LA DETERMINACION DE TRAZAS DE HIERRO
EN LA SOLUCION DEL SUELO
EN UN CULTIVO DE ARROZ BAJO INUNDACION INOCULADO
CON NITRIFICADORES UTILIZANDO UN METODO RADIOISOTOPICO
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RESUMEN

Los autores determinan cuantitativamente trazas de hierro en la solucién de un suelo cultivado con
arroz bajo inundacién, en atencion a las distintas variables de un experimento en invernaculo basado en la
difusién de 02 en el suelo proveniente del sistema radical, la incorporacién de sulfato de amonio, super-
fosfato de calcio y la inoculacién con nitrificadores.

Recurren para ello al analisis por dilucion isotopica y separacion subestequiométrica utilizando 59fe y
determinando cantidades del orden de 10-3 ppm. Dichas cantidades sufren modificaciones significativas
como resultado de las distintas variables consideradas las que pueden dar lugar a la aparicion de distintos
sistemas de potencial de 6xido reduccion.

SUMMARY

Traces of iron in the soil solution of soil in which rice was growing under flooded conditions were
guantitativaly determined, applying the substoichiometric isotopic dilution analysis using59Fe to determi-
ne amounts in the order of 10-3 ppm Fe. This technique was applied to a greenhouse experiment in which
the variables (addition of ammonium sulphate, calcium superphosphate and inoculation with nitrifiers)
were designed to alter the rate of Q2 diffusion in the rhizosphere of the root system.

The amount of Fe in the soil solution was significantly modified by the different treatments and these

changes were related to the appearance of different redox potentials.

INTRODUCCION

Van Raalte (1941) establecié claramente
la existencia de un transporte de oxigeno
desde el tallo a la zona radical dél arroz que
permite a las raices funcionar aerébicamente
en un medio anaerobio y que, al difundirse
también al suelo circundante, determina la
formacion de 6xido férrico alrededor de las
raices, segin se demostr6 posteriormente
(Ponnamperuma, 1955). Esto implica la exis-
tencia de un estado oxidado a nivel rizosféri-
co con el desarrollo de microorganismos
aerobios, lo que puede ser confirmado me-
diante un experimento muy simple, consis-

tente en la transferencia de una plantula de
arroz desde una atmésfera reducida a un me-
dio con agar y agregado de leucoazul de me-
tileno; a las pocas horas, en la zona de la ri-
zosfera se hace bien visible el color azul re-
sultante de la oxidacién del leuco producto
inicial.

Sobre la base de estos antecedentes, Mer-
zari y Broeshart (1968), incorporaron la ino-
culacion con nitrificadores a nivel rizosférico
como nuevo parametro en el estudio de la
fertilizacion nitrogenada del cultivo de arroz
bajo inundacion. Con esta linea de trabajo,
Merzari et al (1975), demostraron que en
esas condiciones las variables inoculadas con
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nitrificadores tenian, a nivel rizosférico, un
potencial redox ubicado dentro del sistema
nitrato-nitrito aumentando el rendimiento
en materia seca. Este Gltimo aspecto, en rela-
cion a la cantidad de hierro soluble y la de-
terminacion cuantitativa de 4acidos grasos
volétiles en la solucién del suelo fue estudia-
do por Merzari y Carpio (1979).

A su vez, Yoshida y Ancajas (1973), de-
mostraron fijacion de nitrdgeno molecular,
con claro efecto rizosférico, en arroz crecien-
do en condiciones de inundacién debida a la
accion de microorganismos aerobios, tales
como el Azotobacter, lo que confirma lo
sostenido por Van Raalte y avala la hip6-
tesis de trabajo de Merzari y Broeshart y
los posteriores trabajos de Merzari y colabo-
radores.

Dentro de este panorama derivado de la
difusion de oxigeno a nivel radical en culti-
vos bajo inundacion, el elemento hierro de
mucha importancia como sustancia nutritiva
para la planta de arroz, es afectado por las
condiciones generadas por la inundacion
dando lugar a la entrada de notables cantida-
des de hierro soluble al estado ferroso. En
este proceso de reduccion intervienen acti-
vamente microorganismos del suelo. Sin em-
bargo, en Ponnamperuma (1955) se hace no-
tar que la difusion de o2 por las raices del
arroz, modifica esta situacién, generalmente
expuesta con sentido muy amplio, produ-
ciendo deposicion de O6xido férrico segun
dos variantes:

a) Raices jovenes, sin deposicién de o6xido
férrico, pues la mayor difusién del 02 hace
que el compuesto oxidado precipite fuera de
la superficie radical.

b) Raices viejas, cuyos tejidos de suberina y
lignina retardan la difusion del oxigeno pro-
duciéndose la precipitacién sobre las raices,
las que adquieren asi un color castafio rojizo
bien caracteristico.

