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RESUMEN

Los micronutrientes son aquellos elementos que, si bien son requeridos en muy bajas concentraciones por el
vegetal, son indispensables para el normal funcionamiento metabdlico de la planta. Entre ellos estan el zinc
(Zn), cobre (Cu), hierro (Fe) y manganeso (Mn). La etapa de extraccion de elementos a partir de la matriz del
suelo para su posterior cuantificacidon es una etapa critica en cuanto a requerimientos de tiempo y personal
en los laboratorios. Aun asi, en el mercado practicamente no existen equipos de laboratorio que se adecuen
a las necesidades y caracteristicas de los ensayos para la evaluacion de suelos. En un trabajo previo se de-
sarrollé un prototipo para la extraccion de bases intercambiables y capacidad de intercambio catiénico para
24 muestras de suelo en simultaneo, que resultod agilizar la dinamica del trabajo de extraccion y ser eficiente
en el uso del tiempo en el laboratorio. El objetivo del trabajo actual fue evaluar la aptitud de dicho prototipo
para la extraccién de Zn, Cu, Fe y Mn de suelo con solucién de acido dietilentriaminopentaacético y trieta-
nolamina (DTPA-TEA). Se utilizd una muestra de referencia interna para la optimizacion del prototipo para
la extraccion de micronutrientes y 7 muestras de suelo para el estudio de validaciéon, que incluyd veracidad
y precision. Los resultados de exactitud se analizaron frente al método convencional de agitacion, centrifu-
gacion y filtracidn. A partir de los resultados se determind que la extraccion mas eficiente se logra utilizando
dos alicuotas de 10 mL de extractante en 2 h. Se concluyé que el prototipo es una alternativa exacta para la
extraccion de Cu en muestras de suelo con DTPA-TEA y podria reemplazar al método convencional. Aunque
es necesario ampliar el nimero de muestras analizadas para sacar conclusiones definitivas respecto de su
aptitud para el analisis de Zn, Fe y Mn.
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INTRODUCCION

El desafio mas importante, para ecologistas y productores agropecuarios, es mantener el nivel de nutrientes
y mejorar la fertilidad (quimica, fisica y bioldgica) de los suelos para incrementar la produccion agricola; es
decir para que los vegetales puedan expresar su maxima capacidad genética productiva (Hatch et al., 2002).
Las plantas requieren diferentes nutrientes para poder desarrollar sus actividades metabdlicas y permitir
su crecimiento, los cuales extraen de la solucién del suelo por absorcion radicular. Los micronutrientes son
aquellos elementos que, si bien son requeridos en muy bajas concentraciones por el vegetal, son indispensa-
bles para el normal funcionamiento metabdlico de la planta. Entre ellos estan el zinc (Zn), cobre (Cu), hierro
(Fe) y manganeso (Mn), que se encuentran en el suelo en diferentes formas quimicas, tales como minerales
solubles en agua, adsorbidos, quelatados, formando agregados, o bien formando parte estructural de mine-
rales primarios y secundarios (Sparks, 1996).

Existen diferentes extractantes que permiten tener una idea aproximada del perfil elemental biodisponible en
suelos. Los extractantes son soluciones acidas, basicas y/o sales que actuan facilitando la solubilidad de un
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nutriente contenido en el suelo, o bien, reemplazandolo en el complejo de intercambio del suelo y facilitando
su disponibilidad en la solucién (Alvarez, 2010). Los agentes quelatantes como el acido etilediaminotetraa-
cético (EDTA) y el 4cido dietilentriaminopentaacético (DTPA), son efectivos para extraer los micronutrientes,
por lo que se han incluido en extractantes de tipo universal como el EDTA que forma parte de la solucion
Mehlich 3, o del DTPA utilizado para la extraccidon de micronutrientes (Sparks, 1996). Este ultimo es el ex-
tractante mas empleado a nivel nacional en planteos de fertilizacién de alta tecnologia (Barbieri et al., 2017
Gannini-Kurina et al., 2021).

