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1. Introducción 

En mercado español podemos encontrar productos con quelatos o complejos en su 

formulación que son empleados como correctores de carencias de micronutrientes y Ca. 

Los complejos, se presentan como una alternativa biodegradable al igual al nuevo agente 

quelante IDHA, que ha sido recientemente propuesto para su uso en agricultura. En la 

legislación tanto española como europea, se establece como se forman los quelatos y 

complejos y sus usos.  

 En esta introducción, nos proponemos hacer una revisión de lo que de ellos 

conocemos. 

 

1.1. Tratamiento de las deficiencias de micronutrientes y Ca. 

Cuando un cultivo se desarrolla en condiciones de suelos calizos se favorece la 

deficiencia de nutrientes como el Fe, Zn y Mn y este bajo aporte para la planta hace que 

disminuya la producción de fotosintatos (Miller y col., 1984) y de proteínas (Srivastava y 

Gupta, 1996) necesarios para el crecimiento y desarrollo de la misma, implicando una 

merma de la producción.  

En cuanto a la deficiencia de Ca en ocasiones es causada por una mala distribución 

de este elemento en planta, debido a que se mueve principalmente por la corriente de 

transpiración (Marschner, 1995). Su incremento en el suelo puede no ser eficaz, ya que la 

deficiencia puede incluso ocurrir en suelos calizos.  

En la agricultura española, las deficiencias de Ca y micronutrientes pueden ser 

tratadas empleando sales, quelatos sintéticos o complejos. El uso de quelatos derivados 

de los ácidos poliaminocarboxílicos es la práctica más común y eficaz para paliar la 

clorosis férrica y las deficiencias de otros micronutrientes (Álvarez-Fernández y col., 

2005), pero su elevado coste hace que sólo se empleen en cultivos de alto valor añadido. 

En España se estima que el gasto sólo en tratamientos de hierro alcanza cada año cifras 

superiores a 45 millones de euros (Hernández-Apaolaza y col, 1997). En la cuenca del 

Ebro se ha estimado en 12 millones de euros al año el gasto que suponen los tratamientos 

correctores de la clorosis férrica (Sanz y col. 1992). Nos encontramos por tanto con un 
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1. Introducción 

serio problema, ya que muchos cultivos de la zona mediterránea requieren del uso de 

quelatos, pero el elevado precio de éstos hace que se esté dejando sin tratamiento o con 

tratamientos poco efectivos a gran cantidad de plantaciones. Por el contrario, los 

complejos que son productos de menor coste, son empleados en un gran número de 

cultivos a pesar de su menor eficacia. 

Como consecuencia de la gran demanda de soluciones para corregir deficiencias 

de micronutrientes y Ca, se han planteado nuevas vías que atiendan además la necesidad 

de una agricultura respetuosa con el medio ambiente. Cada vez es más importante la 

presencia de los agentes complejantes basados en sustancias que, por lo general, son 

subproductos de otras industrias, de manera que por un lado proporcionan productos 

biodegradables para su uso en agricultura y por otro se reduce el problema de 

tratamiento de residuos. 

Siguiendo con la línea de productos biodegradables, recientemente se ha 

propuesto el uso de un nuevo agente quelante, el IDHA (ácido n-(1,2-dicarboxietil)-D,L-

aspártico), también conocido como ácido imidodisuccínico. Aunque se han realizado 

estudios de su eficacia en aplicaciones foliares (Fernández y col., 2006 y Schlegel y col., 

2006), su comportamiento en otras condiciones agronómicas no han sido evaluadas. 

En esta introducción trataremos de hacer una breve descripción de los aspectos 

que se deben tener en cuenta a la hora de estudiar las características químicas y el 

comportamiento en distintas condiciones agronómicas de los agentes complejantes y del 

agente quelante IDHA. 

 

1.2. Agentes complejantes en agricultura 

Los agentes complejantes normalmente empleados como correctores de carencias 

de micronutrientes y Ca son los lignosulfonatos, aminoácidos, ácidos orgánicos, gluconatos 

y humatos.  
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1. Introducción 

1.2.1. Procedencia y características de los agentes complejantes 

Los lignosulfonatos son subproductos de la industria papelera y los gluconatos se 

obtienen de la oxidación enzimática (glucosa oxidasa y catalasa) de la glucosa (Lantero y 

Shetty, 2005). Los extractos de aminoácidos son principalmente obtenidos de la 

hidrólisis parcial o total de polipéptidos procedentes de residuos animales y los ácidos 

orgánicos (fenólico, acético y ácidos carboxílicos) provienen de distintas fuentes. A 

continuación se hace un breve resumen de las características de los distintos productos. 

 

1.2.1.1. Lignosulfonatos 

La madera está constituida por celulosa, hemicelulosas, ligninas y cantidades 

menores de otras sustancias que se engloban bajo el nombre genérico de componentes 

minoritarios. 

La lignina es definida como un sistema termoplástico, de polímeros altamente 

aromáticos que se puede dividir en tres tipos de monómeros básicos procedentes de: 1) 

de maderas blandas, 2) de maderas duras y 3) de césped, bambú y palma. Muchos de los C 

están unidos a radicales OH, en los cuales, el comportamiento del H es el mismo que en 

los grupos carboxílicos de los ácidos orgánicos. Un ejemplo de la unión entre monómeros 

en la lignina procedente de maderas blandas se ve en la figura 1.1. 

 En las plantas leñosas, durante el crecimiento, los carbohidratos son sintetizados 

primero y la formación de la lignina comienza después, de manera que los espacios 

existentes entre las fibras de celulosa se rellenan gradualmente de carbohidratos 

lignificados. Este proceso, denominado lignificación, tiene las siguientes funciones: 

cementa y une las fibras entre sí, aumenta la resistencia de las fibras frente a la rotura 

física y química y aumenta la rigidez y la fuerza de las paredes celulares. 

Se piensa que tras la lignificación, el tejido lignificado no juega un papel activo en 

la vida de las plantas, sino que sirve como estructura de soporte. Las partes de las 
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1. Introducción 

plantas que no están lignificadas contienen mayor humedad, son blandas y se rompen más 

fácilmente. 

La mayor parte de la lignina se encuentra en la pared celular secundaria asociada 

a la celulosa y a la hemicelulosa. El contenido de lignina aumenta con la edad de la planta y 

una gran parte se encuentra en el tejido vascular, probablemente con la intención de 

endurecerlos y darles mayor resistencia al agua. 

