiolo, erba medica, trifoglio, arachide, rosa, bromeliacee, palme
	agrumi, pesco, pero, susino, kaki, actinidia, avena, mais, colza, cavolo, cavolini di Bruxelles, pomodoro, lattuga, cetriolo, melone, cocomero, peperone, melanzana, zucchina, spinacio, bietola, veccia, luppolo, tabacco, rosmarino, lino, poinsettia
	orzo, frumento, segale, sorgo, soia, cece, pisello, patata, cipolla, fragola, carota, asparago, mirtillo, ananas, ibisco


Per molte colture vi possono essere differenze di sensibilità in base alla differente cultivar, clone, varietà, popolazione, ecc.

I danni da eccesso di B sono stati riscontrati soprattutto su agrumi. In condizioni di moderato eccesso, sulle foglie si sviluppano rade macchie giallastre; se l’eccesso è maggiore le macchie giallastre iniziano dall’apice e si estendono fino a interessare tutta o quasi la porzione internervale. Spesso, in autunno, si hanno necrosi degli apici e dei margini fogliari. Il sintomo diagnostico dell’eccesso di B è rappresentato dalla formazione di pustole brunastre sulla pagina inferiore delle foglie più vecchie, soprattutto in piante che da anni soffrono di tale eccesso; le foglie con tale sintomo sono destinate a cadere prematuramente.

Prendendo in considerazione le principali colture agrarie, si può stimare in 80-200 g ha-1 il fabbisogno annuo di B delle colture, quantità che andrebbe restituita con le concimazioni in base ai vari tipi di suolo.
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Metodo ??. Determinazione del boro estraibile
1. Principio

Vengono riportati due metodi per l’estrazione del B solubile, uno più adatto a suoli che non contengano quantità eccessive di tale elemento (B < 3 mg kg-1), l’altro più adatto a suoli salini dove la concentrazione di B può essere eccessiva (B > 3 mg kg-1). 

2. Metodo A – Estrazione del B solubile con soluzione di cloruro di calcio a caldo 

Questo metodo si ritiene che estragga il cosiddetto B facilmente solubilizzabile (Berger e Truog, 1939; Dible et al. 1954; Parker e Gardner, 1981; Cartwright et al., 1983; Wikner, 1986). Tale metodo non presenta particolari problemi nell’analisi di suoli acidi né di quelli sub-alcalini e, per questo è quello che fino a oggi è stato più largamente utilizzato, anche se richiede un’attrezzatura di laboratorio non comune e una grande precisione nel tempo di estrazione. E’ stato infatti dimostrato che per un tempo di estrazione di 5 minuti non si raggiunge uno stato di equilibrio fra suolo ed estraente (Odom, 1980) e la quantità estratta aumenta all’aumentare del tempo di estrazione fino a 15 minuti (Jeffrey e McCallum, 1988; McGeehan et al., 1989). Per tali motivi, il risultato delle analisi deve essere corredato del tempo di estrazione che è stato praticato. 

Un altro problema riguarda la vetreria usata per tutto il ciclo di analisi, dalla quale può essere rilasciato del B. Anche se il rilascio di B da parte della vetreria in borosilicato è stato ritenuto trascurabile (Wikner, 1986), è consigliabile usare quanti più contenitori di plastica è possibile (stoccaggio acqua distillata, preparazione delle soluzioni, beakers) e, quando impossibile fare altrimenti, usare vetreria a basso contenuto di B. In ogni caso, prima di iniziare la fase di estrazione del B è bene lavare tutti i materiali sia in vetro sia in plastica con acido cloridrico ed eseguire un ciclo di estrazione in assenza di campione.
2.1. Reagenti

· Calcio cloruro (CaCl2(2H2O) soluzione 0,02M (soluzione estraente)
In un matraccio tarato da 1000 mL contenente circa 800 mL di acqua distillata, aggiungere 2,94 g di CaCl2(2H2O. Mescolare fino a completa dissoluzione e portare a volume con acqua distillata.

