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CAPITULO 11

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

" Por: Rodrigo Lora Silva"
11.1. Introduccién

La necesidad y el uso de los micronutrimentos cobre, hierro, manganeso, zinc, boro y
molibdeno se he incrementado en los Ultimos afios como consecuencia de los factores tales
como remocion por parte de las cosechas, cambios en la tecnologia de febricacion de
fertilizantes a base de nitrégeno, fésforo y potasio que permiten obtener praductos casi
libres de micronﬂtrimentos, introduccion de nuevas variedades de hibridos y deiiciancias
inducides por otras précticas de fertilizantes y meanejo. E1 selenio aln cuando nc s
esencial para les plantas, si lo es para los animales en pequefias cantidades. En Colombia,
existe en algunas zonas exceso de este elemento, produciéndoss intoxicacion para los
animales que consumen forrajes u otros productos agricolas que crecen en estos suelos.
Esta intoxicacion es 1lamada seleniosis. Por tanto la cuantificacion del selenio disponible
en el suelo se incluye en este Manual.

11.2. Determinaciones de Cu, Fe, Mn y Zn

Existen varias técnicas para la extraccion de estos elementos separada o
simulténeamente.

Adams (1), Fiskell (8), Viets y Boewn ( 17) Jackson (9), describen métodos para
determinar separadamente estos nutrimentos, y detallan las técnicas a seguir.

* Ing. Quimico M.S. Programa Suelos. Instituto Colombiano Agropecusr io. Apartado Aereo
233. Palmira. 1989 ’
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Cox y Kamprath (6), Viets y Lindsey (18). presenten los métodos utilizados
interpretacion de resultados y los nivelss criticos de cade elemento.

Extracciones simulténeas de Cu, Fe, Mny Zn han sido desarrolladas por Hunter (10),
Lindsey y Norvell (11) Viro (20), Chapman y Pratt (7).

En el presente Menual se hace referencia basicamente al método de Olsen modificado
segin Hunter { 10) y el denominado método de North Carolina o del doble &cido ( 13).

11.3. Método Olsen Modificado
11.3.1. Principio

Arvel Hunter modifico el método original de Olsen para fosforo agregando un agente
quelatante y aumentando el pH hasta 8.5. Bajo estas condiciones el bicarbonaio ds sodio
extrae parte de las formeas intercambiebles de los nutrimentos bajo estudio, y el EDTA
(quelato) extrae las formas unides especiaimente a 1o materia orgnica. En el extracto los
elementos son determinados por espectrofotometr fa de absorcion atomica.

En el proceso se utiliza el agente de floculacion denominado superfloc 127, el cual es
una poliacrilamida de gran peso molecular, y de alta efectividad como agente de floculacion
en suspenciones &cidas, neutras y alcalinas. Este agente es una ayuda efectiva para
filtracién de 1as suspenciones de suelos cuando se usa adecuadamente.

11.3.2. Reactivos

- Solucidn extractora modificada de bicarbonato de sodio ( NeHCO3)
Disolver 42 g de NeHCO3 en 100 mL de agus. Disolver 3.72 g de disodio-EDTA en
150 mL de ague. Disolver 0.1 g de superfloc 127 en 100 a 200 mL de agua, para lo
oual se agita por 1 0 2 horas a menos d@ 400 rpm para eviter el rompimiento de las
moléculas del agente floculante. Mezclar las tres soluciones antes mencionadas con agua y
llevar a volumen de un litro. Ajustar el pH a 8.5 con NaOH y guardar la solucién en un
frasco de polistileno.
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11.3.3. Preperacion de les Estindores

Se emplean soluciones concentradas ( 1000 ppm de Cu, Fe, Mn, Zn) ya preparades
comercialmente, a partir de 1as cuales se hacen soluciones diluides de 100 ppm psra cade
uno de los elementos, tomando 10 mL de 1ade 1000 ppm y llevando & volumen de 100 mL
con agua destnineralizade. '