 La lignina es insoluble en agua y en muchos disolventes orgánicos y posee una 

elevada resistencia a la descomposición microbiana que la hace acumularse en el suelo. Se 

cree que, dependiendo de las condiciones, puede resultar en la formación de la turba que 

a su vez puede convertirse en lignita, carbón y depósitos de petróleo. 
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Figura 1.1. Hipótesis de la estructura simplificada de la lignina procedente de maderas 
blandas y formada por la unión de monómeros de alcohol coniferílico (Tan, 1993). 
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1. Introducción 

madera en fibras moliendo y refinando y con los que se obtienen elevados rendimientos, 

pero que demandan mucha energía, 2) tratamientos  químicos de la madera, por los cuales 

la lignina, hemicelulosas y componentes minoritarios son disueltos para obtener fibras 

libres, dejando poco alterada la celulosa. Con este propósito, dos métodos son 

normalmente empleados: proceso al sulfito y proceso al sulfato o proceso Kraft. 

× Proceso al sulfito: se emplea bisulfito sódico para promover la separación de la 

lignina de las fibras celulósicas. La acción del bisulfito sobre la lignina produce la 

sulfonación de las moléculas de lignina, generando ácidos lignosulfónicos más hidrofílicos. 

La efectividad de la deslignificación durante este procedimiento se debe las reacciones 

de hidrólisis y sulfonación. Esto hace que la lignina sea más hidrofílica al haberse 

introducido grupos sulfónicos en su estructura y la posterior rotura hace que se generen 

enlaces éteres dando lugar a nuevos grupos fenólicos. Además surgen moléculas de menor 

tamaño molecular. Este procedimiento es importante en la fabricación de derivados de 

celulosa como la viscosa. 

× Proceso Kraft: actualmente es el más empleado para producir pasta sin blanquear 

ya que es que permite emplear cualquier tipo de madera, incluso con alto contenido en 

resina. La pasta kraft tiene como característica más destacada su gran resistencia 

mecánica, que la hace adecuada en papeles para envoltorios y embalajes. Esta 

característica, junto con el hecho de poder recuperar los reactivos químicos de la 

cocción, son grandes ventajas, que como contrapartida, produce una pasta más oscura que 

las pastas al sulfito y por tanto su blanqueo es más difícil y costoso. Las astillas de la 

madera son tratadas a 150-170ºC en una disolución con hidróxido sódico y con sulfuro 

sódico como agentes deslignificantes. Durante este procedimiento la fracción no 

celulósica de la madera se disuelve en la lejía como sales sódicas de los productos de 

degradación de lignina y hemicelulosas, como los lignosulfonatos sódicos. Las unidades 

estructurales de la lignina se unen entre sí por enlaces C-C y enlaces éter. Por ser esos 

últimos más débiles, la fragmentación producida durante la cocción se debe casi 

exclusivamente a la ruptura de estos enlaces. Los iones bisulfuro e hidroxilo rompen los 

enlaces y producen la liberación de un grupo fenólico, la combinación de estos dos efectos 
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1. Introducción 

(fragmentación y liberación de grupos fenólicos) hace más hidrófila la lignina, que se 

queda disuelta en la lejía como fenolatos sódicos. 

 

Tabla 1.1. Composición típica de la materia orgánica de una lejía negra kraft de pino 
(Kringstad y Lundstrm, 1984) 

 

 
Componente 

Contenido  

(% respecto sólido seco) 

Composición  

(% de hidroxiácidos) 

Lignina 47  

Hidroxiácidos 28  

Láctico  15 

2-hidroxibutanoico  5 

2,5-dihidroxipentanoico  4 

Xiloisosacarínico  5 

α-glucoisosacarínico  15 

β- glucoisosacarínico  36 

Otros  20 

Ácido fórmico 7  

Ácido acético 4  

Extractos 5  

Otros compuestos 9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el ciclo de cocción Kraft, la incineración de la materia orgánica disuelta en las 

lejías se emplea para producir energía y eliminar un residuo altamente contaminante. En 

la tabla 1.1. se indica la composición típica de este material residual. Además puede variar 

en función de la composición de las cortezas. Una corteza típica posee contenidos 

elevados, entre el 20 y 40%, de compuestos solubles formados por 1) la fracción lipofílica, 

extraíble en disolventes no polares y consistente en grasas, terpenos, terpenoides y 
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1. Introducción 

alcoholes y 2) por la fracción hidrofílica, soluble en agua o en solventes orgánicos polares 

formada por compuestos de tipo fenólico.  

También existen casos en los que se recupera los sólidos de las lejías negras. En 

método más frecuente para recuperar la lignina es por precipitación con CO2. En este 

procedimiento, se protonan los grupos fenolato y los grupos carboxílicos que estabilizan 

la lignina en la disolución y ésta precipita. Para eliminar el Na unido a los grupos 

carboxilos, se baja el pH hasta 2-3 con ácido sulfúrico, que además provoca la 

precipitación de más lignina.  

 En cuanto a las lejías negras tienen varios aprovechamientos (fabricación de 

neumáticos, colorantes, pesticidas, combustibles, etc.) entre los que se encuentra su uso 

como fertilizante. Para ello, después de la precipitación de la lignina por acidificación con 

CO2, se hace una oxidación con HNO3. Una vez realizada la oxidación se somete el 

producto a una reacción de amoxidación con el fin de incrementar el contenido en N 

(González, 1986). 

 Con respecto a la aplicación de lignosulfonatos de Zn a suelos ácidos produce un 

aumento de Zn en maíz con respecto al tratamiento control (López-Valdivia y col., 2002). 

Los mayores contenidos de Zn en planta se producen para los tratamientos de EDTA/Zn y 

lignosulfonato Zn. Además, la especiación del Zn en el suelo después de la cosecha 

muestra que los fertilizantes con mayores contenidos de Zn lábil son el fenolato de Zn, el 

EDTA/Zn y el lignosulfonato de Zn. 

 Álvarez y col. (1996) estudiaron la movilidad relativa del lignosulfonato de Zn  y 

EDTA/Zn en suelos calizos en función de si estaban recubiertos o no. Pudieron observar 

que el EDTA migraba a lo largo de la columna y que alrededor del 50% del Zn era lixiviado 

cuando el fertilizante no estaba recubierto. Sin embargo, esta migración se reducía al 

10% en el caso de los recubiertos. Para el lignosulfonato de Zn, los resultados mostraron 

una baja migración del producto. El hecho de que el fertilizante estuviera recubierto 

beneficiaba al EDTA, mientras que no se observan mejorías para el lignosulfonato. 
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1. Introducción 

 Los lignosulfonatos en concentraciones apropiadas, tienen un efecto 

bioestimulante en la raíz y en el crecimiento de la planta (Kevers y col. 1999). Otros 

autores (Raese y col, 1988) han demostrado la eficacia de los lignosulfonatos para aliviar 

la clorosis férrica cuando este producto es aplicado vía foliar y sin causar un efecto 

fitotóxico en el fruto. 