El procedimiento de extraccion de los nutrientes del suelo, para su posterior cuantificacion, involucra usual-
mente una etapa de agitacion, centrifugacion y/o filtracion. O bien se utiliza el método de percolacién, ha-
ciendo que el extractante pase a través de una masa conocida de suelo (Ciesielski & Sterckeman, 1997).
Algunos sistemas de extraccion semiautomaticos que funcionan por percolacion se han propuesto a nivel
nacional (Richter et al., 1982; Kloster et al., 2019) e internacional (Mulvaney et al., 2004; Pansu & Gautheyrou,
2006) para la extraccion de bases intercambiables, capacidad de intercambio catidnico y formas de nitrége-
no mineral en suelos (Nunes & Mulvaney, 2021). En todos ellos es imprescindible determinar la influencia de
parametros relacionados a la extraccion, tales como tamafio de muestra, volumen de extractante, nimero
de etapas y tiempo de extraccion, los cuales afectan directamente la exactitud (veracidad y precision) de las
medidas. A su vez, el laboratorio suele seleccionar el método a utilizar de acuerdo a consideraciones practi-
cas, tales como tiempo, laboriosidad y costo para su ejecucion. En un trabajo previo Kloster et al. (2019) de-
sarrollaron un prototipo de extraccién de bases intercambiables y capacidad de intercambio catiénico para
24 muestras de suelo en simultaneo que resulté agilizar la dinamica del trabajo de extraccion y ser eficiente
en el uso del tiempo en el laboratorio. El objetivo del trabajo actual fue evaluar la aptitud de dicho prototipo
para la extraccion de Zn, Cu, Fe y Mn de suelo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo y extraccién de micronutrientes

Se tomaron 7 muestras de suelo del horizonte superficial (20 cm) de la regién este de La Pampa las cuales
se secaron al aire y se tamizaron a 2 mm, para su uso en los ensayos de validacion del prototipo. Ademas, se
uso6 una muestra de referencia interna para los ensayos de optimizacién del prototipo. La Tabla 1 muestra la
caracterizacion fisicoquimica de las muestras.

Tabla 1. Caracterizacién fisicoquimica de las muestras de suelo. Los valores en paréntesis indican el minimo y maximo de
cada parametro.

Fésforo Materia Organica pH 1:2,5 ArcillatLimo
mg Kg”' (%) (%)
26,6 1,9 6,7 37
(4,5-50,2) (1,4-2,9) (6,4-7,0) (18-56)

La extraccion de micronutrientes se realizé con solucién DTPA-TEA, preparada a partir de 15 mL de trietano-
lamina (TEA), 1,5 g de 4cido dietilentriaminopentacético y 1,47 g de cloruro de calcio dihidratado, ajustando
el pH a 7,3 y llevando a volumen de 1 L con agua destilada. Se utilizé el método convencional, que involucra
agitacion, centrifugacion y filtracion, como método de referencia para la extraccion, la cual se realizé a partir
de 10 g de suelo y 20 mL de solucion de extraccion. Se agitd en agitador vaivén a 120 golpes por minuto
durante 2 h, se centrifugd la suspension y se filtré con papel de filtro tipo banda azul (JP42) para la obtencién
de un extracto limpido destinado a la cuantificacién de microelementos.

Prototipo de equipo para la extraccién: optimizacion de variables y validacion

El prototipo se muestra en la Figura 1 (Kloster et al., 2019). Es una cuba rectangular de acrilico con una tapa
perforada con 24 posiciones de manera que se pueden analizar esta cantidad de muestras de suelo en si-
multaneo o solo trabajar con las posiciones necesarias. Sobre la tapa, en cada perforacién se colocan las je-
ringas en las cuales se realiza la extraccion de los elementos del suelo utilizando una solucién de extraccion,
mediante percolacion. Estas jeringas se preparan previo a su uso con un sistema de filtro que consiste en
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pieza de plastico + filtro de papel tipo banda azul + pieza de plastico. En el interior de la cuba hay una gradilla
con 24 posiciones para tubos de 50 mL sobre los cuales se recoge la solucién procedente de la extraccion y
una salida de flujo para conectar a una bomba de vacio. Ademas, entre la tapa y la cuba se ubica una banda
de goma para garantizar la efectividad del vacio.

La optimizacidn de la extraccion con el prototipo se realizé con la misma relacidn suelo:solucion que el méto-
do convencional, pero modificando dos variables: alicuota de solucién de extraccion y tiempo de extraccion.
La alicuota de solucidn de extraccion consistio en afiadir el volumen total de solucion (20 mL) al comienzo de
la etapa de extraccion, o en dos alicuotas de 10 mL, con intervalo de 1 h entre ambas. El tiempo de extraccion
se evalué en 2 h, que es el tiempo propuesto en la literatura para el método convencional o 1 h, para estudiar
la posibilidad de disminuir el tiempo involucrado en la etapa de extraccion. Al finalizar el tiempo de extraccion
se aplicé vacio para obtener el maximo volumen de extracto.