La importancia del hierro como elemento
nutritivo de la planta de arroz, la utilizacién
de la inoculacién con nitrificadores y la prac-
tica de fertilizacién de cultivos en suelos
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inundados, hace necesario estudiar las posi-
bles modificaciones en la cantidad de hierro
existente en la solucion del suelo segun las
distintas variables utilizadas. La bibliografia
consultada sefiala las dificultades analiticas
cuantitativas para dicha determinacion, por
tratarse en todos los casos de trazas, de alli
que se optara por un método analitico por
dilucion isotépica y subestequiometria ensa-
yado s6lo una vez en el pais (Merzari y Car-
pi6, 1971).

El método analitico por dilucién isotopi-
ca fue sugerido independientemente por
Hevesy y Hobbie (1932) y por Starik(1933),
pero su uso generalizado para analisis orga-
nicos e inorganicos data de 1961, afio en el
cual aparecen mas de 150 trabajos, luego de
haberse sugerido modificaciones al método
original (Keston et al., 1949; Mayory Collins,
1951; Alimarin y Bilomovitz, 1960).

A su vez, el principio subestequiométri-
co aplicado a métodos analiticos basados en
la dilucion isotopica, fue motivo de varios
trabajos que llevaban por fin la posibilidad
de determinar trazas de metales en cantida-
des del. orden de 10"10 gramos (Zimakov y
Rozhauski, 1958; Suzuki, 1959; Ruzicka y
Stary, 1961, 1964 ay b). Estos Gltimos au-
tores proponen el analisis por doble dilucion
isotopica y separacion subestequiométrica
aplicando la formula de Landgrebe (Landgre-
beetal., 1964).

El principio subestequiométrico posibi-
lita el aumento de la sensibilidad analitica de
la metodologia por dilucion isotépica dentro
de rangos que permiten la determinacion de
trazas.
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Esta metodologia, tradicional para las de-
terminaciones analiticas por dilucion isoto-
pica directa estd imposibilitada per se para
la deteccidn de trazas, pues la determinacion
de la actividad especifica en la misma requie-



re la separacién de cantidades tales de la sus-

tancia, para que puedan ser determinadas por
pesada o por algiin método fisico-quimico.
En(1I)

y = elemento inactivo a determinar.

ys = radioisOtopo estandar.

Ss = actividad especifica original del radio-
isOtopo estandar.

S = actividad especifica resultante de la
dilucion isotopica.

En esta formula,

as

Si se separan de ambas soluciones iguales
cantidades de peso del elemento a ser deter-
minado (m =ms) su contenido y en la mues-
tra analizada es la resultante de la medicion
de sus actividades.

Reemplazando en (1) Ssy S por sus dos
iguales a

Con este método es utilizable la dilucién
isotopica directa para determinar trazas de
elementos pues siempre se puede medir la ac-
tividad de cantidades muy pequefias de ra-
diois6topos. Ademads, el anlisis no requiere
que el componente a ser determinado deba
ser separado cuantitativamente de la muestra
a analizar, lo cual significa una gran ventaja.
No hay inconveniente en aplicar idéntico
principio en dilucion isotopica indirecta.

Ahora bien, para llevar a cabo un andlisis
de trazas en la forma descripta, es necesario
separar exactamente cantidades iguales del
elemento a ser determinado (m =ms) de las
soluciones muy diluidas que contienen el
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elemento ensayado en distintas cantidades.
Para ello puede utilizarse la extraccion por
solventes o el intercambio iénico, que per-
miten determinaciones por dilucién isoto-
pica de cantidades de metales del orden de
10-10 Qramos.

Se pone énfasis en la teoria del intercam-
bio idnico, que se basa en la utilizacién de
agentes complejantes capaces de formar
complejos cargados negativamente con el idn
a ser determinado. Estos complejos son sepa-
rados a su vez del exceso de i6n metalico por
medio de intercambiadores de cationes.

A veces es importante, para obviar las
reacciones laterales que pueden ocurrir en
una muestra desconocida, utilizar un doble
andlisis subestequiométrico por dilucién iso-
tépica. Para ello se parte de dos pesos diferen-
tes pero conocidos del elemento a ser anali-
zado, los cuales son agregados a alicuotas
iguales de la muestra que contiene un peso X
del elemento junto a un peso Y del mismo
en el trazador radioactivo. Pesos iguales del
elemento se separan de las soluciones resul-
tantes mediante el uso de una cantidad sub-
bestequiométrica de reactivo y las actividades
en cuentas por minuto (cpm) se determinan
como en el analisis simple.