Al margen de los beneficios como fertilizantes, se ha demostrado que aplicados a 

suelos pueden inhibir la actividad de la ureasa, disminuyendo la hidrólisis de urea (Xie y 

col. 1993). Además se ha visto que en los suelos tratados con lignosulfonatos, el N se 

acumula en forma de NH4
+, lo que hace pensar que también inhiben la nitrificación (Meier 

y col., 1993). 

 

1.2.1.2. Sustancias húmicas  

Las sustancias húmicas son el resultado de las transformaciones químicas y 

biológicas llevadas a cabo por los microorganismos del suelo de los residuos procedentes 

de plantas, animales y microbios. No existen dudas con respecto a que las sustancias 

húmicas se originan a partir de un número variado de precursores con numerosos 

procesos químicos o biológicos. Sabemos de la presencia en las macromoléculas húmicas 

de componentes atribuibles a las ligninas, pero esto no implica que estas macromoléculas 

surjan directamente a partir de modificaciones degradativas de la lignina. Hayes (1992) 

asume que es igualmente probable la recombinación mediante procesos de síntesis 

biológica o química, bien fragmentados de la lignina, como de compuestos moleculares 

liberados a partir de éstas. A causa de la naturaleza heterogénea de los sustratos y de 

los procesos de síntesis, es posible que dos moléculas distintas se produzcan 

simultáneamente, por lo que importante considerar la existencia de mezclas para una 

posterior caracterización de las sustancias húmicas. En el suelo, las sustancias húmicas 

están unidas a los componentes minerales a través de distintas interacciones químico-

físicas (Theng, 1979) y mezcladas con otros componentes de diferente naturaleza. 
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1. Introducción 

Para su caracterización, las sustancias húmicas pueden fraccionarse en 

componentes con diferentes propiedades físicas y químicas. El método más común y 

aceptado se basa en la diferente solubilidad en agua a varios pH (Aiken y col., 1985). Los 

ácidos húmicos son definidos como la fracción insoluble en agua a pH inferiores a 2, pero 

soluble a pH superiores; los ácidos fúlvicos es la fracción que es soluble en agua en todo 

el intervalo de pH y las huminas la que es insoluble en todo el intervalo de pH. 

 Existen numerosos modelos estructurales para representar las sustancias 

húmicas, todo ellos basados en estudios sobre su composición elemental, grupos 

funcionales, productos de degradación datos espectroscópicos y propiedades físico 

químicas (Stevenson, 1994). El uso de estos modelos permite la representación de nuevas 

estructuras hipotéticas e ilustrar los mecanismos de enlace de los iones metálicos.  

La presencia de anillos aromáticos y de cadenas aromáticas es importante en las 

estructuras de las sustancias húmicas, en especial de los ácidos húmicos.  

Los ácidos húmicos y fulvicos comparten algunas características comunes, pero 

existen significativas diferencias entre ellos. Los ácidos fúlvicos presentan un mayor 

tamaño molecular, un contenido de O más elevado, menores contenidos de C y además, 

contienen más grupos funcionales ácidos, particularmente los carboxílicos. Otra 

importante diferencia es la asociación de los oxígenos. Mientras que en los ácidos fúlvicos 

suelen asociarse a grupos funcionales como carboxilos, cetonas o alcoholes, una elevada 

proporción de los oxígenos presentes en los ácidos húmicos lo hacen como componentes 

estructurales de núcleos, tales como enlaces éteres o ésteres.  

Los ácidos grasos y las largas cadenas hidrocarbonadas son estructuras que 

parecen ser componentes de algunos, pero no todos, los ácidos húmicos y fúlvicos. La 

presencia de estos grupos puede contribuir a las características hidrofóbicas de las 

sustancias húmicas. Las estructuras cíclicas condesadas, no parecen contribuir de forma 

prominente a las características de los ácidos húmicos y fúlvicos. 

 Los anillos aromáticos presentes en estas moléculas pueden enlazarse entre ellos 

o con cadenas alifáticas, formando el esqueleto de las sustancias húmicas (figura 1.2). La 
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agregación de estos bloques forman complejos de peso molecular que puede variar de 

cientos a miles Dalton para los ácidos húmicos (Linehan, 1977) y de cientos de miles para 

los ácidos húmicos (Swift y Posner,  1971). 

 La acidez total o capacidad de cambio es atribuida a la presencia de protones 

disociables presentes en los carboxilos aromáticos y alifáticos y en los grupos fenólicos e 

hidroxílicos. Los ácidos húmicos se caracterizan por tener una menor acidez total y 

menor contenido en carboxilos que los ácidos fúlvicos. 

En general, la reactividad de las sustancias húmicas es controlado por dos grupos 

funcionales, los carboxilos y los fenoles. Los grupos carboxilos comienzan a disociar el 

protón a pH 3.0 (Posner, 1964), de manera que la molécula húmica está 

electronegativamente cargada. A pH inferiores a 3.0, la carga es muy pequeña e incluso 

cero. A pH 9.0, los grupos fenólicos empiezan a disociarse y la molécula posee una elevada 

carga negativa. 

Muchas reacciones o interacciones tienen lugar como consecuencia de la presencia 

de estas cargas. A pH bajos, la molécula húmica es capaz de atraer cationes, lo que 

conduce a reacciones de intercambio catiónico. La capacidad de intercambio catiónico 

(CEC) es mayor en los ácidos fúlvicos que en los ácidos húmicos.  

 A pH elevados, cuando los grupos fenólicos están también disociados, las 

reacciones de complejación y quelación entre los metales y las sustancias húmicas 

comienzan a cobrar importancia.  

 En cuanto a la formación de complejos entre iones metálicos y la materia orgánica, 

cabe decir que aunque la mayor parte de los elementos metálicos en suelos se presentan 

precipitados o retenidos por las arcillas y coloides húmicos, la solubilización de cationes 

presenta gran importancia, ya que la formación de complejos metal-materia orgánica 

puede tener diferentes efectos. La principal consecuencia de estas reacciones es la 

actuación de las sustancias orgánicas como transportadores de elementos traza en la 

solución del suelo incrementando su disponibilidad en este medio (Chen y Stevenson, 1986, 

Stevenson, 1981, 1991). También puede aumentar la solubilidad de componentes del suelo 
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que son insolubles, como es el caso de la solubilización de fosfatos minerales procedentes 

de fosfatos insolubles a través de la complejación de Fe y Al en suelos ácidos y del Ca en 

suelos calizos. 

