
CAPITULO 11

DETERMINACIÓN DE LOS MICRONUTRIMENTOS COBRE, HIERRO,
MANGANESO, ZINC, BORO, MOLIBDENO Y SELENIO DISPONIBLES

Por: Rodrigo Lora Silva*

11.1. Introducción

La necesidad yel uso fe los mícronutrlmentos cobre, hierro, manganeso, zinc, boro y
molibdeno se ha incrementado en los últimos años como consecuencia de los factores tales
como remoción por parte fe las cosechas, cambios en te tecnología fe fabricación fe
fertilizantes abase fe nitrógeno, fósforo y potasio que permiten obtener productos casi
libres de micronutrimentos, introducción fe nueves variedades fe híbridos yfeíieiencias
inducidas por otras prácticas * fertilizantes y manejo. El setenio aún cuan* rk; es
esencial para las plantas, si lo es para los animales en pequeñas cantidades. En Colombia,
existe en algunas zonas exceso fe este elemento, produciéndose intoxicación para los
animales que consumen forrajes uotros productos agrícolas que crecen en estos suelos.
Esta intoxicación es llamada seleniosis. Por tanto la cuentificaclón del selenio disponible
enel suelose Incluye en este Manual.

11.2. Determinaciones de Cu, Fe, Mn y Zn

Existen varias técnicas para te extracción * estos elementos separafe o
simultáneamente.

Adams (1), Fiskell (8), Viets y Boawn (17) Jackson (9), describen métodos para
*terminar separadamente estos nutrimentos, ydetallan las técnicas aseguir.

" Ing. Químico M.S. Programa Suelos instituto Colombiano Agropecuario. Aparta* Aereo
233. Palmira. 1989
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Cox y Kamproth (6), Viets y Lindsey (18). presenten los métodos utilizados

interpretación fe resultados y tosniveles críticos fe cafeelemento.

Extracciones simultaneas fe Cu, Fe, Mn y Zn han sido desarrolladas por Hunter (10),
Lindsey y Norvell (11) Viro (20), Chapman y Pratt (7).

En el presente Manual se hace referencia básicamente al meto* fe Olsen modifica*

según Hunter (10) yeldenomina* métofe fe North Carolina ofeldoble acido (13).

11.3. Método Olean Modificado

11.3.1. Principio

Arvel Hunter modificó el método original fe Olsen para fósforo agregan* un agente
quelatoite y aumentan* el pH hasta 8.5. Bajo estas condiciones el bicarbonato fe sodio

extrae parte * las formas intercambiables * los nutrimentos bajo estudio, y el EDTA
(quelato) extrae las formas unidas especialmente a la materia orgánica. En el extracto los
elementos son determinados porespectrofotometría fe absorción atómica.

En el proceso se utiliza el agente fe freculación denominado superfloc 127, el cual es
una poliacrilamife fe gran peso molecular, y fe altaefectividad como agente * floculacion

en suspenciones acidas, neutras y alcalinas. Este agente es una ayufe efectiva para
filtración fe las suspenciones fe sueloscuanfese usaadecuadamente.

11.3.2. Reactivos

- Solución extractora modificada fe bicarbonato de sodio (NaHC03)

Disolver 42 gfe N8HCO3 en 100mL fe agua. Disolver 3.72gdedlsodío-EDTA en

150 mL fe agua. Disolver 0.1 gde superfloc 127 en 100 a 200 mL fe agua, para lo
cual se agita por 1 o 2 horas a menos fe 400 rpm para evitar el rompimiento fe les

moléculas fel agente floculante. Mezclar las tres soluciones antes mencionadas con agua y
llevar avolumen * un litro. Ajustar el pH a 8.5 con NaOH y guardar te solución en un
frasco de polietlleño.
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113.3. Preparación de tos Estándares

Se emplean soluciones concentradas (1000 ppm fe Cu. Fe. Mn, Zn) ya preparadas
comercialmente. apartir fe las cuales se hacen soluciones diluidas fe 100 ppm para cafe
uno fe los elementos, tomando 10 mL fe la fe 1000 ppm yllevando avolumen fe 100 mL
con agua desmineraliza*

mL fe 100 ppm Volumen final Concentración
feCuyZn conagua (mL) feCuyZn(ppm)