En este caso y cuando Y<<Z1?Z2 se apli-
ca la formula de Landgrebe (Landgrebe etal/.,
1964).

a’y y a’p = actividad' de los pares compa-

rados.
Z, y Zy = cantidades de portadores agre-
gados.
X = cantidad . a determinar en la
muestra.

Y = cantidad del elemento en la so-
lucién radioactiva.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé un suelo de Perkins. provincia
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de Buenos Aires, con las siguientes caracte-
risticas:

pH (1:1): 7,15

Fosforo s/Bray y Kurtz N° 1:3,58mgP/100
g de suelo,

Materia Organica: 3,75%.

Se agreg6 superfosfato de calcio en pro-
porcién de 59,5 mg por kg de suelo lo que
equivale a unos 70 kg de P20 5/ha por haber
utilizado un superfosfato de 47% de P20 5.

En lo que hace al sulfato de amonio, su
incorporacion se hizo a razén de 235 mg/kg
de suelo lo que significa aproximadamente
100 kg de nitrégeno por hectarea.

Las especies de nitrificadores utilizadas se
obtuvieron del mismo suelo mediante culti-
vos de enriquecimiento.

El ensayo, realizado en invernaculo, con-
sistié en las siguientes variables:

1) Testigo (suelo + planta).

2) Suelo + planta + superfosfato.

3) Suelo + planta + superfosfato + nitrifica-
dores.

4) Suelo 4 planta + superfosfato + sulfato
de amonio + nitrificadores.

5) Suelo + planta + superfosfato + sulfato
de amonio.

6) Suelo + planta + sulfato de amonio + ni-
trificadores.

7) Suelo + planta + sulfato de amonio.

Se utilizaron 26 recipientes de vidrio cada
uno con 1 kg de tierra, cubiertos externamen-
te con cartulina negra, donde su ubicaron 10
semillas tratadas segdn la variable a conside-
rar.

Durante el ensayo los recipientes con las
plantas recibieron luz complementaria y fue-
ron rotados diariamente en su ubicacion.

La cosecha de la parte aérea se efectud a
los 32 dias y, al mismo tiempo, de cada una
de las variables se hizo una extraccion de la
solucién del suelo partiendo del suelo satu-
rado. La extraccion se realiz6 mediante una
prensa con membrana, durante 24 horas y a
15 atmosferas. Las muestras asi obtenidas se
colocaron en heladera con el agregado de ti-
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mol para su conservacion y su volumen se re-
lacion6 con el peso del suelo seco al aire.

El andlisis de las muestras de la solucion
del suelo se realizé de acuerdo al siguiente
procedimiento:

a) Se colocaron 5 ml de la solucion extraida
en cada uno de 4 erlenmeyers de 25 ml.

b) Se agreg6 luego, en cada uno de ellos, 1
ml de solucidon de CI3Fe de las diluciones
siguientes: 1 ppm, 10-1 ppm, 10-2 ppm,
10-3 ppm.

c) Se coloco en cada erlenmeyer 1 ml de la
solucién de ClI3 s9Fe.

d) Se dejé en reposo durante 1hora para fa-
cilitar el intercambio isotépico.

e) Luego se agregd 1 ml de EDTA de la si-
guiente forma: 105 M a 1 ppm; 106 M a
10-1 ppm; 10-7 M a 10-2 ppm; 10-7 M a
10-3 ppm.

f) Se acidificé la solucion con HCL diluido
hasta pH 3, gota a gota.

A los fines de permitir la reaccién Fe-
EDTA los recipientes se colocaron en bafio
maria a 50°C durante 30 minutos.

h) Se dejo enfriar la solucién y se transfirio
a columnas de resina de intercambio idnico
(catibnico) DOWEX 50 Wx4, 200400 mesh.
La dimensién de cada columna fue de 10 cm
de largo por 1cm de diametro.

i) Se eluy6 hasta 15 ml mediante lavados re-
petidos con agua destilada.

j) Del eluido se tomaron alicuotas de 2 ml
previa homogeneizacion.

k) Se midi6 la actividad en un espectrometro
de centelleo utilizando un contador de pozo.

1) De cada una de las muestras a analizar se
efectuaron 4 lecturas correspondientes a 1
ppm; 10-1 ppm; 10-2 ppm Yy 10-3 ppm y se
compararon de a pares aplicando la formula
de Landgrebe.