· Carbone attivo lavato

Trasferire circa 500 g di carbone attivo in un beaker di plastica da 2 L e aggiungere 1 L di soluzione estraente. Mescolare per circa 10 minuti e passare su filtro di carta Whatman® 42 posizionato su un imbuto di Büchner posizionato su una beuta codata collegata con la pompa da vuoto. Mantenendo il sistema in aspirazione, lavare il carbone attivo per 3 volte con 250 mL di soluzione estraente. Lasciare asciugare. 
2.2. Apparecchiature
· Comune attrezzatura di laboratorio
· Vetreria a basso contenuto di boro

· Beute da 250 o 300 mL munite di refrigerante a ricadere collegato a smeriglio 

· Piastra scaldante

· Imbuti di Büchner in plastica del diametro di 100 mm

· Pompa da vuoto a acqua

· Beute codate
2.3. Preparazione del campione

Il campione deve essere stato asciugato all’aria e vagliato a 2 mm per escludere lo scheletro. La terra fine deve essere conservata in contenitore plastico.

2.4. Procedimento

Trasferire 50 g di campione in beuta e aggiungere 100 mL della soluzione estraente. Agitare leggermente e aggiungere 1-2 g di carbone attivo lavato per decolorare la soluzione. Tappare la beuta con il refrigerante a ricadere e posizionarla sulla piastra scaldante. Scaldare fino a che inizi l’ebollizione e da questo punto mantenere l’ebollizione esattamente per 7 minuti. Togliere la beuta dalla piastra scaldante e lasciarla raffreddare per qualche minuto (da 5 a 10). Filtrare la sospensione ancora calda su filtro di carta Whatman® 42 posizionato su un imbuto di Büchner in plastica posizionato su una beuta codata collegata con la pompa da vuoto. Applicare il vuoto e raccogliere l’estratto, il quale deve essere immediatamente trasferito in contenitore di plastica. 

Per la prova in bianco, ripetere esattamente lo stesso procedimento senza aggiunta di campione.

2.5. Note

Il tempo di estrazione di 7 minuti assicura una maggiore ripetibilità dei risultati. In ogni caso, a corredo dei risultati, deve sempre essere riportato il tempo di estrazione utilizzato.

Affinché sia affidabile la successiva analisi dell’estratto, questo deve presentarsi incolore; questo è il motivo dell’uso del cloruro di calcio e del carbone attivo lavato. Però, mentre il cloruro di calcio non influenza la quantità di B estratto, non si può dire altrettanto del carbone, il quale adsorbe minime quantità dell’elemento (McGeehan et al., 1989). Per tale motivo è bene aggiungerne la minor quantità possibile. Indicativamente, se il suolo da analizzare contiene meno dell’1% di carbonio organico si può aggiungere anche solo 0,5 g di carbone attivo lavato, mentre nel caso di suoli contenenti più del 5% di carbonio organico ne vanno aggiunti 3 g o più. In ogni caso, qualora l’estratto si presenti anche solo debolmente colorato è necessario ripetere l’estrazione con un maggiore quantitativo di carbone attivo lavato.

Anche la fase di filtrazione può influenzare il contenuto di B nell’estratto da sottoporre a analisi. Infatti, la filtrazione di sospensioni raffreddate fino a temperatura ambiente produce estratti con minore concentrazione di B (Jeffrey e McCallum, 1988). Per tale motivo, è necessario filtrare la sospensione quando è ancora calda e, quindi, l’estrazione del B è tipicamente una procedura che si effettua con uno o due campioni per volta.

3. Metodo B – Estrazione del B solubile da pasta satura

Questo metodo è stato meno utilizzato, ma è particolarmente adatto all’analisi di suoli salini, dove cioè più spesso possono verificarsi casi di eccesso di B. Ad esempio, la concentrazione di B nell’estratto di pasta satura di suoli argillosi e argilloso-sabbiosi è quello che meglio si correla con il contenuto di B assorbito e di quello nelle foglie di due colture di riferimento, il peperone (Keren et al., 1985a) e il frumento (Keren et al., 1985b). 