0.0 100 0.0
0.5 100 0.5
1.0 100 1.0
2.0 100 2.0
4.0 100 4.0

6.0 100 6.0

Soluciones estándares Dará hierro (Fe) vmanaran (flp)

mLfe 100ppm Volumen final Concentración fe
feFeyMn con agua Fey Mn (ppm)

0.0 100 0.0
1.0 100 1.0
2.0 100 2.0
4.0 100 4.0
6.0 100 6.0

10.0 100 10.0
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Las soluciones patrón finales deben ser preparadas en la solución extractora
modificada fe N8HCO3. Así mismo, cuando se hacen diluciones posteriores para la

feterminación fe toselementos,éstas deben ser diluidasen soluciónfe N8HCO3.

11.3.4. Procedimiento

colocar 2.5 g fe suelo en un vaso fe extracción y adicionar 25 mL fe solución

extractora Agitar a una velocidad lenta durante 10 minutos. Filtrar la solución usando

papelfe filtro poroso.

Leer directamente en el extracto obtenido, los elementos menores, utilizando un

espectrofotómetro fe absorción atómica, utilizando los parámetros fe funcionamiento que

aparecen en el catálogo fel equipo.

Cálculos

Factor fe dilución (FD) = _2§_ x IOjOJ) = 10
1000 2.5

ppm Cu,Fe, Mn y Zn = ppm Cu, Fe, Mn y Zn en solución x el factor fe dilución

(FD),que enestecaso es fe 10.

11.4. Método del Doble Acido

En 1a universidad fe Carolina del Norte, Nelson y colaboradores (13) desarrollaron

para el fósforo disponible el meto* * extracción utilizan* como extractante la solución

0.05N HCl + 0.025N H2SO4. Posteriormente esta solución se utilizó por investigadores

* la misma universidad para te extracción simultánea fe los elementos menores Fe. Cu,

Mn y Zn. Especialmente para suelos ácidos, en general, este métofe ha mostrado ser

adecué* para evaluar te disponibilidad * los micronutrímentos antes considerados.

Inicialmente fuéempleado especialmente para zinc (16).
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11.4.1. Reactives

-Solución extractora ácí* clorhídrico-ácí* sulfúrico (HCl 0.05N ♦ H2S04
0.025N) á *

Mezclar 50 mLfeHC. y2.5 mL*H2S04 ION, llevar avolumen fe un litro con
agua

11.4.2. Procedimiento

Pesar' 5.0 g* suelo secoa50*0ytamizado en tamiz No.10 (2 mm). Transferir 0„,,
~°^y^,r20mL*^^«xtractora.Aglter por 15 minutos yfiltra
través fe papel fe filtro Whatman No. 42 oequivalente.

En el extracto obtenido, leer directamente los elementos menores Cu, Fe Mn yZn en
un espoctrofotómetrofeabsorción atómica el factor fe dilución (FD) es el siguiente

Factorfedilucíón(FD) = 20 x JjQQfi = 4
1000 5

ppmCu.Fe.MnyZn = PpmCu.Fe.MnyZnensolucíón x4

Preparación rte^tftMm

nnrATM* T^""" ^r**' *""«* "»««<"«• ('000ppm Cu. Fe, Mn.Zn). se hacen diluciones así.
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Soluctones estándares para cobro (Cu) v zinc (Zn)

mL fe 1000 ppm Volumen final Concentración

feCuyZn con agua (mL) fe Cu y Zn (ppm)

0.0 250 0.0

0.25 500 0.5

0.25 250 1.0

0.50 250 2.0

1.00 250 4.0

Soluciones estándares fe Hierro (Fe) v manooneso (Mn)

mL fe 1000 ppm Volumen final Concentración

feFeyMn con agua (mL) feFeyMn (ppm)

