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Métodos de analisis de elementos en suelos:

disponibilidad y fraccionamiento
Demetrio Gonzilez, Patricia Almendros y José Manuel Alvarez

Resumen: En este trabajo se presenta una revision de los métodos de analisis de elementos metalicos, principalmente de Cu'y de Zn en
suelos agricolas, destacando los mas utilizados. Algunos de los métodos descritos tienen un campo de aplicacion mayor, empleandose
también en andlisis de sedimentos, lodos, residuos sélidos, suelos tratados con residuos, suelos contaminados, etc. Asimismo, se pre-

sentan algunas posibles lineas de desarrollo futuro de estos métodos.
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Abstract: This paper presents a review of methods for analysis of metallic elements, mainly for Cu and Zn, in agricultural soils, high-
lighting those most commonly used. Some of the methods described have a greater scope, and have been used in analysis of sediments,
sludge, sewage sludge, sewage sludge amended soils, polluted soils, etc. It also outlines some possible lines of future development of

these methods.
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Introduccion

La determinacion de metales como el Cuy el Zn en suelos es
interesante tanto desde un punto de vista medioambiental
como agricola. El contenido total de estos metales es basico
para estudiar los cambios producidos en el suelo por contami-
nacion, lixiviacion, captacion por las plantas, practicas agri-
colas, etc. Sin embargo, dicho contenido no informa sobre su
disponibilidad y, por tanto, tampoco sobre si un suelo es defi-
ciente en alguno de ellos para un determinado cultivo. Se han
de plantear analisis que respondan a la necesidad de conocer
la disponibilidad de los metales para los cultivos agricolas vy,
como consecuencia, su potencial deficiencia o toxicidad para
los mismos, por la importancia de la entrada de estos elemen-
tos en la cadena alimentaria.

Los metales en el suelo pueden encontrarse bajo distintas
formas: como ion libre o en forma complejada en la disolu-
cion del suelo, adsorbidos o en forma intercambiable en la
fraccion coloidal del suelo (arcilla, compuestos humicos,
hidréxidos de hierro, manganeso y aluminio) o bien forman-
do parte de minerales secundarios, primarios y complejos
insolubles en la fase solida del suelo.[!: 2]

La cantidad o concentraciéon de un metal en cada una de
estas asociaciones o fracciones se encuentra influida por dis-
tintos factores entre los que estan la cantidad total de metal y
de otros iones en el suelo, el tipo y nimero de lugares de
adsorcion en la fase solida del suelo, el tipo y la concentracion
de los ligandos capaces de formar complejos con los metales
presentes en el suelo, el pH, el potencial redox, la temperatu-
ra, el régimen de humedad, etc. El cambio en uno o varios de
esos factores va a provocar una modificacion en el equilibrio
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entre las distintas fracciones y, por tanto, una transferencia de
metal de unas a otras. Esto produce una variacion en la
disponibilidad de un metal para los cultivos ya que esta
depende principalmente de la cantidad de metal potencial-
mente movil, esto es, soluble en agua o facilmente solubiliza-
ble,[3] asi como de factores asociados a un cultivo concreto y
a la actividad microbiana (micorrizas).[4 51 La biodisponibili-
dad de metales traza presenta una mayor correlacion con la
actividad ionica del metal libre que con su contenido total (o
pseudo-total) en el suelo.[®] Numerosos estudios consideran
que el nivel de metales en la planta no esta influido por la con-
centracion total de Cu'y Zn en el suelo.[”]

Las cantidades de metales en formas disponibles pueden
determinarse mediante la utilizacion de extracciones simples.
Sin embargo un conocimiento de la distribucion del contenido
metalico en cada una de las fracciones proporciona una infor-
macion que permite predecir la evolucion de dicho metal con
la variacion de alguno de los factores que influyen en la dis-
tribucion del metal. Para determinar el metal asociado a cada
fraccion se utilizan los procedimientos denominados de frac-
cionamiento secuencial, que consisten en someter a una
muestra de suelo a extracciones sucesivas con reactivos cada
vez mds agresivos. Mediante este procedimiento se extraen
fracciones particulares o distintas formas quimicas de metales
que posteriormente son cuantificadas. Las fracciones estan
definidas operacionalmente, lo cual significa que se corres-
ponden con las cantidades extraidas con un reactivo concreto y
bajo unas condiciones experimentales perfectamente definidas.[8]

Por otra parte, el grado de contaminaciéon de un suelo
respecto de un determinado metal puede ser estimado me-
diante la determinaciéon de su concentracion y comparacion
con los resultados de andlisis previos (a la contaminacion) o
de andlisis de suelos no contaminados. Sin embargo, suele ser
mas determinante estimar las fracciones de metal soluble,
intercambiable, disponible para las plantas, etc., como indi-
cador directo de los efectos toxicos para el medioambiente.