~mL de 100 ppm : Yolumen final Concentracitn
deCuy In con agua (mL) de Cuy Zn (ppm)
0.0 ’ 100 0.0
0.5 100 0.5
1.0 100 1.0
20 100 20
4.0 100 4.0
6.0 100 6.0

mL de 100 ppm Yolumen finel Concentracion de
deFey Mn Ccon agua Fey Mn (ppm)
0.0 100 0.0
1.0 100 1.0
2.0 100 20
40 100 4.0
6.0 100 6.0
10.0 100 10.0
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Les soluciones petron fineles deben ser preparadss en la solucion extractora
modificada de NaHCO3. Asi mismo, cuando se hacen diluciones posteriores pers la
determinacion de los elementos, éstas deben ser diluidas en solucion de NsHCO3.

11.3.4. Procedimiento

colocor 2.5 g de suelo en un veso de extraccién y adicionsr 25 mL de solucién
extractora. Agitar a una velocided lenta durante 10 minutos. Filtrar la solucion usando
papel de filtro poroso.

Leer directamente en el extracto obtenido, los elementos menores, utilizendo un
espectrofotometro de absorcion atémica, utilizendo los perémetros de funcionamiento que

aparecen en el catdlogo del equipo.
Calcules

Factor de dilucion (FD) = 25 x 1000 = 10
1000 2.5

ppmCu,Fe,MnyZn = ppmCu,Fe, Mny Zn en solucidn x el factor de dilucién
(FD), que en este caso es de 10. '

11.4. Método del Doble Acido

En la universidad de Carolina del Norte, Nelson y colaboradores ( 13) desarrollaron
para el fosforo disponible el método de extraccion utilizando como extractante la solucion
0.0SN HC1 + 0.025N H2S04. Posteriormente esta solucion se utili2é por investigedores
de 1a misma universidad para la extraccion simulténea de 103 elementos menores Fe, Cu,
Mn y Zn. Especialmente para suslos écidos, en general, este método he mostrado ser
adecuado para evaluer la disponibilided de los micronutrimentos antes considerados.
Inicialmente fué empleado especialmente para zinc ( 16).
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11.4.1. Reactivos

- Solucion ext'raclora écido clorhidrico-écido sulfarico (HC) 0.0SN + H2S504

0.025N)
Mezclar S0 mL'de HCl y 2.5 mL de H2S504 10N, llever a volumen de un litro con

agua.
11.4.2. Procedimiento

Pesar 5.0 g de suelo seco 8 SOOC y tamizado en tamiz No.10 (2 mm). Trensferir a un
vaso de SO mL y afiedir 20 mL de al solucion extractora. Agiter por 1S minutes y filtrar a
través de pape! de filtro Whatman No. 42 o equivalente.

En el extracto obtenido, leer directamente los elementos menores Cu, Fe, Mn v Zn en
un espectrofotometro de absorcion atomica. el factor de dilucion (FD) es el siguiente:

Factor de dilucion (FD) = 20 x 1000 = 4
1000 S

ppmCu,Fe,MnyZn = ppmCu, Fe,Mny Znensolucion x 4

Pr i

A partir de soluciones esténderes concentradas, preparadas comercisimente ( 1000
- ppm Cu, Fe, Mn, Zn), se hacen diluciones asi:
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mL de 1000 ppm Yolumen final Concentracion

deCuyln con agua (mL) de Cuy Zn (ppm)
0.0 250 0.0
0.25 500 0.5
0.25 250 1.0
050 250 2.0
1.00 250 4.0

mL de 1000 ppm ~ Yolumen final Concentracion
de Fey Mn con agua (mL) de Fey Mn (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. Determinacién de Boro disponible (B)
11.5.1. Principio