Rispetto all’estrazione con soluzione a caldo, gli estratti da pasta satura hanno una maggiore ripetibilità delle misure, ma richiedono una elevata quantità di campione. Un altro aspetto negativo è il lungo tempo necessario per ottenere la pasta satura. Per questo, e data l’ampia varietà di tempi di estrazione applicati, il risultato delle analisi deve essere corredato da dettagli relativi il tempo di preparazione della pasta satura. 

Le precisazioni riguardo la vetreria riportate al punto 2. valgono anche per questo tipo di estrazione. 

3.1. Reagenti

· Acqua distillata
· Carbone attivo lavato

Trasferire circa 500 g di carbone attivo in un beaker di plastica da 2 L e aggiungere 1 L di soluzione estraente. Mescolare per circa 10 minuti e passare su filtro di carta Whatman® 42 posizionato su un imbuto di Büchner posizionato su una beuta codata collegata con la pompa da vuoto. Mantenendo il sistema in aspirazione, lavare il carbone attivo per 3 volte con 250 mL di soluzione estraente. Lasciare asciugare.
3.2. Apparecchiature
· Comune attrezzatura di laboratorio
· Vetreria a basso contenuto di boro

· Beakers di plastica

· Imbuti di Büchner in plastica del diametro di 100 mm

· Pompa da vuoto a acqua

· Beute codate

· Stufa

3.3. Preparazione del campione

Il campione deve essere stato asciugato all’aria e vagliato a 2 mm per escludere lo scheletro. La terra fine deve essere conservata in contenitore plastico.

3.4. Procedimento

Trasferire 400 g di campione in un beaker di plastica e mescolarlo con una spatola di metallo aggiungendo lentamente acqua distillata fino a quando la pasta prodotta diventa plastica ma non è ancora satura d’acqua. Coprire il beaker con film plastico e lasciare in riposo per 2 ore; durante questo tempo si idratano anche gli interstrati dei minerali argillosi e si solubilizza una quota dei sali presenti. Passate 2 ore, aprire il beaker e mescolare aggiungendo acqua distillata fino a quando la pasta appare satura. Coprire nuovamente il beaker con film plastico e lasciare in riposo per una notte. Passato questo periodo aprire il beaker, mescolare la pasta e prelevarne un’aliquota di 30-40 g sulla quale sarà determinato il contenuto di acqua mediante riscaldamento a 105°C. Trasferire la restante pasta sull’imbuto di Büchner in plastica sul quale sia stata posizionata della carta bibula. L’imbuto è stato precedentemente posizionato su una beuta codata collegata con la pompa da vuoto. Applicare il vuoto e raccogliere l’estratto nella beuta. Liberata la beuta codata da imbuto e collegamento alla pompa, aggiungere all’estratto 0,5-1 g di carbone attivo lavato e agitare per circa 5 minuti. Filtrare la sospensione su filtro di carta Whatman® 42 posizionato su un imbuto di Büchner in plastica posizionato su una beuta codata collegata con la pompa da vuoto. Applicare il vuoto e raccogliere l’estratto, il quale deve essere immediatamente trasferito in contenitore di plastica. 

Per la prova in bianco, ripetere esattamente lo stesso procedimento senza aggiunta di campione.

3.5. Note
Indicativamente, il suolo è a condizione di pasta satura quando 1) riflette la luce; 2) fluisce lentamente inclinando il beaker; 3) se con la spatola si apre un piccolo solco alla superficie, esso si richiude rapidamente scuotendo leggermente il beaker; 4) non c’è acqua libera nel beaker. Al momento della prima filtrazione è necessario disporre la pasta satura in maniera omogenea sull’imbuto per evitare una parziale estrazione. 