Técnicas analiticas

Las técnicas espectroscopicas atomicas son las mas amplia-
mente utilizadas en el analisis de metales en los extractos de
los suelos. En concreto son empleadas la Espectroscopia de
Absorcion Atémica de Llama (FAAS), la Espectroscopia de
Absorcion Atomica Electrotérmica con Camara de Grafito
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(GFAAS) y el Plasma de Acoplamiento Inductivo con Detec-
tor Optico (ICP-AES). Los limites de deteccion varian entre
las partes por millon (mg/L) de FAAS y las partes por billon
(ug/L) de GFAAS. Las dos primeras técnicas son unielemen-
tales, siendo la FAAS mas rapida y barata que la GFAAS,
mientras que el ICP-AES permite el andlisis multielemental
pero presenta un coste superior a las dos anteriores. Existen
otras técnicas como el Plasma de Acoplamiento Inductivo con
Detector de Masas (ICP-MS) que presenta el mejor limite de
deteccion, pero es economicamente mas costosa y la Fluores-
cencia de Rayos-X (XRFS) que permite el analisis de mues-
tras solidas sin necesidad de obtener un extracto del suelo.

Muestreo

Obtener una muestra representativa es un problema comun a
todos los procedimientos analiticos. La mayor parte de los
procedimientos de muestreo se basan en tomar un nimero
elevado de pequefias muestras, mezclarlas, homogeneizarlas
y tomar de la mezcla la muestra para el laboratorio. En el
analisis de metales a nivel de trazas, la toma y preparacion de
muestra es fundamental. Las muestras se han de colocar en
bolsas de polietileno con objeto de minimizar su contami-
nacion. Los materiales de todos los utensilios que se utilicen,
tanto en la toma de muestra como en su preparacion y
tratamiento, han de ser seleccionados para evitar la contami-
nacion de la muestra, al menos con aquellos elementos que se
vayan a determinar. En las herramientas de muestreo ha de
evitarse el acero inoxidable, por ejemplo, sustituyéndolo por
acero al carbono, aluminio, polipropileno o PTFE. El secado
de las muestras ha de llevarse a cabo, por ejemplo, extendien-
do las mismas sobre laminas de polietileno colocadas en ban-
dejas de Al a 25 °C o a temperatura ambiente. Para moler las
muestras se utilizard un mortero de agata ya que no aporta
metales pesados, aunque pueda contaminarlas con Ca 'y Mg.
También se ha de tener precaucion con la tinta de los rotu-
ladores empleados para marcar las muestras, puesto que
muchas de ellas contienen metales. Los reactivos que se utili-
cen en el analisis han de ser de una pureza elevada, con unos
bajos contenidos en metales. Para el control de calidad de los
analisis, ademas de la realizacion de blancos con los propios
reactivos empleados, se han de utilizar materiales de referen-
cia cuyos contenidos han sido establecidos por una variedad
de métodos analiticos y de laboratorios independientes.

Determinacion de elementos totales

La determinacion de los contenidos totales de elementos
metalicos de un suelo suele requerir (salvo en el caso de
XRFS) la solubilizacion de dichos metales bien por disolu-
cién acida o bien por fusion de la muestra. Sin embargo,
algunos autores[®] han demostrado que pueden determinarse
muchos elementos en suelos y sedimentos mediante la meto-
dologia GFAAS-suspensiones, sin necesidad de su puesta en
disolucién.

Teniendo en cuenta que la matriz del suelo es compleja y
puede presentar un alto contenido en silice y silicatos, la diso-
lucion total del suelo precisa del uso de HF y de material de
laboratorio de PTFE, polipropileno, polietileno o Pt, que no
son atacados por dicho acido.l'0-12] Los suelos suelen con-
tener también materia organica y sulfuros, por ello junto con
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el HF suelen utilizarse otros acidos oxidantes como el HNO,
y/o HC10,.[13]

El desarrollo de los sistemas de digestion por microondas
estd desplazando a las técnicas convencionales, e incluso el
National Institute of Standards y Technology (NIST)
recomienda el uso de dichos sistemas para el analisis de con-
taminantes en muestras medioambientales.14l La diferencia
principal con los sistemas convencionales es que el aporte de
energia para llevar a cabo el proceso de digestion se realiza
mediante radiacion de microondas, resultando ser una forma
mas rapida y directa. La digestion por microondas en tubo
cerrado presenta como ventajas su rapidez, la utilizacion de
pequenas cantidades de muestra y de reactivos, el evitar en
gran medida la contaminacion de la muestra y la pérdida de
elementos volatiles, una mayor reproducibilidad de los pro-
cedimientos y, una mayor exactitud y precision. Esto permite
la estandarizacion del método.l'5] Como principales inconve-
nientes se pueden indicar que el equipamiento es caro y que
debido a las pequefias cantidades de muestra utilizadas, a
veces las concentraciones de determinados elementos en la
disolucion resultante pueden ser muy bajas.