0.00 250 0.0

0.25 250 1.0

0.50 250 2.0

1.00 250 4.0

1.50 250 6.0

2.50 250 10.0

5.00 250 20.0

11.5. Determinación de Boro disponible (B)

11.5.1. Principio

El métofe masconocife para teextracciónfe boroes el fel agua callente propuesto por

Berger y Troug (3), el cualhasife bastante estudia* encuanto a lacorrelación que existe

entre te cantidad que extrae fe) suelo y te que la plante absorbe. Sin embargo, existen

inconvenientes para su utilización sobro tofe en el análisis fe rutina, como te necesidad fe
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utilizar material fe vidrio librofe boro, pérdidas fel elemento por arrastro fe vapor y

producción fe extractos coloreados que interfierenensu determinación. Teniendo encuente

lo anterior, en tos Laboratorios fe Suelos fel ICA, se está utilizando el monofosfeto fe

calcio ( Ce(H2P04)2 H2O ) 0.008M propuesto por Hunter (10) para la extracción fel

etemente, elcual, aunque extrae aproximadamente 1a tercera parte fel obtenido por elagua
caliente, tiene lassiguientes ventajas según estudios realizados porel ICA (4).

La extracción puefe hacerse a temperatura ambiente utilizando material plástico. La
cantidad extraídacorrelaciona con toque la plantaabsorbe. Los extractossoncristalinos.

Para te feterminación fel elemento, en esto Manual se describe la utilización fel

reactivo fe color azometlne-H que es muy sensible al boro y forma con él un complejo

boro-azometine-H fe color amarilloel cual es estable por mas fe una hora Este reactivo

puefe utilizares directamente a partir fel extracte sin racestfed fe evaporar o utilizar

tratamiento con ácidos concentrados, to cuel es necesario cuanfe se trabaja con otros
reactivos fe color. Para eliminar interferencias debido al cobro y al aluminio se utiliza

EDTA, y parohierro, ácido tiogllcóllco (22).

11.5.2. Reactives

- Fosfato monobásico fe calcio ( Ca(H2P04)2. H2O) 0.008M (solución extractante).

Pesar 2.03 gfe fosfato monobásico fe cateto rnonohtdrotado. Agregar 1 mL fe ácido
acético glacial y llevara 1Lcon eguadeatitoda

-Buffer

Disolver 10gfe acetato fe amonto en 160mL fe agua, agregar 50 mL * ácife acético

(densidad 1.05)y 2.68 g fe EDTA (sal («sódica); a este mazcto añedir 2.4 mL fe ácido

ttogiteólfco (merceptoacéttoo), mezclar bten y fejar en reposo una ñocha El reactivo
permanece en buenas condiciones ocho días.

-Azometlna-H

Colocar en un balón aforado fe 100 mL, 0.9 g fe Azometlna-H y 2.0 g fe ácido
ascórbico, completar a volumen con agua dssmlnerallzafe destilada; si no se disuelve por
completo catontar ligeramente (filtrar si la solución esté turbia). Este solución debe
prepararse el dte que se va a utilizar.
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-Solución patrón (100 ppm fe B)

Pesar 0.572 gfe ácido bórico (H3BO3), completar a un litro con agua. Almacenar

en frasco fe poltetileno.

-Soluciónestandart (5 ppm fe B)

dtkiir 25 mL fe lasolución patrón enunbalón fe 500mL, llevar volunwn con agua
y almacenar en frasco fe poltetileno.

- Serie de estándares

Pipetear 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0 y 10mL de lasolución estándar (5 ppm) en

balones milimétricos fe 50 mLy llevar a volumen con te solución extractante Este serte

corresponde oO, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.50, y 1.00 ppm * B Almacenar en froeco

fe poltetileno.

11.5.3. Procedimiento

A 10gfe suelo colocados en un vaso plástico fe 50 mL agregar 25 mL fe solución fe

fosfato monobásico fe calcio 0.008M. Aglter por 10 minutos y filtrar.

Tomar fel filtra* y de tos estándares alícuotas fe 2 mL, agregar 4 mL fe solución

buffer y 2 mL feazometina-H, mezclar bien. Dejar desarrollar et color por 40 minutos y

leer en el colorímetro a 430 nm.