Figura 1.2. Estructuras de (A) ácido húmico propuesto por Stevenson (1994) y (B) ácido fúlvico 
propuesto por Schnitzer y Khan (1972). 
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 Centrándonos en el influencia de los formación de complejos sobre la nutrición de 

la planta y atendiendo al tipo de enlace, los metales pueden clasificarse en tres grupos 

(Stevenson, 1994): 1) metales esenciales para las plantas pero que no están enlazados a 

los compuestos de coordinación (K+, Ca2+ y Mg2+), 2) metales esenciales para las plantas y 

que forman enlaces coordinados con ligandos orgánicos (Fe3+, Cu2+, Zn2+, Mn2+ y Mo) y 3) 

metales que no presentan una función bioquímica concreta en las plantas, pero que son 

acumulados en el medio ambiente (Cd2+, Pb2+ y Hg2+). 

La formación de estos complejos depende de el contenido en grupos funcionales 

donadores de electrones presentes (Stevenson, 1994). La formación de más de un enlace 

entre el metal y la molécula húmica, generalmente se traduce en una mayor estabilidad 

del complejo y esta estabilidad también depende del número de átomos que se unan al 

metal, del número de anillos que se formen, de la naturaleza y concentración del metal y 

del pH (Stevenson, 1994). La mayoría de estos iones metálicos pueden aceptar más de un 

par de electrones y coordinarse simultáneamente con el correspondiente número de 

átomos donadores. Cuando dos o más posiciones de un ion metálico se coordinan con dos o 

más grupos donadores de un único ligando para originar una estructura de anillo se forma 

un quelato. 

La complejación de los metales puede ocurrir de dos modos: en el primero y más 

importante, los metales se unen por los grupos fenólicos y carboxílicos (Van Dijk, 1971) y 

en el segundo, sólo se unen a grupos carboxílicos (Schnitzer, 1969 y Gamble, y col., 1970). 

También se pueden producir interacciones a través de puentes de agua, enlace 

relativamente débil que sólo cobra importancia para metales con una elevada energía de 

hidratación. 

La formación de complejos metálicos con la materia orgánica puede tener 

diferentes efectos en el suelo y algunos de ellos inciden directamente sobre la planta, 

como es el caso de los ácidos orgánicos de bajos peso molecular y otros compuestos 

bioquímicos que forman compuestos solubles con los micronutrientes. Estos compuestos 
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pueden actuar como transportadores dando lugar al incremento de la disponibilidad de los 

micronutrientes a las plantas superiores. 

 Diversos autores han estudiado el efecto beneficioso de la materia húmica sobre 

el crecimiento de las plantas. Los mayores beneficios resultan de la mejora de las 

propiedades del suelo como agregación, aireación y permeabilidad. También mejoran la 

actividad enzimática en el tejido de la semilla favoreciendo la germinación y el 

crecimiento de las plántulas (Dixit y Kishore, 1967) y otros autores demuestran que en 

concentraciones intermedias, las sustancias húmicas benefician el desarrollo del tallo y 

de la raíz (Lulakis y Petsas, 1995). Las sustancias húmicas parecen tener un efecto mayor 

sobre las raíces que sobre otras partes de las plantas (Sladky, 1959). La estimulación del 

crecimiento de la raíz y de la iniciación radicular son efectos comúnmente observados. Ya 

Khristeva (1949), estudió la respuesta de diferentes plantas a un humato sódico y 

observó que tanto la longitud de la raíz, como la del tallo, se incrementaron casi el doble 

en el mejor de los casos. 

 Independientemente del origen de las sustancias húmicas, su aplicación tanto en 

disolución nutritiva como en aplicación foliar, produce un aumento en el desarrollo 

radicular afectando a la elongación y a la formación de raíces secundarias. Los resultados 

sobre experimentos vegetales indican que los ácidos fúlvicos tienen un efecto 

ligeramente mayor que los ácidos húmicos. Por último, hay que señalar que la 

concentración del ácido húmico es importante, y generalmente la respuesta decrece en 

concentraciones elevadas. (Chen y Aviad, 1990). 

 Se piensa que las sustancias húmicas pueden ser tomadas por las plantas, 

ejerciendo sobre ellas efectos beneficiosos. Vaughan y Ord (1981) sugieren que las 

moléculas de bajo peso molecular son tomadas activa y pasivamente por la planta y son 

consideradas biológicamente activas, mientras que las moléculas de pesos moleculares 

más altos son tomadas activamente. Es por este motivo por el que se ven involucradas en 

mecanismos de estimulación del crecimiento de la planta como: interacción con los 

fosfolípidos de las membranas celulares y funcionaminento como transportadores de 
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nutrientes a través de ellas (Chen y Schnitzer, 1978), aumento de la energía de 

metabolismo potenciando la fotosíntesis y la respiración (Vaughan, 1967), afectando al 

metabolismo del ácido 3-indol-acético (AIA) y a la actividad de otras enzimas como la 

fosfatasa, invertasa, colin esterasa y peroxidasa. 

 

1.2.1.3. Aminoácidos 

 Los aminoácidos son las unidades estructurales fundamentales de las proteínas. 

Son moléculas que contienen un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo amino (-NH2) libres. 

La fórmula general se muestra en la figura 1.3. 

  

 

  

  

NH3
+ 

H 

COO- R C 

Figura 1.3. Fórmula general de 
cido un aminoá

 Los aminoácidos obtenidos a partir de la hidrólisis de proteínas pueden 

clasificarse en aminoácidos alifáticos, aromáticos y heterocíclicos (figura 1.4.). 
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Figura 1.4. Clasificación de los aminoácidos obtenidos a partir de la hidrólis
proteínas. 

ico 

is de las 
 

 

Los aminoácidos son importantes ligandos de bajo peso molecular en los sistemas 

biológicos. Tanto los aminoácidos ácidos como los básicos pueden enlazar iones metálicos 

a través de los grupos α-amino y carboxílicos. 
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 Aunque la formación de complejos entre metales y aminoácidos es, en general 

baja, existe una mayor afinidad entre el Zn y la glicina, metionina, cisteína, ácido 

aspártico, arginina, tirosina e histidina. El Fe, sin embargo, sólo forma complejos estables 

con cisteína y el ácido glutámico. 

 Los aminoácidos están presentes en residuos industriales, como es el caso de las 

melazas generadas en industrias azucareras o los residuos de animales de la industria 

ganadera. 

 Los aminoácidos tienen distintas funciones en la planta como: aumentan la 

disponibilidad de aminoácidos fácilmente utilizables, son fuente de energía ya que 

facilitan el uso de nitrógeno por la planta, mejoran de los mecanismos de defensa de los 

cultivos frente a condiciones adversas (Breteler y col., 1985) y poseen acción quelante 

(Ashmead, 1986), bioestimulante y/o fitohormonal. 

 

1.2.1.4. Ácido glucónico 

El ácido glucónico (figura 1.5) es el producto de oxidación de la D-glucosa en el C1. 

En soluciones acuosas el ácido se encuentra en equilibrio con la δ y γ lactonas que son los 

productos directos de la deshidrogenación de la glucosa. 