En algunas ocasiones, para algunos minerales, los proce-
dimientos anteriormente indicados no consiguen la total diso-
lucion de la muestra y se han de emplear métodos de fusion
alcalina. La técnica mas usada utiliza como fundente el
metaborato de litio y como disolvente posterior HNOj;. Este
método fue desarrollado por Ingamellsl1®] y presenta las ven-
tajas de ser mas rapido que los anteriores, disolver la mayor
parte de los minerales, no requerir vasos de presion espe-
ciales, proporcionar disoluciones limpias para su analisis y
minimizar los efectos interferentes. Su principal inconve-
niente es que la disolucion resultante tiene un alto contenido
en sales, lo que empeora los limites de deteccion de las técni-
cas atomicas debido al aumento de la emision de fondo.

A veces, mas que el contenido total de un metal en el suelo,
se determina lo que se denomina "pseudo-total" mediante la
utilizacion de acidos fuertes o agua regia en el proceso de
digestion. Al no utilizar HF, este contenido pseudo-total nor-
malmente no incluye el metal fuertemente asociado a los sili-
catos y representa el contenido maximo de metal potencial-
mente soluble y mdvil, por tanto, el maximo potencial conta-
minante de un metal en un suelo determinado.

El método mas ampliamente adoptado para la determi-
nacion del contenido pseudo-total es el indicado por el
Community Bureau of Reference (BCR, ahora el Standards,
Measurements and Testing Programme) de la Comision
Europea.[l7] El procedimiento consiste en utilizar 3 g de suelo
secado al aire y tamizado a 150 um, afadir 2-3 mL de agua
destilada, 22,5 mL de HC1 6 M y 7,5 mL de HNOj; conc. El
recipiente se deja tapado una noche a temperatura ambiente.
Posteriormente se somete a reflujo durante 2 h, se lava el
refrigerante de 40 cm con 30 mL de agua destilada, se filtra a
través de un filtro de celulosa resistente a los acidos (sin
cenizas, de 0,4—1,1 um de tamafo de poro) previamente lava-
do con HNO;, se lava el filtro con el residuo utilizando una
pequefia cantidad de HNO; y se enrasa el filtrado a 100 mL
en un matraz aforado. Se considera que mediante este pro-
cedimiento se extrae entre el 70 y el 90% del contenido total
de metales como Cu y Zn, entre otros.[!8] Existe también una
norma [SO sobre la extraccion de elementos traza con agua
regia.[19]
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Determinacion de elementos disponibles

Las cantidades disponibles de microelementos como Cuy Zn
en un suelo constituyen una parte de su contenido total. La
fraccion realmente soluble generalmente se considera
biodisponible y diversos reactivos quimicos se utilizan para
su extraccion. La eleccion de los reactivos a menudo se ha
basado tanto en consideraciones empiricas como teoricas, y el
valor de un método es juzgado en funcién del mayor o menor
grado de correlacion entre las cantidades extraidas de
micronutriente y las concentraciones de las plantas o, en
algunas ocasiones, también el rendimiento del cultivo o las
cantidades tomadas por el mismo.[51 Ademas, los resultados
de la extraccion estan influidos por numerosos factores entre
los que podemos citar: ratio suelo/disolucion, tiempo de
extraccion, velocidad y tipo de agitacion, y propiedades del
suelo. De ahi la necesidad de seguir escrupulosamente las
condiciones experimentales indicadas en los métodos de
extraccion del Cu y Zn disponibles ya que, ademds, en
algunos métodos la extraccion se llevan a cabo sin que se
alcance el equilibrio entre el extractante y el suelo.l17. 20]

Teniendo en cuenta estas consideraciones, y buscando que
el método empleado sea rapido y reproducible, numerosas
disoluciones extractantes han sido propuestas a lo largo de los
aflos. Algunos de estos extractantes son: disoluciones de sales
(NaNO; 0,1 M; NH4NO5 1 My CaCl, 0,01 M), 4cidos dilui-
dos (HC1 0,1 My HNO; 0,5 M) y agentes quelantes con sales
y/o acidos diluidos [DTPA-trietanolamina (DTPA-TEA);
DTPA-bicarbonato de amonio (DTPA-AB); Mehlich-3 y
NH,OAc 0,5 M + EDTA 0,02 M pH 4,65], cada uno de los
cuales presenta una capacidad de extraccion diferente, como
puede apreciarse en la Figura 1.
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Figura 1. Concentracion de Zn extraible con DTPA-TEA, DTPA-AB y
Mehlich-3 en un suelo calizo tratado con diferentes fertilizantes de Zn.[21]

La utilizacion de algunos de ellos esta bastante generalizada
en el mundo, siendo el DTPA-TEA el mas universal.[22] Segtn
diversos autores,[23] el test ideal para evaluar la captacion de
microelementos por las plantas es aquel que trata de reproducir
las condiciones de la planta en la rizosfera; por ello, se ha pro-
puesto la utilizacion de extractantes formados por mezclas de
acidos organicos débiles de baja masa molecular.[24]

A continuacion se van a exponer algunos de los principales
métodos de extraccion.