Come riportato al punto 2.5., anche in questo caso l’estratto deve presentarsi incolore e per questo viene aggiunto carbone attivo lavato prima della seconda filtrazione, la quale deve essere effettuata anche se l’estratto di prima filtrazione dovesse presentarsi incolore. Dal momento che il carbone attivo adsorbe minime quantità di B è bene aggiungerne la minor quantità possibile. Indicativamente, se l’estratto è di colore giallastro può essere sufficiente un’aggiunta di 0,5 g, mentre se la colorazione è giallo-rossastra è bene aggiungere 1 g di carbone attivo lavato. Se con una certa aggiunta l’estratto dopo filtrazione si presentasse ancora colorato, è necessario aggiungere ancora carbone attivo lavato e ripetere la filtrazione su carta Whatman® 42. Lo stesso dovrà essere fatto per la prova in bianco.

4. Dosaggio

Il dosaggio del B solubile estratto con uno dei due metodi su riportati può essere effettuato mediante due procedimenti, mediante spettrofotometria con uso dell’idrogeno-azometina o mediante spettrometro di emissione atomica al plasma (ICP-AES). 

4.1. Determinazione del B solubile con il metodo dell’idrogeno-azometina

Questo metodo, sviluppato da Shanina et al. (1967), si è dimostrato particolarmente affidabile per l’analisi del B nelle acque e negli estratti da materiali vegetali e suolo. Allo stesso tempo, tale metodo è facile, rapido, sensibile e soggetto a minime interferenze. Da quando Shanina et al. (1967) presentarono il loro metodo, molte sono state le modifiche apportate per migliorare affidabilità e ripetibilità della misura.

Il principio di questa procedura si basa sulla presenza in soluzione di una concentrazione di B di 0,5-1 µg L-1. A queste concentrazioni e a pH 5,1, l’idrogeno-azometina reagisce rapidamente con B(OH)3 per formare un complesso di colore giallastro che si forma senza subire interferenze da parte di altri sali in soluzione. La quantità di complesso che si forma è stechiometrica con la concentrazione di B.

4.1.1. Reagenti
· Idrogeno-azometina (C17H12NNaO8S2)
· Acido L-ascorbico (C6H8O6)

· Ammonio acetato (CH3COONH4) 
· Potassio acetato (CH3COOK)

· Acido acetico glaciale (CH3COOH), ρ = 1,050

· Sale bisodico dell’acido nitrilotriacetico (CH2COOH)N(CH2COONa)2(2H2O
· Sale bisodico dell’acido etilendiamminotetracetico (Na2-EDTA) (CH2N(CH2COOH)2CH2N(CH2COONa)2 
· Acido borico (H3BO3)
4.1.2. Apparecchiature

· Comune attrezzatura di laboratorio

· Matracci tarati di plastica

· Spettrofotometro

4.1.3. Preparazione delle soluzioni necessarie alla misura

· Soluzione tampone

In un beaker di vetro da 1000 mL contenente 400 mL di acqua distillata, trasferire 250 g di ammonio acetato, 16 g di potassio acetato e 60 mL di acido acetico glaciale. Agitare fino a completa dissoluzione e successivamente aggiungere 3 g del sale bisodico dell’acido nitrilotriacetico e 15 g di sale bisodico dell’acido etilendiamminotetracetico. Aggiustare il pH della soluzione a 4,8 mediante aggiunta di acido acetico glaciale o ammonio acetato. Raggiunto tale pH trasferire la soluzione in un matraccio tarato da 1000 mL e portare a volume con acqua distillata. Trasferire la soluzione in contenitore di plastica.
· Soluzione di idrogeno-azometina

In un beaker di vetro da 500 mL contenente 50 mL di acqua distillata tiepida, aggiungere 1 g di idrogeno-azometina e 2 g di acido ascorbico e agitare fino a completa dissoluzione. Se i reagenti stentano a solubizzare, scaldare la miscela fino a 50-55°C. Quando la solubilizzazione è completa lasciare raffreddare e trasferire in un matraccio tarato di plastica da 250 ml e portare a volume con acqua distillata. La soluzione è stabile per una settimana se conservata in frigorifero.
· Soluzione standard (100 mg L-1 di B) 

In un matraccio tarato da 1000 mL contenente 500 mL di acqua distillata, trasferire 0,572 g di acido borico. Dopo completa solubilizzazione portare a volume con acqua distillata. Trasferire la soluzione in contenitore di plastica. 