E} método mas conocido para la extraccion de boro es el del agua caliente propuesto por
Berger y Troug ( 3), el cual ha sido bastente estudiado en cuanto a la correlacion que existe

entre 1a cantided que extree del suelo y la que 1a planta absorbe. Sin embargo, existen
inconvenientes para su utilizecién sobre todo en el anélisis de rutina, como 18 necesided de
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utilizer meterisl de vidrio 1ibre de boro, pérdides del elemento por arrastre de vapor y
produccion ds extractos coloreados que interfieren en su determinacion. Teniendo en cuenta
lo anterfor, en los Laboratorios de Suelos del ICA, s esté utilizando el monofosfato de
caicio ( Ca{H2P04)2. H20 ) 0.008M propuesto por Hunter ( 10) para la extraccion del
elemento, el cusl, aunque extree aproximademente le tercera parte del obtenido por el ague
caliente, tiene las siguientes ventajas segin estudios reelizados por el ICA (4).

La extraccién puede hacerse a temperatura smbiente utilizando materisl pléastico. La
contidad extraids correlaciona con lo que s planta absorbe. Los extractos son cristalinos.

Para la determinacion del elemento, en este Manual se describe la utilizacién del
reactivo de color azometina-H que es muy sensible al boro y forma con é1 un complejo
boro-azometina—H de color amartllo el cual es estable por mas de una hora. Este reactivo
puede utilizarce directaments a partir dsl extracto sin necesidad de evaporar o utilizer
tratamiento con &cidos concentrados, lo cuel es neceserio cuendo se trabsje con otros
reactives de color. Para eliminer interferenciss debido al cobre y al aluminio se utilizs
EDTA, y pare hierro, écido tioglicdlico ( 22).

11.5.2. Reactives

- Fosfato monobésico de calcio ( Ca( H2P04)2. H20 ) 0.008M (solucitn extractante).
Pesar 2.03 g de fostato monobésico de ceicio monohidratado. Agregar | mL de écido
acético glacial y llevar a 1 L con agua destilada.
- Buffer
Disolver 10 g de acetato de amonio en 160 mL de agua, agregar SO mL de 4cido acético
(densided 1.05) y 2.68 g de EDTA (sal disddica); a esta mezcls afiedir 2.4 mL de 4cido
tioglicdlico (mercaptoscético), mezclar bien y dejer en reposo una noche. El reectivo
permanece en buenas condiciones ocho dias.
- Azometine-H
Colocar en un balén aforado de 100 mL, 0.9 g de Azometina-H y 2.0 g de écido
ascirbico, completer & volumen con ague desmineralizade destilada; si no se disuelve por
completo celentar ligeramente (filtrar si la solucidn esté turbta). Esta solucién debe
preperarsg ol die que se va a utilizer.
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- Solucion patrén (100 ppm daB)
Pesar 0.572 g de cido bérico (H3B03), completer a un litro con agus. Almacener
on frasco de polietileno.
- Solucidn estanderd (S ppm de B)
diluir 25 mL de la solucidn petrdn en un balén d8 SO0 mL, llever volumen con agua
y almacenar en frasco d polietileno.
- Serie ds esténderes
Pipetesr 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0 y 10 mL de la solucién esténdar (S ppm) en
balones milimétricos ds SO mL y llevar a volumen con la solucién extractants. Esta serie
corresponds 8 0, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.50, y 1.00 ppm ds B. Aimacener en frasco
de polfetileno.

11.5.3. Procedimiente

A 10 g de suelo colocados en un vaso pléstico de SO mL agreger 25 mL de solucion de
fosfato monobésico de calcio 0.008M. Agiter por 10 minutosy filtrer.

Tomar del filtrado y d8 los esténdares alicuotas de 2 mL, agregar 4 mL de solucidn
buffer y 2 mL de &2ometina-H, mezcler bien. Dejar desarroller el color por 40 minutos y
leer en el color imetro 8 430 nm.

Observeciones:

Cuaendo la extraccion se hace con agua caliente, se debe tener en cuenta la relacion
suelo-ague utilizade en la extraccién. Generalmente se utitizen 20 g de sueloy 40 mL de
extractante. La ebullicion se hace por 5 minutos, al cabo de los cuales se filtra y se
datermina 8! boro color imétricamente por 8! método propuesto.