Método del cloruro de calcio

La extraccion de metales pesados de un suelo con una disolu-
cién de CaCl, 0,01 M no tamponada es un método que se uti-

liza tanto para estimar la contaminacion de un suelo como la
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disponibilidad para las plantas de metales traza. Este método
ha sido recomendado en algunos paises europeosl?3] y combi-
na una capacidad de extraccion adecuada con una baja con-
centracion salina en el extracto, lo cual facilita la determi-
nacion de los metales debido a que la matriz en que se
encuentran es menos compleja.[26]

La extraccion se lleva a cabo mediante la agitacion de 10 g
de muestra de suelo con 100 mL de CaCl, 0,01 M, en un agi-

tador de vaivén durante 2 h a 30 rpm y temperatura ambiente.
El extracto se separa por centrifugacion durante 10 min. a
3000 x g seguido de decantacion.

El uso de este extractante es relativamente reciente, aun son
pocos los trabajos que lo han utilizado y, por tanto, es nece-
sario un mayor nimero de ellos para confirmar los buenos
resultados obtenidos hasta ahora. Lock y Jansen[27] obtu-
vieron una buena correlacion entre la concentracion de Cu
extraida con este método y la concentracion del mismo ele-
mento presente en la solucion del suelo. Ademas, la uti-
lizacion de esta extraccion ha proporcionado buenos resulta-
dos en algunos estudios en lo que respecta a la prediccion de
la captacion de Cu por la planta[28—30] sin embargo, segun
Pedersen y col.,[3!] estos resultados no pueden generalizarse a
otros sistemas suelo-planta. Distintos autores[32-33] indicaron
que este extractante puede ser adecuado también para otros
microelementos como Zn, Cd y Ni.

Meétodo DTPA-TEA

El método mas usado para la extraccion de los micronutrien-
tes Fe, Mn, Cu y Zn utiliza el acido dietilentriaminopenta-
acético (DTPA) como agente quelante. Este agente presenta la
combinacién mas favorable de constantes de estabilidad de
los complejos metalicos con los cationes mencionados ante-
riormente. EI método fue publicado por Lindsay y Norvell en
1978,[34] y se desarrolld para la extraccion de micronutrientes
en suelos calizos y/o cercanos a la neutralidad. La extraccion
se realiza a un pH tamponado con trietanolamina, porque el
pH tiene una gran influencia sobre su capacidad de extrac-
cion. La adicion de CaCl, al extractante tiene por objeto mini-

mizar la excesiva disolucion de los carbonatos en los suelos
calizos, lo cual liberaria el Cu y el Zn ocluidos que son de
escasa disponibilidad para las plantas.

La disolucion extractante del método DTPA-TEA consta
de: DTPA 0,005 M, CaCl, 0,01 M, y TEA [(HOCH,CH,);N]

0,1 M a un pH de 7,30 ajustado con HCI. El procedimiento de
extraccion consiste en colocar en un matraz erlenmeyer de
125 mL, 10 g de suelo secado al aire y tamizado a 2 mm. Se
afladen 20 mL de disolucion extractante, se tapa el matraz y
se agita en un agitador horizontal con brazo de 8 cm (2 horas
a 120 rpm). Posteriormente se filtra la suspension por grave-
dad a través de un filtro de papel Whatman n°® 42. Si el filtra-
do es turbio, se ha de volver a filtrar. Una vez obtenido el fil-
trado, puede llevarse a cabo la medida de la concentracion de
micronutrientes, mediante cualquiera de los métodos indica-
dos anteriormente (FAAS, GF-AAS, ICP-AES, etc.).

El método del DTPA es econdémicamente barato, repro-
ducible y facilmente adaptable a las operaciones de rutina.
Este método extrae metales de las fracciones mas labiles del
suelo, y ha sido ampliamente utilizado para determinar la
biodisponibilidad de muchos metales, obteniendo en numero-
sos casos buenas correlaciones entre las concentraciones de
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metales (Cuy Zn entre otros) extraidos con €l y las cantidades
tomadas por la planta.[21,34-38]

En cuanto a los niveles de Cu en suelos, Lindsay y
Norvell34] indicaron que el rango de deficiencia se encuentra
entre 0,26 y 2,6 mg kg'!, dependiendo del pH del suelo.
Jones[391 considera critico el intervalo 0,1 — 0,25 mg kgl, y
Solberg y col.[40] considera que existe deficiencia para con-
centraciones de Cu inferiores a 0,4 mg kg'!, e indican que
también ha de ser considerada la textura del suelo. Para el Zn,
Lindsay and Norvell34] indican que la zona de riesgo elevado
de deficiencia esta situada por debajo de la zona que va de 0,3
mg kglapH 4 a0,7mgkg!apH 8,y lazona de contenidos
satisfactorios se coloca por encima de un nivel que va de 0,5
mg kgl a pH 4 a 1,8 mg kg'! a pH 8. Solberg y col.[40] con-
sideran que la zona de deficiencia estaria por debajo de 0,25
mg kg-! para cereales y semillas oleaginosas, y por debajo de
0,5 mg kg! para maiz y judias.