· Soluzione standard (10 mg L-1 di B)

In un matraccio tarato da 1000 mL contenente 500 mL di acqua distillata, trasferire 100 mL della soluzione standard da 100 mg L-1 di B e portare a volume con acqua distillata. Trasferire la soluzione in contenitore di plastica.
4.1.4. Preparazione della retta di taratura

Preparare sei soluzioni di riferimento come segue. In matracci tarati da 25 mL contenenti 5 mL di acqua distillata, trasferire 0 – 1 – 2 – 3 – 4 e 5 mL della soluzione 10 mg L-1 di B. In ogni matraccio aggiungere 3 mL della soluzione tampone e agitare per circa 30 secondi; poi, aggiungere 5 mL della soluzione di idrogeno-azometina e portare a volume con acqua distillata. Tappare i matracci, omogeneizzare e lasciare sviluppare il colore per 2 ore agitando di tanto in tanto. La concentrazione finale di B dei matracci sarà rispettivamente di 0,0 – 0,4 – 0,8 – 1,2 – 1,6 e 2,0 mg L-1.
4.1.5. Preparazione delle soluzioni da misurare

Per ogni estratto (da soluzione di cloruro di calcio a caldo o da pasta satura) e per la prova in bianco preparare la soluzione da misurare come segue. In matraccio tarato da 25 mL contenente 5 mL di acqua distillata, trasferire 5 mL di estratto o di prova in bianco e omogeneizzare. Aggiungere 3 mL della soluzione tampone e agitare per circa 30 secondi; poi, aggiungere 5 mL della soluzione di idrogeno-azometina e portare a volume con acqua distillata. Tappare, omogeneizzare e lasciare sviluppare il colore per 2 ore agitando di tanto in tanto. 
4.1.6. Misure

Leggere allo spettrofotometro l’assorbanza a 420 nm delle soluzioni di riferimento e costruire una retta di taratura espressa in mg L-1. Successivamente, per ogni soluzione da misurare leggere l’assorbanza e risalire al valore della concentrazione di B.

4.1.6.1. Osservazioni relative alle misure

Nel caso la concentrazione della soluzione da misurare sia maggiore della più alta delle soluzioni di riferimento (2,0 mg L-1), ripreparare la soluzione da misurare con una quantità minore di estratto. Nel caso la concentrazione della soluzione da misurare risulti inferiore agli 0,1 mg L-1 di B, ripreparare la soluzione da misurare con una quantità maggiore di estratto. Dal momento che la quantità di estratto con cui preparare la soluzione da misurare non può superare i 17 mL, nel caso la concentrazione risulti ancora inferiore agli 0,1 mg L-1 di B, per l’estratto in soluzione di cloruro di calcio a caldo è necessario ripetere l’estrazione utilizzando una maggiore quantità di terra fine. 

4.1.7. Espressione dei risultati

La quantità di B estraibile nel suolo viene ricavata come segue:

CB = (A-B) D V M-1
dove:

CB = concentrazione di B estraibile nel suolo, espressa in mg kg-1 con una cifra decimale;

A = concentrazione di B nella soluzione da misurare, espressa in mg L-1;

B = concentrazione di B nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1;

D = fattore di diluizione (con questo metodo è 5);

V = volume dell’estratto (soluzione di cloruro di calcio a caldo) o del contenuto di acqua della pasta satura determinato a 105°C, espresso in mL;

M = massa del campione utilizzata, espressa in grammi.

4.2. Determinazione del B solubile mediante ICP-AES

Questa procedura di analisi permette di eseguire una determinazione multielementare su una stessa soluzione ed è quindi molto apprezzata quando il volume della soluzione da analizzare sia ridotto. Allo stesso tempo, l’analisi mediante ICP-AES è considerata una delle più affidabile per gran parte degli elementi presenti in minima concentrazione negli estratti di suolo (e quindi anche per il B), grazie alla sua elevata sensibilità e ai bassi limiti di rilevabilità che si raggiungono. Gli svantaggi di questa procedura sono 1) l’elevato costo dell’acquisizione della strumentazione e 2) l’inopportunità della analisi di elementi presenti in concentrazioni molto elevate, cosa che richiede diluizioni elevatissime.