Una vez optimizadas las variables de operacién del prototipo se validé su aptitud determinando exactitud, es
decir la veracidad y precision. La veracidad se obtuvo por comparacion de los resultados con el método de
extraccion convencional. Mientras que la precisidn se evalué a partir de la repetibilidad (en la misma tanda de
extraccion) y de la precision intermedia (en diferente tanda de extraccion / dia). Todos los ensayos de opti-
mizacion se realizaron por sextuplicado, mientras que los ensayos de validacién se realizaron por triplicado.
Los analisis estadisticos se realizaron con el software Microsoft Office Excel 2007 e INFOSTAT (Di Rienzo et
al., 2015). Diferencias significativas entre métodos de extraccion se analizaron por comparacion de medias
aplicando un test t a 95 % de nivel de confianza. La precision se evalud a partir del coeficiente de variacion
(CV) definiendo un limite maximo de 15 % para la admisién del método, de acuerdo al CV obtenido en el mé-
todo de extraccién convencional.
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Figura 1. Esquema del prototipo para realizar la extraccion de Cu, Fe, Mn 'y Zn e imagen amplificada del sistema de filtro de las jeringas
(Kloster et al.,, 2019).

Cuantificacion

La cuantificacion de Zn, Cu, Fe y Mn en los extractos de suelo se realizé mediante espectrometria de ab-
sorcién atémica, con un equipo PinAAcle 900H (Perkin Elmer), equipado con software Winlab, con el cual
se analizaron los elementos en modo absorciéon con multildmpara de catodo hueco. Para ello se realizaron
previamente las curvas de calibracion, empleando soluciones estandar certificadas Certipure (Merck) 1000
mg L7, con 6 concentraciones de cada elemento, en tres réplicas independientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los resultados de optimizacién del prototipo para las variables nimero de alicuotas
y tiempo de extraccion utilizando la muestra de referencia interna. Se observa que la extraccién mas eficiente
de los 4 elementos de interés se obtiene al realizar el procedimiento con dos alicuotas de 10 mL de solucién
de extraccion, un intervalo de 1 h entre cada adicién de solucién (tiempo de extraccion total 2 h) y aplicacion
de vacio al finalizar el tiempo de extraccion. Esto se corresponde con los ensayos de laboratorio, donde se
observo que la solucion filtra rapidamente una vez que se agrega a la jeringa, disminuyendo los procesos de
intercambio de iones que dependen del tiempo de contacto entre el suelo y la solucién, lo que explicaria la
menor extraccion de los elementos en la solucion.

Tabla 2. Resultados de andlisis para Cu, Fe, Mn y Zn en el estudio de optimizacion de la cuba de extraccion relativo a las variables alicuo-
ta de solucién de extraccion y tiempo de extraccion.

Variable Cu Fe Mn Zn
N° alicuotas Tiempo de extraccion (h) (mg Kg™)
1 2 0,53 6,5 37,2 1,17
1 1 0,45 5,0 29,6 1,03
2 2 1,07 18,9 43,6 1,97

Una vez optimizado el funcionamiento de la cuba de extracciéon con la muestra de referencia interna, se
procedié a validar su funcionamiento determinando la veracidad y la precisién. Los resultados de veracidad
por comparacién de métodos de extraccion se muestran en la Figura 2. En lineas generales la extraccion
mediante los dos métodos para los 4 elementos estuvo dentro del mismo orden de magnitud. El test esta-
distico t para muestras apareadas arroj6é que la concentracion de Cu determinada por ambos métodos de
extraccion no presenta valores significativamente diferentes (p<0,05). Mientras que las concentraciones de
Zn, Fe y Mn obtenidos por ambos métodos de extraccion difieren significativamente. Al observar los desvios
de las réplicas para cada muestra, tanto para el analisis de Zn, como para Fe y Mn, no se observan diferencias
significativas entre los resultados en todas las muestras.
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Figura 2. Concentracion de Zn, Cu, Fe y Mn en las muestras de suelo (denominadas 1 a 7) obtenidas con el método convencional (serie
color blanco) y con el prototipo (serie color gris). Las barras indican el desvio estandar.

Los resultados del estudio de repetibilidad y precisién intermedia mostraron que el prototipo es preciso para
la extraccion de Cuy Zn (CV < 15 %). Aunque mostrd mayor variabilidad entre dias para la extraccion de Fe 'y
Mn (CV > 15 %).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados exploratorios sobre el funcionamiento del prototipo, se concluye que el mismo es
una alternativa exacta para la extraccién de Cu en muestras de suelo con DTPA-TEA y podria reemplazar al
método convencional. Es necesario ampliar el nUmero de muestras analizadas para sacar conclusiones de-
finitivas respecto de la aptitud del prototipo para el analisis de Zn, Fe y Mn.
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