Célculos

B(ppm) = Lx ¥
pm

en donde:
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L - = Lecturaen lacurva.
V = Yolumen de extractante.
pm = Pesode la muestra.

En caso de no disponer del reectivo de color azometina-H, se puede preparar en el
Jaboratorio en la forma siguiente:

Pesar 10 g de la sal sodice del &cido-H (sal monostdica del 8 amino 1 naftol-3,6,
écido disulfénico) en un vaso de precipitado. Agreger SO0 mL de agua. Llever a pH 7 con
NaOH 2.SN. Agreger écido clorhidrico concentrado haste pH 1.S. Calenter (50-700C)
hasta que todo el precipitado se disuelva. Agreger 10 mL de &cido salicilico. Agiter
vigorosamente durante una hora. Dejor en reposo 12 horas. Descartar e! liquido
sobrenadente y colectar el precipitado amarillo de azometina-H en tubos de cenirifuge.
Centrifugar por 10 minutos 8 5,000 rpm. Descarter el sobrenadente después de
centrifugar. Agreger etanol al sedimento y agiter para llevarlo a suspension. Centrifugar
la suspencitn y descarter el sobrenadente. Repetir el tratamiento 3 veces.

Colocar el precipitado en un embudo buchner y retirar el etanol tanto como sea posible
por succion. Secar 1a azometina-H a8 100-10S9C en un horno precalentado pero apagado;
existe peligro de explosion si el horno ests encendido). Guarder el reactivo en frasco
oscuro dentro de un desecador .

11.6. Determinacién de Molibdeno Disponible
11.6.1. Principio

La importancia de evalusr 1a disponibilided de molibdeno ( Mo) en el suelo se basa en 2
factores contrastantes de importancia.

i. La respuesta de su aplicacion para slgunos cultives debido a la deficiencia en el
suglo.

il. Su presencia en suelos que producen plantas téxicas en este elemento, pera
rumiantes epecialments. La determinacion quimica del molibdeno disponible en suelos es
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dificil debido a que para el normal desarrollo de 1a mayoria de los cultivos se necesitan
cantidedes extremadamente pequefias.

El mejor reactivoy el mas utflizado para la extraccion de Mo es el 1lamado reactivo de
Tamm, que consiste en una mezcla de &cido oxalico y oxalato de amonio. Su determinacion
puede ser colorimétrica utilizendo reactivos como el tiocianato de potasio (21) o la
rodemina-B (4). Estos métodos son dispendiosos debido a que es necesario concentrar el
elemento para ser detectado. Tembién puede detectarse por espectrofotometria de absorcion
atomica sin llems utilizando el horno de grafito. Esta técnics fué estenderizade en el
laboratorio de suelos del ICA (Tibaitatd), la cual se compard con 81 método colorimétrico
de la rodemina-B (14). Segin el andlisis estadistico no se encontrd diferencia
significativa en la determinacién del molibdeno utilizando las dos metodologias
mencionadas, siendo mas répide la determinacion de la espectrofotometrfa de absorcion
atomica.

11.6.2. Reactivos

- Oxalato de amonio (solucion de Tamm)
Pesar 24.9 g de oxalato de amonio y 12.605 g de é&cido axdlico en un balon
volumétrico de un litroy llevar a volumen con agua.
~-Curva patron
Solucion de 1000 ppm de Mo: Pesar 1.840 g de paramolibdato de amonio
( (NH4)6 M07024. 4H20 ) en un litro de hidroxido de amonio al 1% v/v.
Solucion de 10 ppm de Mo: Tomer 2.5 mL de 1a solucién de 1000 y llevar a volumen
de 250 mL con solucion de Tamm.
- Solucion de 0.1 ppm de Mo: Tomar 2.5 mL de 1a solucion de 10 ppm de Mo y llevar a
volumen de 250 mL con solucién de Tamm.
De la solucion de 0.1 ppm de Mo tomer alicuotas de O, S, 10, y 25 mL
separadamente y llevar a volumen de 250 mL con solucion de Tamm. La anterior serie
correspondea 0, 0.01, 0.02, 0.04, y 0.05 ppm de Mo.
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11.6.3. precedimionto