Nel caso di estratti acquosi di suolo o di soluzioni del suolo, il limite di determinazione per la gran parte degli strumenti ICP-AES va da 6 a 10-15 µg L-1 di B alle lunghezze d’onda di 249,678 e 249,773 nm, che sono le più sensibili (Sah e Brown, 1997). 

4.2.1. Reagenti
· Acido borico (H3BO3)
4.2.2. Apparecchiature

· ICP-AES 
4.2.3. Preparazione delle soluzioni necessarie alla misura

· Soluzione standard (100 mg L-1 di B) 

In un matraccio tarato da 1000 mL contenente 500 mL di acqua distillata, trasferire 0,572 g di acido borico. Dopo completa solubilizzazione portare a volume con acqua distillata. Trasferire la soluzione in contenitore di plastica. 

· Soluzione standard (10 mg L-1 di B)

In un matraccio tarato da 1000 mL contenente 500 mL di acqua distillata, trasferire 100 mL della soluzione standard da 100 mg L-1 di B e portare a volume con acqua distillata. Trasferire la soluzione in contenitore di plastica.
4.2.4. Preparazione della retta di taratura

Preparare sei soluzioni di riferimento come segue. In matracci tarati da 25 mL contenenti 5 mL di acqua distillata, trasferire 0 – 1 – 2 – 3 – 4 e 5 mL della soluzione 10 mg L-1 di B. Portare a volume con acqua distillata, tappare e omogeneizzare. La concentrazione finale di B dei matracci sarà rispettivamente di 0,0 – 0,4 – 0,8 – 1,2 – 1,6 e 2,0 mg L-1.
4.2.2. Misure

Impostare all’ICP-AES i parametri operativi suggeriti dal costruttore dello strumento per l’analisi del B. Selezionare la lunghezza d’onda di 249,678 o 249,773 nm, e analizzare le soluzioni di riferimento per costruire una retta di taratura espressa in mg L-1. Successivamente, sottoporre all’ICP-AES le soluzioni da misurare e risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione del B.

4.2.2.1. Osservazioni relative alle misure

La principale limitazione di questa tecnica è rappresentata dalle interferenze dovute a altri elementi. In particolare, il ferro presenta due linee spettrali (249,653 e 249,782 nm) molto vicine a quelle più sensibili del B (249,678 e 249,773 nm). Nel caso di estratti ottenuti da campioni di suolo acido, dove il B può essere presente in minima quantità e abbondare il Fe libero, è quindi consigliabile effettuare le misure alla lunghezza d’onda di 208,96 nm, che è meno sensibile delle altre ma non soffre di interferenze da parte di metalli (Jeffrey e McCallum, 1988). Alle due lunghezze d’onda più sensibili, interferenze importanti possono verificarsi anche da parte di altri elementi (K, P, Ni, Cr, Al, V, Mn, Ti, Mo, Na) quando si verifichi la condizione di scarsa concentrazione di B e alta di uno degli interferenti (Pougnet e Orren, 1986a,b). La presenza di colloidi silicici in estratto contenenti basse concentrazioni di B dà luogo a misure errate per difetto (Owens et al., 1982; Din, 1984); nel caso l’estratto ne contenga, deve essere effettuata una ulteriore filtrazione per eliminarli. 

Analizzare solo estratti privi di sostanze colloidali

4.2.3. Espressione dei risultati

La quantità di B estraibile nel suolo viene ricavata come segue:

CB = (A-B) V M-1
dove:

CB = concentrazione di B estraibile nel suolo, espressa in mg kg-1 con una cifra decimale;

A = concentrazione di B nella soluzione da misurare, espressa in mg L-1;

B = concentrazione di B nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1;

V = volume dell’estratto (soluzione di cloruro di calcio a caldo) o del contenuto di acqua della pasta satura determinato a 105°C, espresso in mL;

M = massa del campione utilizzata, espressa in grammi.
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