La sal sódica del ácido glucónico es el derivado con 

mayor importancia comercial, debido a sus excelentes 

propiedades como agente complejante. 

 

C 

HOCH 

HCOH 

HCOH 

CH2OH 

HCOH 

O 

OH 

Si bien es posible oxidar la D-glucosa a D-glucono-δ-

lactona por métodos electroquímicos, químicos y enzimáticos, 

el método fermentativo es el actualmente utilizado por su 

bajo coste. Gran variedad de bacterias y hongos producen 

glucónico a partir de glucosa. Los más utilizados son los 

hongos y entre ellos cepas de Aspergillus níger siendo en 

 
Figura 1.5. Fórmula del 
ácido glucónico 
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general la cepa de elección la NRRL 3 debido a que no produce paralelamente ácidos 

cítrico y oxálico bajo condiciones de operación. 

La principal enzima involucrada en la oxidación de la δ-D-glucosa es la comúnmente 

llamada glucosa oxidasa. Esta enzima es una flavoproteína que remueve dos hidrógenos de 

la glucosa reduciéndose. La forma reducida de la enzima luego se reoxida con oxígeno 

molecular dando agua oxigenada que es luego hidrolizada por una catalasa. La ecuación 

neta se puede escribir 

D-glucosa + ½ O2 → ácido D-glucónico + H2O 

El último paso en la obtención de glucónico es la hidrólisis de la δ-lactona. Esta 

puede ocurrir espontáneamente o por intermedio de una lactonasa (que se halla presente 

en A. níger). El pH es importante para favorecer la ruta metabólica que lleva a la 

producción de glucónico, ya que a valores de éste neutros o alcalinos A. níger produce 

este ácido casi exclusivamente. Además, a valores de pH entre 1 y 3, el glucónico es 

rápidamente metabolizado por A. níger. 

Para la obtención del gluconato de calcio, el efluente del medio de cultivo se 

decolora con carbón activado, se concentra evaporando el 15-20 % del agua y se deja 

cristalizar a temperaturas cercanas a 0ºC. La sal se filtra y se lavan los cristales con 

agua fría. Si se quiere obtener la sal sódica se puede preparar concentrando el efluente 

del cultivo a 40-45% de sólidos, ajustando el pH a 7.5 con NaOH y luego secando en 

tambor rotatorio.  

 Los polisacáridos presentes en el suelo tienen propiedades distintas a los que se 

encuentran en la planta, debido a que están sometidos a descomposición por parte de los 

microorganismos para la obtención de alimento y energía. Pero estos polisacáridos 

presentes en el suelo pueden protegerse de la degradación uniéndose a otros 

constituyentes del suelo como las arcillas o cationes metálicos. 

 Los polisacáridos, tienen influencia en las propiedades físicas del suelo como las 

reacciones de intercambio catiónico, retención de aniones, metabolismo del carbono, 
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actividad biológica y las reacciones de complejación de metales. Pueden reaccionar con la 

lignina y los aminoácidos de manera que contribuyen a la formación del humus, ácidos 

húmicos y compuestos relacionados. También la presencia de los polisacáridos mejora la 

agregación de las partículas del suelo (Greenland y col., 1961 y 1962 y Baver, 1963). 

 A través de la interacción con las arcillas, pueden cambiar las propiedades de 

éstas a la hora de retener agua. Los compuestos orgánicos, compiten con el agua por los 

sitios de adsorción, reduciendo la humedad y la expansión de las arcillas, de manera que 

aumenta la cementación.  

 

1.2.1.5. Ácidos orgánicos 

 Los ácidos orgánicos pueden definirse como compuestos de bajo peso molecular 

que contienen uno o más grupos carboxílicos y que se encuentran en todos los organismos. 

Dependiendo del grado de disociación y del número de grupos carboxílicos, los ácidos 

orgánicos pueden poseer carga negativa variable que les permite complejar cationes 

metálicos y desplazar aniones de la matriz del suelo. Por esta razón, están implicados en 

varios procesos como la movilización y toma de nutrientes por las plantas y 

microorganismos, detoxificación de metales como el Al, proliferación microbiana en la 

rizosfera, etc.  

 Mientras que algunos de los ácidos orgánicos presentes en el suelo proceden de la 

deposición atmosférica (Millet y col., 1997), la mayor parte se estos proceden de los 

exudados de las raíces, de los restos de plantas muertas y de la descomposición 

microbiana de estos productos. Los principales ácidos orgánicos presentes en las raíces 

de las plantas son el lactato, acetato, oxalato, succinato, fumarato, malato, citrato, 

isocitrato y aconitato. 

 Los ácidos orgánicos poseen la capacidad de complejar metales en disolución. El 

grado de complejación depende del ácido orgánico en particular (número y proximidad de 

los grupos carboxílicos), de la concentración y tipo de metal y del pH de la disolución del 

suelo. Los ácidos orgánicos con un sólo grupo carboxílico como el lactato o acetato, 
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poseen una baja capacidad de complejación. A partir de las constantes de formación 

publicadas por Martell y Smith (1976-1989) se puede concluir que el malato, citrato y 

oxalato presentan una elevada afinidad por metales trivalentes como el Al3+ y Fe3+. Sin 

embargo, esto no implica que se produzca una buena complejación al pH de los suelos 

(Mench y Martin, 1991). Por ejemplo, empleando el programa de especiación química 

Geochem-PC (Parker y col., 1995), se puede predecir que la complejación del Fe por el 

malato, citrato y oxalato es altamente dependiente del pH de la disolución del suelo con 

una baja o nula complejación en suelos con pHs elevados. Además, el citrato, malato y 

oxalato tienen tendencia a precipitar en presencia de Ca2+. 

 Debido a su capacidad de complejar, los ácidos orgánicos participan en 

biodisponibilidad y en el transporte de metales en los suelos. Pueden formar complejos 

específicos con los grupos funcionales presentes en las superficies de los minerales 

afectando a las características de la carga de estas superficies (Yao y Yeh, 1996) y 

competir con otras sustancias retenidas por los lugares de adsorción (Geelhoed y col., 

1998, Grafe y col., 2002). 

Generalmente estos compuestos se obtienen industrialmente de la fermentación 

de azúcares como por ejemplo, el ácido cítrico es obtenido de la fermentación de la 

sacarosa por Aspergillus Níger y el ácido láctico se obtiene a partir del  almidón, azúcar 

de uva (glucosa) o azúcar de caña (sacarosa) utilizando el Bacillus Delbrücki . 

 

1.2.1.6. Poliflavonoides  

 Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un 

esqueleto común de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos 

ligados a través de un anillo de pirano (heterocíclico). La estructura base puede sufrir 

posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo que los 

flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos 

finales se caracterizan por ser polifenólicos, solubles en agua  y por poseer una intensa 
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absorción en la región ultravioleta y visible del espectro debido a la presencia de 

sistemas aromáticos conjugados. 