Observaciones:

Cuando 1a extracción se hace con agua callento, se deba tener en cuente la relación

suelo-agua utilizada en la extracción. Generalmente se utilizan 20 g fe suelo y 40 mL fe

extractante. La ebullición se hace por 5 minutos, al cabo fe tos cuates ss filtra y se

determine el borocolorimetrtcefaente por el métofepropuesto.

Cijcujfls

B(ppm) = Lxi
pm

en donde:
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L = Lectura en 1a curva.

V = Volumen fe extractante,

pm = Peso fe te muestra

En caso de no disponer fel reactivo fe color azometina-H, se puefe preparar en el
laboratorio en laforma siguiente

Pesar 10 gfe la sal sódica fel ácIfe-H (sal monosódtca fel 8entino 1naftol-3,6,
ácife disulfoníco) en un vaso fe precipitado. Agregar 500 mL fe agua. Llevar apH 7con
NaOH 2.5N. Agregar acido clorhídrico concentro* haste pH 1.5. Calentar (50-70OC)
haste que to* el precipitado se disuelva Agregar 10 mL fe ácido sellcílíco. Agíter
vigorosamente durante una hora Dejar en reposo 12 horas. Descartar el liquido
sobrenadante ycolectar el precipite* amarillo fe azometina-H en tubos fe centrífuga
Centrifugar por 10 minutos a 5,000 rpm. Descartar el sobrenadante después fe
centrifugar. Agregar etanol al sedimento yagito- para llevarlo asuspensión. Centrifugó
la suspención ydescartar el sobrenadante Repetir el tratamiento 3veces.

Colocar el precipitado en un embu* buchner yretirar el etanol tanto como sea posible
por succión. Secar la azometina-H a100- lOS^C en un horno precalenta* pero smk;
existe peligro * explosión sí el horno está encendí*). Guardar el reactivo en frasco
oscuro dentro fe un desecador.

11.6. Determinación de Molibdeno Disponible

11.6.1. Principio

La importancia* evaluar la disponibilidad fe molibdeno (Mo) en el suelo se basa en 2
factores contrastantes fe importancia.

i. La respuesta fe su aplicación para algunos cultivos debife a la deficiencia en el
suelo.

ií Su presencia en suelos que producen plantas tóxicas en este elemento, para
rumiantes epecíalmente. La determinación química fel molibdeno disponible en suelos es
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difícil debido aque para el normal desarrollo fe 1a mayoría fe los cultivos se necesitan
cantidades extremadamente pequeñas.

El mejor reactivo yel mas utilizado para te extracción de Mo es el llama* reactivo fe
Tamm, que consiste en una mezcla fe ácido oxálico yoxalato fe amonto. Su determinación
puefe ser colorlmétrlca utilizando reactivos como el tlocianato fe potasio (21) o la
rodamlna-B (4). Estos métodos son dispendiosos debido aque es necesario concentrar el
elemento para ser detecte*. También puefe detectarse por espectrofotometría fe absorción
atómica sin llama utilizando el horno fe grafito. Esta técnica fué estenferizafe en el
laboratorio fe suelos fel ICA (Tibaiteté), la cual se comparó con el método cotorimétrico
fe la rodemina-B (14). Según el análisis estadístico no se encontró diferencia
significativa en 1a determinación del molibdeno utilizando las dos metodologías
mencionadas, siendo mas rápida te determinación fe 1a espectrofotometría fe absorción
atómica

11.6.2. Reactivas

- Oxalato fe amonio (solución * Tamm)
Pesar 24.9 gfe oxalato de amonio y 12.605 g fe ácido oxálico en un balón

volumétrico fe un litro y llevar a volumen con agua.

-Curva patrón
Solución fe 1000 ppm fe Mo: Pesar 1.840 gfe paramolibfeto * amonio

((NH4)6 M07O24.4H20) en un litro fe hidróxife fe amonio al 1%v/v.
Solución fe 10 ppm fe Mo: Tomar 2.5 mL de 1a solución fe 1000 yllevar avolumen

fe 250 mL consolución fe Tamm.