Meétodo DTPA-AB

El método del acido dietilentriaminopentaacético - bicarbona-
to de amonio (DTPA-AB) fue desarrollado por Soltanpour y
Schabl*!] para la extraccion simultanea de NO5, P, K, Zn, Fe,

y Cu de suelos neutros y calizos. Soltanpour y Workman en
19791421 1o modificaron eliminando la utilizacion del carbén
activado ya que éste adsorbia complejos metal-DTPA.
Posteriormente, este método se ha utilizado para la extraccion
de otros elementos potencialmente toxicos del suelo,
incluyendo Pb, Cd, Ni, Se, As, B, Mo y S.

El extractante DTPA-AB es una combinacion de DTPA
0,005 M y NH4,HCO; 1,0 M (pH inicial de 7,60). En el pro-
ceso de extraccion se colocan 10 g de suelo secado al aire y
tamizado a 2 mm en un matraz erlenmeyer de 250 mL, se
afiaden 20 mL de disolucion extractante y se agita durante 15
min. a 180 rpm en un agitador horizontal de vaivén (los
matraces deben estar destapados). Posteriormente se filtra la
suspension a través de filtros de papel Whatman n® 42.

La excesiva disolucion del CaCOj; (que liberaria el Cu y el
Zn ocluidos y no disponibles para ser absorbidos por las raices
de las plantas) es evitada por la inclusion del HCO;5~ soluble
como (NH,),COj en el extractante. Durante el proceso de agi-
tacion se produce un desprendimiento de CO, lo que aumenta
el pH hasta aproximadamente 8,50. A este pH parte del ion
HCOj5" se transforma en ion CO52 precipitando el Cay a veces
el Mg, por tanto, estos dos elementos no pueden ser determi-
nados por este método. EI NH, " reemplaza a los cationes inter-
cambiables Na, K, Cay Mg asi como a los microelementos del
complejo de cambio del suelo y, por tanto, nos da una medida
de ellos en las fracciones soluble e intercambiable. Las
moléculas de DTPA forman complejos de Cu y Zn solubles en
agua y, por lo tanto, disminuye la actividad de Cu?* y Zn2* en
la solucion del suelo. Como respuesta, el Cu y el Zn se desor-
ben de la superficie del suelo para reponer el Cu?*y Zn?" en la
solucion del suelo. Por ello, nos informa de la disponibilidad o
toxicidad de dichos elementos para las plantas.

Soltanpour y Workmanl42l compararon las cantidades
extraibles, tanto de Cu como de Zn, mediante los métodos
DTPA-TEA y DTPA-AB en 400 suelos agricolas de
Colorado, cercanos a la neutralidad y calizos. Concentracio-
nes de Cu extraible con DTPA-TEA de 0,2 mg kg-! se corres-
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ponden con aproximadamente 0,6 mg kgl extraible con
DTPA-AB, mientras que para el Zn las concentraciones son
0,8 mg kgl y 1,2 mg kg'! para los mismos extractantes,
respectivamente. Otros autoresl2!:43] han obtenido, en diver-
sos estudios de invernadero, correlaciones altamente signi-
ficativas entre las cantidades de Zn extraidas por los métodos
DTPA-TEA y DTPA-AB, siendo siempre mayores las canti-
dades extraidas por este ultimo método (ver Figura 1).
Soltanpour[44! propuso guias para la interpretacion de los
niveles de Cuy Zn extraibles con DTPA-AB para la produc-
cion de los cultivos considerando para el Cu los siguientes
niveles: = 0,2 mg kg'!, bajo; de 0,3 a 0,5 mg kg1, medio y >
0,5 mg kg1, alto. Valores similares han sido indicados por
Jones en 2001.03%1 Para el Zn los niveles indicados son: < 0,9
mg kg1, bajo; de 1,0 a 1,5 mg kg1, medio; > 1,5 mg kg1, alto.

En un cultivo de maiz, Rohman y Cox[45] encontraron una
alta correlacion entre los valores de Zn extraido mediante el
método DTPA-AB y el Zn tomado por las plantas. Otros
autores[46.38] también obtuvieron altos grados de correlacion
entre los mismos pardmetros en un cultivo de judia.