Pesar 10 g de suelo seco, molido y tamizado a través de malla de 2 mm, y colocarlos en
un erlenmeyer de 250 mL. Agreger 100 mL de solucion de Tamm, dejar en reposo durente
14 horas. Agiter 2 horas, filtrar a través de papel ds poro fino y desechar los primeres
1SmL.

Tomar con micropipeta alicuotas de 10 microlitros de los esténderes y muestras. Leer
en el horno de grafito ajustando los pardmetros siguientes, de acuerdo con Puentes,
Rodriguez y Lora (14). Pera este esudio fué utilizado el espectrofotometro de absorcion

atémica Perkin Elmer modelo 603 con horno de grafito Perkin Elmer modelo HGA 2,200.

Longitud de onde 314.1 nm
Temperatura de secado 750C
Tiempo de secado 30s
Temperatura de calcinado 4000C
Tiempo de calcinado 30s
Temperatura de atomizado 2,7000C
Tiempo de integracion 3s

0es de purga Argén
Presién de salide del gas de purga 60 PSI
Flujo del gas de purge 40 cc/s
Célculos

Mo(ppm) = Lc x 100
pm

en donde:

Le

Lectura del espectrofotometro de absorcién atdmica en ppm.

pm = Pesode la muestra(10g)
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La concentracion final de Mo en la muestra para ser leide, no debe ser mayor de 0.1
ppm.

Inter ferencias

Segim Puentes, Rodriguezy Lora ( 14), el Mn y el Zn en cantidedes mayores de 30 y
S0 ppm respectivamente, afectan la determinacion de Mo sumentendo la sefial. Esta
interferencia s elimina pasando la muestra por resina de intercambio catiénico.

11.7. Determinacion de Selenio Disponible ( Se)
11.7.1. Principio

El selenio para las plantas disponibles existe en el suelo en forma de selenatos,
selenitos y combinaciones orgénicas, Los reectivos mas utilizados pare extraerio son la sal
disodica del acido etilendiamino tetra-acético (EDTA) en solucion 0.05M y el cloruro de
calcio en solucion 0.0 1M (S).

Por su parte la determinecion del el elemento pusde realizarce por el método
fluorométrico utilizendo el reactivo 3-3-diaminobencidina, o por medio de la
espectrofotometr fa de absorcidn atomica sin lama.

En el laboratorio de suelos de ICA Tibaitatd, se han realizado varios trabsjos
pertenecientes al proyecto sobre la determinacion e inhibicion del selenio disponible del
suslo y se ha concluido de acuerdo con Torres Jimenezy Lora ( 1S) que el sslenio extraido
por el metodo de Williams y thronton (21) es el que mejor correleciona con el absorbido
por la planta. Por otra parte, se estandariz6 la técnica para su determinacion utilizando la
espectrofotometria de absorcion atdmica sin 1lema por medio del horno de grafito ( 12).
Esta metodologia se comparé con el método fluorométrico que utiliza como reectivo 3,3
diaminobencidina.

E1 anélisis estadistico de este trabajo mostro que no habia diferencia significativa en 18
evaluacion significativa del selenio utilizando los dos métodos mencionados, siendo mas
répidey sencilla la determinacion por espectrofotometr fa de absorcion atémica.
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11.7.2. Reectives

- - Sal disodica de écido etilendiaminotetra-acético (EDTA) 0.05M

Pesar 18.612 g de EDTA en un balén volumétrico de un litro y llever a volumen con

agua destilada y desmineralizedo.
- Acido nitrico concentrado
- Solucién de nitrato de niquel ( 10,000 ppm de Ni)

Pesar 4.96 g de nitrato de niquel ( Ni(NO3)2 ) en un balon volumétrico de 10 mL y
llevar a volumen con agua. La anterior solucion es utilizada para estabilizar el selenio
disponible y para inhibir interferencias quimicas y puede ser reemplazade de acuerdo con
Melo, Rodriguez y Lora ( 12), por solucin de permangenato de potasio.