- Solución fe 0.1 ppm fe.Mo: Tomar 2.5 mL fe la solución fe 10 ppm fe Mo y llevar a
volumen fe 250 mL con solución fe Tamm.

De la solución fe 0.1 ppm fe Mo tomar alícuotas fe O, 5, 10, y 25 mL
separadamente yllevar avolumen fe 250 mL con solución fe Tamm. La anterior serie
corresponde aO, 0.01, 0.02, 0.04, y0.05 ppm feMo.
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11.6.3. procedimiento

Pesar 10 gfe suelo seco, molidoytamizado através fe malla fe 2mm, ycolocarlos en
un erlenmeyer fe 250 mL. Agregar 100 mL fe solución fe Tamm, fejar en reposo durante
14 horas. Agitar 2 horas, filtrar através fe papel fe poro fino ydesechar los primeros
15mL.

Tomar con mtoropipete alícuotas fe 10 mterolltros fe tos estándares y muestras. Leer
en el horno fe grafito ajusten* tos parámetros siguientes, fe acuerdo con Puentes,
Rodríguez y Lora (14). Paro este esudto fué utilizado el espectrofotómetro fe absorción
atómica Perkln Elmer mofeto 603 con horno fe grafito Perkin Elmer mofeto HGA 2,200.

Longitud fe onda 314.1 nm
Temperatura fe secado 750 c
Tiempo fe secado 30 s

Temperatura fecalcinado 400°C
Tiempo fecalcinado 30s

Temperatura featomizado 2,700° C
Tiempo fe integración 3S
Gas* purga Argón
Presión fe salida felgas fe purga 60 PSI

Flujo fel gas fe purga 40cc/s

CÜcuJgs.

Mo(ppm) = Lc x 100
pm

en donde:

Lc = Lectura fel espectrofotómetro fe absorción atómica en ppm.

pm = Pesofe la muestra (10 g)
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La concentración final fe Mo en la muestro para ser leída, no debe ser mayor fe 0.1
ppm.

Interferencias

Segúm Puentes, Rodríguez yLora (14), el Mn yel Zn en cantidades mayores fe 30 y
50 ppm respectivamente, afectan te determinación fe Mo aumentando la señal. Esta
interferencia seelimina pasando lamuestra por resina fe Intercambio catiónico.

11.7. Determinación de Selenio Disponible (Se)

11.7.1. Principio

El selenio para les plantas disponibles existe en el suelo en forma fe selenatos,
selenitos ycombinaciones orgánicas. Los reactivos mas utilizados para extraerlo son 1a sal
dísódlca fel ácido etilendlamíno tetra-acético (EDTA) en solución 0.05M y el cloruro fe
calcioen solución 0.01M (5).

Por su parte 1a determinación fel el elemento puefe realizarce por el métofe
fluorométrico utilizan* el reactivo 3-3-(Jioninobenc1d1na, o por medio * te
espectrofotometría * absorción atómica sin llama.

En el laboratorio fe suelos fe ICA Tlbaítetá, se han realiza* varios trabajos
pertenecientes al proyecto sobre la determinación e inhibición fel selenio disponible del
suelo yse ha concluífe de acuerfe con Torres Jiménez y Lora (15) que el selenio extraífe
por el meto* * Williams ythronton (21) es el que mejor correlaciona con el absorbí*
por la planta. Por otra parte, se estandarizó la técnica para su *termtnaclón utilizan* te
espectrofotometría * absorción atómica sin llama por medio fel horno fe grafito (12).
Esta metodología se comparó con el meto* fluorométrico que utiliza como reactivo 3,3
diaminobencidfna

El análisis estadístico * este trabajo mostró que no había diferencia significativa en la
evaluación significativa del selenio utilizan* los dos métodos mencionados, sien* mas
rápi*y sencilla te determinación por espectrofotometría * absorción atómica.
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11.7.2. Reactivos

- Sal disódica feácido etilendíaminotetro-acético (EDTA) 0.05M
Pesar 18.612 gfe EDTA en un balón volumétrico fe un litro y llevar a volumen con

aguadestiladay fesmlneralizafe.