Meétodo Mehlich-3

El método denominado Mehlich-3 fue desarrollado para eva-
luar los niveles de macro- y micro-nutrientes (extraccion mul-
tielemental) en suelos del sureste de USA.[47] La solucion de
extraccion se compone de HOAc 0,2 M, NH,NO; 0,25 M, NH,F
0,015 M, HNO; 0,013 M y EDTA 0,001 M. Basicamente, los
micronutrientes Cu, Zn, Mn y Fe son extraidos por la accion
delion NH,* y del acido etilendiamino-tetraacético (EDTA) que
actua como agente quelante. El fosforo es extraido por reac-
cion con HOAc y el ion F-. Los cationes intercambiables co-
mo K, Ca, Mg y Na son extraidos por la acciéon del NH,NO;
y del HNOs. El EDTA es incluido en lugar del DTPA como
complejante de metales debido a que este ultimo produce
interferencias en la determinacion colorimétrica del P, que
también se puede determinar por este método.

El procedimiento de extraccion es el siguiente: se pesan 3 g
del suelo (tamizado a < 2 mm) en un matraz erlenmeyer de
125 mL, se afiaden 30 mL de la solucion de extraccion
Mehlich-3, y agitan inmediatamente en un agitador rotativo
con un brazo de 4 cm a 200 rpm. Después de un tiempo de
agitacion de 5 minutos, se filtran las suspensiones a través de
papel de filtro Whatman n°® 42, y se determina lo antes posi-
ble la cantidad de Cu y Zn extraible en el filtrado (normal-
mente mediante FAAS o ICP-AES).

Numerosos autores han indicado que las cantidades de Cu
y Zn (entre otros elementos metalicos) extraibles mediante el
método Mehlich-3 presentan una buena correlacion con las
cantidades extraidas por otros métodos como DTPA-TEA y
DTPA-ABI21, 35, 43,47, 48] (Figuras 1 y 2). Los niveles criticos
propuestos por Lindsay y Norvell[34] para el Zn extraible en
suelos con DTPA-TEA que varian entre 0,6 y 1,0 mg kg! se
corresponden aproximadamente con 1,2 y 1,8 mg kg-! extrai-
do con el método Mehlich-3. Para el Cu extraible en suelos
con DTPA-TEA el nivel de 0,4 mg kg! se corresponde con
0,79 mg kg! extraido con el método Mehlich-3.1491 Para el
Zn, se considera que el rango de deficiencia esta entre 1,0 y
1,8 mg Zn kg-1.150]

Segun diversos autores,[51-53] agentes quelantes como el
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DTPA y el EDTA sélo proporcionan una buena correlacion
con la captacion de metal por la planta cuando los estudios se
refieren a uno o dos suelos y una mala correlacion cuando en
los estudios consideran un elevado nimero de suelos.

Métodos que emplean mezclas de dcidos orgdnicos débiles

Son métodos novedosos para la determinacion del Cu 'y Zn
disponibles que simulan las condiciones de la rizosfera. Una
de las disoluciones extractantes mas empleadas consiste en
una mezcla de los acidos acético, lactico, citrico, malico y for-
mico en proporcion 4:2:1:1:1, respectivamente, cuya concen-
tracion total es 10 mM. La extraccion consiste en mezclar 2 g
de suelo humedo procedente de la rizosfera con 20 mL de di-
solucion extractante, agitar durante 16 h en agitador de vaivén
y centrifugar a 3000 x g durante 10 min. Una alicuota de 5 mL
del sobrenadante se diluye a 10 mL con HNO; al 2%, y se

determina la concentraciéon de metales. Feng y col.[24] indica-
ron que este método es mucho mas robusto que otros como
DTPA, EDTA, NaNO; y CaCl, para la prediccion de la bio-
disponibilidad de metales en suelos para cultivos de cereales,
ya que es adecuado para suelos acidos, neutros y cercanos a
la alcalinidad, mientras que los otros solamente son adecua-
dos para determinados tipos de suelos. Este método es el que
extrae menores cantidades de Cu en comparacion con los
métodos DTPA-TEA, DTPA-AB y Mehlich-3 (Figura 2).[54]
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Figura 2. Porcentaje de Cu extraible mediante los métodos: Acidos
Organicos, DTPA-TEA, DTPA-AB y Mehlich-3 en un suelo calizo trata-
do con diferentes fertilizantes de Cu.

Fraccionamiento de elementos en suelos

Numerosos procedimientos de extraccion secuencial han sido
desarrollados en los ultimos 30 afios para determinar frac-
ciones de la fase sélida del suelo. Generalmente se han uti-
lizado de forma sucesiva extractantes con un progresivo
incremento de la capacidad de extraccion.[53] La selectividad
de la mayoria de los extractantes no es bien conocida y por
ello ha sido criticada, razén por la cual las fracciones
obtenidas se consideran operacionalmente definidas. Las téc-
nicas de disolucion parcial utilizan reactivos (extractantes
simples) que son sensibles solamente a uno o varios compo-
nentes en la retencion de metales traza. La principal ventaja
de los procedimientos de extraccion secuencial respecto del
uso de extractantes simples es que se consigue una mejora en
la selectividad por una unién especifica,[30] selectividad que
esta influenciada por factores como: las propiedades quimicas
de los extractantes, los parametros experimentales, la secuen-
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cia de etapas individuales, el tipo de suelo o matriz que
influye en los fendémenos de readsorcion y la heterogeneidad
de las muestras.