- Solucitn de permanganato de potasio ( 4000 ppm de KMnO4 )

Pesar 0.4 g de KMnO4 en un baldn volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con
agua.

- Curva patron

A partir de une solucion estendsr de 100 ppm de Se preparar estanderes que
contengan 0.001, 0.002, 0.00S, 0.04, 0.05 y 0.1 ppm de Se. Los anteriores
esténdares deben contener 0.8% de acido nitrico concentrado (d:1.40), 1000 ppm de Ni o
=00 ppm de KMnO4.

11.7.3. Procedimiento

Extraccion segin Willismsy Thronton (21). En un erlenmeyer de 250 mL pesar 20 g
de suelo seco, molido y tamizado sobre malla de 2 mm, agregar 100 mL de EDTA 0.0SM.
Agitar en agitador mecénico por 24 hores. Centrifuger 8 2,000 rpm por 20 minutos,
tomar alicuota de SO mL del sobrenadante y colocarla en un vaso de precipitado de 100 mL.
Evaporar 8 950C hasta reducir el volumen a 10 mL. Agreger 1.5 mL de HNO3 concentrado
y 2.5 mL de perdxido de hidrdgeno. Calentar 8 1050C hasta reducir 18 muestra a 10 mL.
Transferir en forma cuantitativa a8 un balon de S0 mL. Agreger SO mbL de HNO3
concentrado, S mL de Ni(NO3)2 de 10,000 ppm o 5 mL de solucion de KMnO4 de 4,000
ppm. Completar a volumen con agua.
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Para la determinacion en el horno de grafito, tomar 20 microlitros de los estandares y
las muestras y leer ajustando los siguientes parsmetros utilizedos para los equipos:
espectrofotometro de sbsorcion stomica Perkin Elmer modelo 603 y horno de grafito
Perkin Elmer modelo HGA 2,200( 12).

Flujo de agua circulante: Aproximedamente 2.5 litros/min

Gas de purge Argin
Longitud de onda 196.2 nm
Presion de salida del gas de purge S0 PSI
Flujo del ges de purge S0 cc/min
Interrupsion del gas de purge 3s
Temperatura de secado 1100C
Tiempo de secado 30s
Temperatura de secado 10000C
Tiempo de calcinado 30s
Temperatura de atom{zado 2,7000C
tiempo de atomizado 10s
Tiempo de integracion 3s

Utilizar rampa de temperatura

Caiculgs

Se(ppm) = Lc x 200
pm

en donde:

Lc = Lecturaen el espectrofotémetro de absorcion atémica en ppm.

pm = Pesode lamuestra.

La concentracion final de Se en la muestra para ser leide debe ser menor de 0.5 ppm.
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Interferencias

Seqgin Melo, Rodriguez y Lora(12), lss siguientes concentraciones afectan la
determinacion de Se: SO ppm de Cay 200 ppm de sulfatos aumentan la sefial; 100 ppm de
cloruros la disminuyen. Para eliminer este efecto debe agregerse a los esténdares la
cantided de iones encontrados en la muestra o paser la misma por resina de intercambio
cationico, cuando el ion de interferencia es el calcio.

Cuidados con el material de vidrio:

Como se trata de un anélisis de tru;as del elemento, deben tenerse en cuenta los
siguientes cuidados con el material de vidrio:

Lavar con mezcla sulfocromica preparada a partir de reactivos grado ana!itico, seguido
de agua fria, agua caliente y etanol. Lavar nuevamente con ague desmineralizada caliente y

luego fria.

' Secar en estufaa 79-800C
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