 En función de sus características estructurales se pueden clasificar en: flavanos, 

flavonoles, flaconas y antocianidinas.  

 Los flavonoides son sintetizados en el citoplasma y luego migran hacia su destino 

final en las vacuolas celulares, donde cumplen funciones metabólicas como ser 

responsables de la resistencia de las plantas a la fotooxidación de la luz ultravioleta, 

intervienir en el transporte de la hormona auxina, atracción de los animales polinizadores, 

a través del color o el olor que dan a la planta o a sus flores. 

 

1.2.2. Evolución del mercado de agentes complejantes 

Para evaluar la importancia de los complejos en el mercado nacional se ha 

realizado un estudio de su evolución, empleando para ello, los datos presentados en 

Vademecum (Liñán 1990-2007) y la información proporcionada por el Registro de 

Fertilizantes y Afines del M.A.P.A.  

Debido al gran número de moléculas empleadas en la formulación de estos 

productos, se ha hecho una clasificación de éstas en familias (Tabla 1.2).  

Tabla 1.2. Clasificación de los agentes complejantes según familias 

 Agente complejante 

 

 

 

 

 

 

Abreviatura Moléculas incluídas 

Lignosulfonatos LS ácido lignosulfónico, lignosulfonatos y ligninas 

Aminoácidos AA Aminoácidos libres y polipéptidos de cadena corta 

Ácidos Orgánicos AO ácido cítrico, ácido acético, ácido fenólico, ácidos 
carboxílicos, policarboxílicos, etc. 

Ácidos Glucónicos AG ácido heptaglucónico y hexaglucónico 

Ácidos Húmicos y 
Fúlvicos 

AHF  

Flavonoides F flavonoides y poliflavonoides 
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1.2.2.1. Correctores de carencias simples y múltiples 

La evolución a lo largo de los diecisiete años del número de productos que 

contienen agentes complejantes es estudiada y se puede observar en la figura 1.6. El 

número total de formulaciones basadas en complejantes se ha triplicado en estos años, 

pasando de 85 productos en el año 1990 a 299 en 2007. 

Al realizar un estudio más detallado, se puede observar que la familia de los 

lignosulfonatos comienza 

siendo una de las tres más 

representativas en el año 

1990 con un aporte del 14% 

y llega a multiplicar por 15 

el número de formulaciones 

pasando a ser los 

complejantes por 

excelencia ya que abarcan 

el 49% del mercado en 

2003. Sin embargo, en el año 2007 se puede apreciar una pequeña disminución en la 

contribución al total de formulaciones comercializadas (42%). 

De igual manera, los productos basados en las moléculas de la familia de los ácidos 

glucónicos aumentan de 28 en el año 1990 a 63 en 2007, pasando a representar el 21% 

del mercado en este año frente al 14% que representaban en 1990. 

Por el contrario, el número de productos de la familia de los flavonoides que es la 

más representativa en 1990, disminuye a la mitad en 2007. Su contribución al total pasa 

de ser del 26% en 1990 a apenas el 4% en 2003. 

En cuanto a los aminoácidos, el número de productos se triplica en los cinco 

primeros años, en los cinco siguientes se dobla, para luego pasar a ser la cuarta parte en 

tan sólo tres años. Su representación en el mercado es del 10% en 1990 y disminuye al 8% 

en 2007. 
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Figura 1.6. Distribución del mercado de complejos para los distintos 
años y en función del agente complejante  
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La contribución de los ácidos orgánicos, es del 8% en 1990 y aumenta hasta el 

18% en el año 2007. 

Las formulaciones basadas en la familia de los ácidos húmicos y fúlvicos aumentan 

en los diez primeros años para luego sufrir una disminución de manera que su contribución 

al total del mercado pasa del 4% en el año 1990 al 11% en 2007. 

 

1.2.2.2. Contribución de los complejos al mercado de micronutrientes y Ca 

En la figura 1.7 se puede observar cual ha sido la contribución de los complejos al 

total del mercado a lo largo de los años en los que se basa el estudio. Se ha dividido el 

mercado de los correctores de carencias de micronutrientes y Ca en: Quelatos  (HEDTA, 

DTPA, EDTA, EDDHA, EDDHMA y EDDHSA), Complejos, Sales (sales inorgánicas) y 

Otros (productos con vitaminas, citoquinonas,  extractos de algas, moléculas sin 

identificar, etc.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el año 1990, los quelatos son los productos mayoritarios en el mercado con un 

aporte del 40%, seguido por los complejos cuya contribución es del 30%. Este mismo año, 

los productos denominados “Otros” suponen un 20%, mientras que las “sales” sólo 
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Figura 1.7. Distribución del mercado de correctores de carencias 
en distintos años en función del tipo de producto. (Liñán) 
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constituyen el 3%. En el año 2007, la contribución de los complejos permanece constante 

en un 30% y la presencia de los quelatos aumenta hasta el 55% 

 

1.2.2.3. Estado físico y riqueza en el metal 

En los años en los que se ha realizado el estudio, la mayor parte de los complejos 

comercializados son líquidos. En el año 1990, el porcentaje de formulaciones líquidas es 

del 77% y aumenta hasta el 94% en 2007.  

La Normativa Europea sobre Fertilizantes requiere que los productos líquidos 

tengan al menos un 2% de elemento soluble y para los sólidos este porcentaje aumenta 

hasta el 5%. 

Para los productos sólidos el número de formulaciones con riqueza superior al 5% 

disminuye a lo largo del tiempo, sin embargo más del 80% de las formulaciones líquidas 

cumplen la legislación todos los años del estudio. 

 

1.2.3. Legislación española y europea  

Al igual que los quelatos, los complejos son moléculas formadas por un ión metálico 

que es un aceptor de electrones y por una sustancia orgánica capaz de compartir los 

electrones con el metal. Mientras que en la terminología química un quelato es un tipo de 

complejo en el que la sustancia orgánica comparte dos o más pares de electrones, en la 

terminología agrícola, la diferencia entre quelatos y complejos está basada en la 

fortaleza del enlace y se encuentra recogida en el Reglamento (CE) nº 2003/2003 

(D.O.C.E. 21 de noviembre de 2003). En dicho Reglamento, se definen los productos 

autorizados como agentes quelantes, pero se deja la lista de agentes complejantes 

pendiente de elaboración.  