Habitualmente los procedimientos de extraccion incluyen
las siguientes fracciones:[8]

- Soluble en agua e intercambiable. Para la extraccion de
esta fraccion se utilizan: agua o sales muy diluidas, disolu-
ciones de sales neutras sin capacidad reguladora de pH
(CaCl, y NaNOy), disoluciones de sales con capacidad re-
guladora de pH (NH,OAc, pH = 7), 0 agentes complejantes
(DTPA, EDTA). La mayoria de los protocolos buscan la
extraccion de la porcion intercambiable de metales uti-
lizando disoluciones de MgCl, o NH,OAc (pH = 7).

- Asociada a carbonatos. La destruccion de los carbonatos
se suele llevar a cabo con HOAc sin regular o regulado con
NaOAc (pH = 5) aunque, en ocasiones, también se propo-
nen agentes complejantes similares a la sal disddica del
EDTA a pHs mas bajos.

- Facilmente reducible, habitualmente se trata de la fraccion
asociada a los 6xidos de Mn. Generalmente los metales aso-
ciados a esta fraccion se extraen utilizando agentes reduc-
tores como el clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH-HCI) a
pH = 2 o la hidroquinona [C4H4(OH),], puros o mezclados
con NH;OAc, HOAc o HNOj; diluido.

- Asociada a 6xidos de hierro y aluminio. La extraccion se
puede llevar a cabo en una sola etapa o en dos, diferencian-
do entre 6xidos amorfos y cristalinos. Para separar los
amorfos se utilizan (NH,),C,0, 0,113-0,2 M / H,C,0,
0,087-0,2 M o NH,OH-HCl 0,25 M + HC1 0,25 M. Y para
los oxidos cristalinos o los 6xidos totales, si se realiza una
unica extraccion, se utilizan (NH,4),C,0, 0,175-0,2 M /
H,C,0, 0,1-0,2 M en ocasiones con 4cido citrico (CgHgO-)
0,1 M.

- Asociada a la materia organica. El procedimiento mas
comun para extraer los metales asociados a esta fraccion
consiste en oxidar la materia organica con H,O, seguido de
una extraccion con NH,OAc. Otros extractantes utilizados
son: H,0,/acido ascoérbico (CqHgO4), HNO; + HCI,
NaClO, Na,P,05 (0,1 M, pH 10).

- Residual. Para extraer el metal que queda en el suelo tras
las etapas anteriores, suele utilizarse una mezcla de acidos
fuertes (HF/HNO3/HCIO,).

Muchos procedimientos de extraccion secuencial han surgi-
do de modificaciones del método propuesto por Tessier y
col.[57] Este método (Tabla 1) ha sido muy utilizado y dife-
rencia cinco fracciones del metal en el suelo: intercambiable,
asociada a carbonatos, asociada a ¢xidos de hierro y man-
ganeso, asociada a materia orgénica y residual.

El método de Tessier ha sido aplicado principalmente a sue-
los,[58, 591 sedimentos[5% 601 y lodos de depuradora.l®l] Sin
embargo, varios autores consideran que no es muy apropiada
para ser utilizada en algunos tipos de suelos agricolas.[62. 63]
Existen otros métodos muy empleados en suelos, como el de
Shumanl®4] y el de Krishnamurti and Naidu,[%5] los cuales
diferencian también entre el Zn y el Cu asociados a los 6xidos
amorfos y cristalinos de Fe que mejoran notablemente el
método de Tessier.[06]
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Tabla 1. Fracciones de metal determinadas y condiciones experimen-
tales de la extraccion secuencial de Tessier [al

Eta Fraccién Reactivo Condiciones
pa extractante experimentales
. 8 mL MgCl, IM
1 Intercambiable ®H=7) 1h,25°C
. 8 mL NaOAc 1M
2 Aﬁ%"‘adf alos | H=5con 5125 °C
carbonatos HOA
. 20 mL
Asociadaa los
. NH,OH+*HC1 0,04
3 ;ﬁdoﬁ dFey | MenHOAC al25 6h.96 <
% plv (pH =2)
Asocladaa la 3 mL HNO30,02
4 materia M/ 5 mL H20; al 2h,85°C
organica 30 % p'v
3 mL HaOq al 30
% piv 3h.85°C
5 mL NH4OAc .
30 L 25°C
3.0M —
5 Residual HE-HCIO4(5:1)

[a] Para 1 g de muestra

Debido a los numerosos métodos de extraccion secuencial,
los resultados procedentes de diferentes laboratorios no son
facilmente comparables. Esto dificulta el establecimiento de
un nivel de contaminacion a escala internacional. El European
Community Bureau of Reference (BCR) de la Comunidad
Europea ha llevado a cabo un programa de armonizacion de
los métodos de extraccion y andlisis de suelos y sedimentos
con un grupo de 35 laboratorios europeos.[®7] El procedi-
miento de extraccion esta representado en la Tabla 2.