- Acido nítrico concentrado

- Solución * nitrato * níquel (10,000 ppm * Ni)
Pesar 4.96 g* nitrato * níquel ( NI(N03)2 )en un balón volumétrico * 10 mL y

llevar avolumen con agua. La anterior solución es utilizada para estabilizar el selenio
disponible ypora inhibir interferencias químicas ypuefe ser reemplazada fe acuerfe con
Meto, Rodríguez yLora (12), por solución fe permanganato fe potasio.

- Solución fe permanganato fe potasio (4000 ppm * KMn04 )
Pesar 0.4 gfe KMn04 en un balón volumétrico fe 100 mL y llevar avolumen con

agua.

- Curva patrón

Apartir fe una solución estándar fe 100 ppm fe Se preparar estándares que
contengan 0.001, 0.002, 0.005, 0.04, 0.05 y 0.1 ppm fe Se. Los anteriores
estándares deben contener 0.8S * ácido nítrico concentrado (d: 1.40), 1000 ppm fe Ni o
Hü0ppmfeKMn04.

11.7.3. Procedimiento

Extracción según Williamsy Thronton (21). En un erlenmeyer fe 250 mL pesar 20 g
fe suelo seco, molido y tamiza* sobre malla * 2 mm, agregar 100 mL * EDTA 0.05M.
Agitar en agitador mecánico por 24 horas. Centrifugar a 2,000 rpm por 20 minutos,
tomar alícuota fe 50 mL fel sobrenadante ycolocarla en un vaso * precipita** 100 mL.
Evaporar a95°C hasta reducir el volumen a 10 mL. Agregar 1.5 mL * HN03 concentre*
y 2.5 mL * peróxí* * hidrógeno. Calentar a 105°C hasta reducir te muestra a 10 mL.
Transferir en forma cuantitativa a un balón * 50 mL. Agregar 50 mL * HNO3
concentra*, 5 mL * Ni(N03)2 * 10,000 ppm o5 mL * solución * KMn04 * 4.000
ppm. Completar a volumen con agua.
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Para la determinación en el horno fe grafito, tomar 20 mícrolítros fe los estándares y
les muestras y leer ajustanfe los siguientes parámetros utilizados para los equipos:
espectrofotómetro * absorción atómica Perkln Elmer modelo 603 y horno de grafito
Perkln Elmer modelo HGA 2,200( 12).

Flujo fe agua circulante Aproximadamente 2.5 litros/min

Gas fe purga Argón
Longitud fe onda I96.2nm

Presión fe salida fel gas fe purga 50PSI

Flujo fel gas fe purga 50 cc/mín

1nterrupslón fel gas fe purga 3s

Temperatura fe seca* 110°C

Tiempo* seca* 30 s

Temperatura* seca* I000OC

Tiempo* calcina* 30 s

Temperatura* atomiza* 2.7000C
tiempo* atomiza* lOs

Tiempo* integración 3s

Utilizar rampa* temperatura

Cálculos

Se (ppm) = Lc x 200
pm

en don*:

Lc = Lectura en el espectrofotómetro* absorción atómica en ppm.

pm = Peso * la muestra.

La concentración final * Se en 1a muestra para ser leí* debe ser menor * 0.5
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interferencias

Según Meló, Rodríguez y Lora02), las siguientes concentraciones afectan te

feterminación feSa 50 ppm fe Ca y 200 ppm fe sulfatos aumentan la señal; 100 ppm fe

cloruros la disminuyen. Para eliminar este efecto debe agregarse a los estándares 1a

cantidad fe Iones encontrados en la muestra o pasar la misma por resina fe Intercambio

catióníco. cuanfe el Ionfe Interferencia es el calcio.

Cuidados con el material fe vidria

Como se trata fe un análisis fe trazas fel elemento, deben tenerse en cuenta los

siguientes cuidados con el material * vidrio

Lavar con mezcla sulfacrómica preparada a partir fe reactivos grado analítico, seguí*

* agua fría, agua callente y etanol. Lavar nuevamente con agua desmineralizada caliente y
luego fría.

Secar en estufe a 79-80° C
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