Con la intención de concretar algunas de las disposiciones de este Reglamento y 

de refundir y actualizar la normativa española existente, el R.D. 824/2005 hace pública 

la lista de agentes complejantes permitidos para su uso exclusivo en aplicaciones foliares 
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y en fertirrigación en España y que son: ácido lignosulfónico, ácido glucónico, ácido 

heptaglucónico, sustancias húmicas, aminoácidos libres y ácido cítrico. En este mismo Real 

Decreto se hace una revisión de los métodos analíticos existentes para la determinación 

del contenido de  nutrientes totales y solubles en agua entre otros, pero los métodos 

analíticos necesarios para la determinación de la fracción de nutrientes complejados por 

los distintos agentes complejantes están pendientes de elaboración. 

 

1.2.4. Métodos analíticos 

Los agentes complejantes, tanto de estructura química definida (citratos, ácidos 

glucónicos, etc.) como los de estructura química variable (aminoácidos, lignosulfonatos y 

sustancias húmicas) no se encuentran aún incorporados a la legislación europea y su 

inclusión en ella debe estar sujeta al conocimiento que sobre su acción agronómica y 

sobre los métodos analíticos que para su determinación se dispongan.  

El análisis de los productos fertilizantes es necesario ya que: 

 Permite al agricultor conocer la composición del fertilizante que va a emplear. 

 Permite al productor y distribuidor controlar la calidad de su producto. 

 Permite el control por parte de las autoridades del cumplimiento de las 

normas.  

Pero en el caso de los complejos además se requieren para ayudar al legislador a 

definir aquellos productos que tengan valor agronómico. 

 Las principales características que se deben poder controlar en un complejo o en 

un quelato son: 

 Concentración de elemento soluble 

 Concentración de elemento complejado o quelado. 

 Naturaleza y concentración del agente complejante o quelante. 
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La determinación del elemento soluble está bien resuelta mediante el método 

oficial (Método Oficial 9.2. del Reglamento (CE) nº 2003/2003) tanto para quelatos como 

para complejos. En los últimos años se han desarrollado métodos analíticos para la 

cuantificación de quelatos (Lucena y col. 1996, Hernández-Apaoloza y col. 1997, EN 

13368-2001:1, EN 13368-2001:2). Como consecuencia la calidad de estos productos ha 

mejorado considerablemente en los últimos años (García-Marco, 2005).  

De igual manera, los agentes complejantes necesitan tener su propia metodología 

analítica. Estos métodos analíticos deberían proporcionar información de la cantidad de 

metal que esta complejado e identificar el agente complejante. Con el fin de identificar 

los agentes complejantes existen diferentes metodologías: HPLC para aminoácidos 

(Pfeifer y col., 1983), infrarrojos para lignosulfonatos (Karklins, 1981) y humatos 

(Stevenson y col., 1971). Las constantes de estabilidad para aminoácidos libres pueden 

ser determinadas mediante valoraciones potenciométricas (Dogan y col., 2001) aunque no 

se han encontrado métodos específicos para la cuantificación del elemento complejado 

por extractos de aminoácidos. La determinación del metal complejado en humatos puede 

hacerse a través de varias técnicas: separación mediante columna de intercambio iónico 

seguido de la detección por ICP-MS o por espectrofotometría de fluorescencia con 

generador de vapor frío (Appelblad y col., 1999), cromatografía de exclusión molecular 

unida a un espectofotómetro UV–Vis e ICP-MS (Sadi y col., 2002) o detección por FAAS 

(Pérez-Sanz y col., 2006). También se emplea la cromatografía de filtración sobre gel 

seguida de ICP o FAAS para los lignosulfonatos (Brandt, 1991).  

Sin embargo, para la determinación rutinaria por laboratorios de control del 

metal complejado en fertilizantes, se debe emplear un método sencillo y único que 

diferencie el elemento complejado de las formas libres del metal ha de ser empleado.  

 

1.3. Agente quelante IDHA 

Recientemente el agente quelante IDHA (ácido n-(1,2-dicarboxietil)-D,L-

aspártico), comúnmente conocido como ácido imidodisuccínico ha sido propuesto para su 
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uso en agricultura (Mitschker y col., 2004). El IDHA comparte similitudes estructurales 

con el EDTA, pero también con el o,p-EDDHA ya que sólo contiene cinco grupos 

funcionales capaces de enlazar al Fe3+ (figura 1.8).  

García-Marco y col. (2006), sugieren que el o,p-EDDHA/Fe3+, con sólo cinco grupos 

funcionales para quelar Fe, es el sustrato más rápido para la Fe quelato reductasa en raíces 

de plantas de pepino (planta eficiente), y también es más rápido que o,o-EDDHA/Fe3+ 

reverdeciendo plantas de soja cloróticas (planta no eficiente). Además, o,p-EDDHA, es 

bastante rápido solubilizando Fe desde las formas insolubles. Este comportamiento se debe 

a la presencia de sólo cinco grupos funcionales (Gómez-Gallego y col., 2002) capaces de 

enlazarse con el Fe mientras que quelatos con seis enlaces (ejm. o,o-EDDHA o EDTA) 

presentan cinéticas de acción más lentas. Por este motivo, se espera que la estabilidad del 

IDHA/Fe3+ sea inferior a la del EDTA/Fe3+, pero su capacidad para proporcionar hierro a 

la planta aún no está probada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

El IDHA es biodegradable (Novack y col., 2005), de manera que puede 

considerarse como una opción más respetuosa medioambientalmente que otros quelatos 

sintéticos.  

Fernández y col. (2006) demostraron que el Fe procedente del IDHA/Fe3+ 

produce un aumento mayor del contenido en clorofilas que el DTPA/Fe3+, pero menor que 
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Figura 1.8. Agentes quelantes descritos en el texto 
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el EDTA/Fe3+ cuando son aplicados vía foliar junto con surfactantes y otros adyuvantes. 

Schlegel y col. (2006) probaron la penetración foliar de diferentes compuestos de Fe en 

discos de hojas de haba. Pudieron observar que la penetración seguía una cinética de 

primer orden y que ésta era mayor para CaCl2, luego para el lignosulfonato, IDHA y el 

menos efectivo era el citrato. Aparte de las publicaciones sobre las constantes de 

estabilidad (Hyvönen y col., 2003) y sobre el comportamiento de las aplicaciones foliares 

de IDHA no existen más estudios ni sobre su capacidad quelante con Fe, Mn, Cu o Zn, ni 

de su comportamiento en otras condiciones agronómicas.  