Tabla2. Fracciones determinadas v condiciones experimentales de la
extraccion secuencial BCR [b]

Reactivo extractante,
Etapa | Fraccion Fase nominal condiciones
experimentales
Solucién del suelo,
1 cationes
S| intercambiables v
aguayen carbonatos ) constante
acido
Oxohidroxidos de 40 mL NH,;OH+HC1
2 Reducible | hiemroy 05M(@PH=1.75;
manganeso HNO;), 16 h
. Materia organica y 10 mL H:0: 30 %
3 Oxidable ! p/v, +85°C, 1h
sulfuros o .
agitacion ocasional
10 mL H,0,30%
p/v. 1 h digestion + 85
°C. 1 h, reduccion de
volumen a pocos mL
50 mL NH{QAcpH =
2, 16 h agitacién
constante
) . Minerales excepto Agua regia-Método
4| Restdual | Giicatos ISO 11466 (1995)

[b] Para 1 g de muestra, hacer un total y compararlo con la suma de
todas las fracciones

Aunque la extraccion secuencial BCR fue desarrollada para
el analisis de metales pesados en sedimentos, ha sido
estandarizada y se han elaborado materiales de referencia
como sedimentos CRMs BCR 601 y 701, lodos residuales y
suelos calizos como CRMs BCR 483, 484, 600 y 700. Estos
materiales se han utilizado en analisis de suelos calizos,[68]
suelos contaminados.[%9] residuos mineros,[791 lodos de depu-
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radorasl7!1 'y suelos fertilizados con lodos de depuradoras.|72]
Teniendo en cuenta diversos trabajos publicados en los ulti-
mos afios,[%8] esta extraccion no es muy til para determinar
Cuy Zn en suelos. Las principales discrepancias suelen estar
referidas a la fraccion asociada a los dxidos de Mn y Fe [20.73.74]

Considerando que las fracciones estan operacionalmente
definidas, se hace necesario un control estricto de las condi-
ciones experimentales de extraccion para obtener unos con-
tenidos fiables y reproducibles de metales en los extractos de
suelos, sedimentos, etc. En algunos estudios interlaboratorio,
se ha observado que el mayor niimero de errores se debe a la
calibracion del método o de la téenica instrumental més que
al proceso de extraccion.!”!

Uno de los inconvenientes de los métodos de extraccion
secuencial es el tiempo necesario para llevar a cabo una ex-
traccion. Asi por ejemplo, los métodos Tessier y BCR requie-
ren en torno a 18 y 50 horas, respectivamente. Actualmente se
estan utilizando métodos para acelerar los procesos de extrac-
cion mediante la aplicacion de sistemas de ultrasonidosl?51 y
de microondas.[”7] Es necesario conseguir altos grados de co-
rrelacion con los métodos convencionales de extraccion. En
los casos de utilizacion de sistemas de microondas hay que
considerar que el calentamiento originado por la radiacion de
microondas puede producir variaciones significativas en las
cantidades de metal extraidas fundamentalmente de las frac-
ciones mds labiles.

Perspectivas de futuro

La aplicacion, tanto de los métodos de extraccion simple
como de los secuenciales, va a ir aumentando en el futuro
debido a la notable informacion que proporcionan. Esta es
esencial para aumentar el rendimiento y la calidad de las pro-
ducciones agricolas, asi como para el estudio de la contami-
nacion de suelos y la busqueda de soluciones a la misma. Hay
que tener en cuenta que la poblacion del planeta va en aumen-
to, las dreas contaminadas también y la sensibilidad de la
sociedad, en temas medioambientales, cada vez es mayor.

Algunas tendencias respecto de los métodos de extraccion
podrian ser: 1) la preparacion de nuevos materiales de refe-
rencia y la armonizacion tanto de los métodos simples como
de los secuenciales, esto permitiria una mejor comparacién de
los datos obtenidos en distintos estudios y laboratorios, 2) el
aumento de la utilizacion de los métodos de extraccion sim-
ple, por ser mds econdmicos tanto en tiempo como en recur-
sos, 3) el desarrollo de métodos de extraccion a nivel de
microescala, ello redundaria en un menor consumo de reac-
tivos, 4) la aceleracion de los procedimientos de extraccion y
5) la mejora de las formas de interpretacion de los resultados.

Asi por ejemplo, algunos autores!®3.781 proponen la inter-
pretacion de los resultados incluyendo coeficientes de dis-
tribucion entre la concentracion de un metal en determinadas
fracciones y la concentracion del mismo en la solucion del
suelo o la concentracion total en el suelo.
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