Es importante destacar que la resina de
intercambio utilizada para el llenado de las
columnas fue previamente tratada en repeti-
das ocasiones con HCI 6M a fin de extraerle
todo vestigio de hierro, lavandose finalmente
muy cuidadosamente con agua desminerali-
zada hasta total eliminacion de cloruros. Con



la resina en condiciones de uso se procedié a
llenar las columnas respectivas hasta 1 cm de
su extremo superior las que luego de utilizar-
se se reactivaron con HC1 3M

Tratdndose de la determinacién de canti-
dades muy pequefias, se debe insistir sobre la
calidad de las drogas y el agua a utilizar co-
mo asimismo sobre la necesidad de una co-
rrecta limpieza del material de vidrio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados analiticos obtenidos pue-
den apreciarse en el Cuadro 1y el andlisis
estadistico realizado permite concluir:

1. Existen diferencias significativas entre la
variable 1 (Testigo) y todas las restantes.

2. De las restantes todas difieren significati-
vamente, salvo las variables 2 y 3.

El exudado de oxigeno molecular por las
raices del arroz permitio la utilizacion de va-
riables que implican la inoculacién con nitri-
ficadores. Procesos de este tipo, que generan
energia a través de la oxidacion del amonia-
coy los nitritos pueden:

a) Ser la etapa previa de un proceso reducti-
VO posterior.

b) Posibilitar una disminucién del pH si no
existiesen suficientes iones Ca++ para su
neutralizacion.

¢) Inhibir el proceso reductivo por la forma-
cion de nitratos.
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En este experimento, los resultados co-
rrespondientes a las variables 1 2y 3 pueden
explicarse por una paulatina disminucién del
potencial redox regulada por la excrecién de
02 por el sistema radical. La no diferencia
significativa entre 2 y 3 surge claramente del
no agregado de sulfato de amonio que actia
como fuente energética de los nitrificadores.
Las variables 4 y 5, donde se ha incorporado
superfosfato de calcio y sulfato de amonio,
con y sin inoculacién de nitrificadores, dan
lugar a la determinacion de las mayores can-
tidades de hiérro soluble, lo que puede justi-
ficarse en virtud de:

1) Consumo del 02 excretado a través del

sistema radical por las bacterias de la nitri-

ficacion, inoculadas o preexistentes en el

suelo.

2) Inmediato consumo del NOs- producido

en el proceso anterior por la planta de arroz.
3) Creacion por lo tanto, de condiciones de
reduccién que facilitan la formacion de hie-
rro soluble.

En cuanto a las variables 6 y 7, donde se
ha incorporado sulfato de amonio con y sin
inoculacion de nitrificadores, los datos con-
signados en el Cuadro 1 son cuantitativamen-
te menores y los mismos podrian explicarse
en virtud de:

1) Incorporacién del iébn SO4-- suelo a tra-
vés del sulfato de amonio.

2) No incorporaciéon de iones Ca++al no
agregarse superfosfato de calcio.

CUADRO 1: Resultados obtenidos en la determinacién de trazas de Fe en la solucién de un cultivo de

arroz bajo inundacion (en ug/g de suelo).

Muestra | ]
1 1,07.10-3 1,16 .
2 1,60 . 10-3 1,55 .
3 1,75 . 10-3 1,62 .
4 2,54 . 10-3 2,61 .
5 3,56 . 10-3 3,84 .
6 0,70 . 10-3 0,67 .
7 0,35.10-3 0,33 .

REPETICIONES

10-3
103
10-3
10-3
10-3
10-3
10-3

i v
1,52. 10-3 1,56 . 10-3
1,60 . 10-3 1,67 . 10-3
2,62 .10-3 2,56 . 10-3
3,60 . 10-3 3,74 . 10-3
0,70 . 10-3 0,70 . 10-3
0,35 . 10-3 0,36 . 10-3
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3) Consumo de O2 como resultado de la ac-
cién de los nitrificadores y reduccion del ion

S04 a S” con precipitacion del Fe como

SFe.

CONCLUSIONES

1) El método utilizado se demuestra conve-
niente para la determinacion de trazas de
hierro en la solucion del suelo de un cultivo
de arroz bajo inundacién.

2) Las determinaciones cuantitativas realiza-
das dieron resultados del orden de 10-3 ppm
y dentro de los mismos es posible detectar
diferencias significativas entre las variables.
3) En presencia de superfosfato de calcio, la
incorporacion de sulfato de amonio y la ino-
culacién con nitrificadores o la accién de los
propios nitrificadores existentes en el suelo
utilizado, generan las condiciones donde se
obtienen los maximos valores de hierro
soluble.
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