 

1.4. Estabilidad de complejos y quelatos en diferentes condiciones agronómicas 

Para que un complejo o quelato sea eficaz en su aplicación ya sea en hidroponía, 

radicular, fertirrigación o aplicación foliar, éste debe ser capaz de mantener el elemento 

soluble, o cuanto menos, disponible para la planta. Cuando un complejo o quelato es 

aplicado al medio de cultivo, son varios los factores que afectan a su estabilidad. A 

continuación se ofrece un resumen de estos factores: 

 

1.4.1. Estabilidad en disolución frente al pH 

Uno de los factores que afectan a la eficacia del complejo o quelato es su 

estabilidad con el pH. En concreto, el intervalo de pH en el cual es estable un quelato 

férrico depende del agente quelante (Hjelte y Aminken, 1989; Cadahía y col., 1987; Lucena 

y col., 1992) 

Tanto los ligandos como los nutrientes van a sufrir la competencia de otros aniones 

y metales presentes en la disolución. En suelos calizos ha de tenerse en cuenta la posible 

sustitución del metal quelado o complejado por el Ca y Mg presentes en la disolución. La 

presencia de cantidades elevadas de Cu, Mn y Zn y concentraciones bajas de 

EDDHA/Fe3+ origina la formación de quelatos de esos micronutrientes con el EDDHA, 
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pudiendo llegar a provocar clorosis férrica en los cultivos, sobre todo si la cantidad de Cu 

es importante (Tong y col., 1986). 

 

1.4.2. Reactividad frente a suelos y materiales edáficos 

Una de las reacciones que pueden sufrir un complejo/quelato en el suelo son las de 

desplazamiento del metal por otro metal competidor y la consiguiente precipitación de 

éste en forma de hidróxido. Este desplazamiento depende principalmente de la 

estabilidad de éstos compuestos, tanto del metal de interés como de sus competidores, 

del pH y de la concentración de iones.  

Por lo general este desplazamiento se puede predecir adecuadamente usando los 

modelos de especiación química (MINTEQA2, Allison y col., 1990), siendo necesario 

conocer los datos termodinámicos correspondientes a la formación de complejos/quelatos 

y especies ácidas e hidroxiladas que se puedan formar. El empleo de estos modelos sobre 

quelatos férricos de nueva síntesis sirve para predecir la estabilidad y reactividad de 

estos compuestos en situaciones reales, de tal forma que se obtiene de herramienta que 

permite seleccionar, previamente a su comercialización y a su aplicación, el tipo de 

quelato que más se ajuste a las situaciones concretas. 

Sin embargo, en productos naturales de composición variable no se pueden aplicar 

los modelos tradicionales, por lo que se requiere de experimentación de laboratorio para 

poder conocer su estabilidad real en la disolución del suelo.  

La reactividad de los complejos/quelatos en el suelo depende de los procesos de 

adsorción en los diferentes componentes del suelo (arcillas, óxidos e hidróxidos, materia 

orgánica, carbonato cálcico, etc). Debido a que las reacciones de adsorción-desorción son 

más rápidas que las de precipitación-disolución, ponemos concluir que quién controla la 

solubilidad de los micronutrientes en el suelo son las reacciones de adsorción (Harter, 

1991; Stone, 1977). Los factores que afectan la adsorción de los complejos-quelatos 

incluyen el tipo de agente complejante o quelante, el ión metálico, el tiempo, el pH y la 

textura del suelo. 
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De los estudios realizados por Álvarez-Fernández, 1995; Álvarez-Fernández y 

col., 1996; Álvarez-Fernández y col., 1997; Hernández-Apaolaza, 1997, se desprende que 

la presencia de materiales orgánicos, arcillas tipo montmorillonita-Ca y óxidos de hierro 

(ferrihidrita) intervienen de forma considerable en la adsorción de quelatos férricos 

EDDHA/Fe3+ y EDDHMA/Fe3+ en suelos. En cambio, aunque existen estudios que 

demuestran la baja estabilidad de los complejos en suelos calizos (Goos y Germain, 2001 y 

Gangloff y col., 2002), no hemos encontrado bibliografía en la que se evalúe cómo se 

comportan estos complejos frente a cada uno de los distintos materiales edáficos.  

A continuación se describen algunas de las propiedades de adsorción de los 

componentes de los suelos que usaremos en nuestros ensayos. 

1.4.2.1. Arcillas 

Las características principales de las arcillas son su capacidad de intercambio de 

iones, principalmente de cationes, y su gran superficie específica. Estas propiedades 

están determinadas por distintos factores, entre los que destaca el origen de las arcillas, 

ya que éste influye sobre las sustituciones isomórficas presentes en su estructura y el 

tipo de ión que satura la arcilla, que puede intervenir de tres formas diferentes: 1) 

compitiendo con las moléculas de adsorbato por los lugares de adsorción, 2) ser el origen 

de lugares de adsorción, actuando bien de una forma directa formando enlaces o bien de 

forma indirecta, a través de sus moléculas de agua de hidratación y 3) formando 

asociaciones de arcilla-hidróxido (Calvet y col., 1980). Entre las arcillas destacamos, las 

que describen a continuación, por su abundancia en suelos españoles: 

 Montmorillonita: pertenece al grupo de los minerales de la arcilla trilaminares 

o 2:1, es decir, posee una lámina octaédrica en coordinación con dos 

tetraédricas. Suelen poseer tamaño de partícula muy pequeños, y por tanto su 

superficie específica suele ser grande (700-800 m2/g) y son expandibles. La 

carga negativa de se debe fundamentalmente a las sustituciones isomórficas. 

Van Olphen (1977) menciona que la carga equivalente de la capacidad de 

intercambio catiónica se sitúa alrededor de 70 cmolc/Kg. Su capacidad de 
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intercambio aniónico es baja, ya que los aniones sólo pueden reemplazar a los 

grupos hidroxilos estructurales de las aristas de los cristales 

montmorilloníticos (Binghan y col., 1965). 

 Ilita: se trata de un mineral de la arcilla trilaminar 2:1. Su espaciado 

interlaminar está ocupado por iones K+, acompañado a veces por Na+ y Ca2+ lo 

que hace que las láminas estén unidas más fuertemente que en la 

montmorillonita y que por tanto no sea expandible. Poseen una capacidad de 

intercambio catiónico de 30 cmolc/Kg. Los minerales de este grupo están 

presentes en la mayoría de los suelos de las regiones templadas (Allen y 

Hajek, 1989). Presenta tamaños de partícula muy variados.  

 

1.4.2.2. Óxidos e hidróxidos 

Estos compuestos surgen como consecuencia de procesos de meteorización en 

suelos, especialmente en aquellos que se encuentran en estados de desarrollo avanzado. 

Existen una gran variedad de óxidos e hidróxidos en el suelo, desde los cristalizados 

hasta los amorfos. 

La carga neta de los óxidos e hidróxidos es dependiente del pH, pasando de ser 

predominantemente positiva a pH bajos a ser negativa a pH altos, aunque también se 

caracterizan por tener un pH al cual son eléctricamente neutros. Son poderosos 

adsorbentes de aniones y cationes, en especial de micronutrientes y metales pesados. 

La cantidad de un determinado ión adsorbido dependerá de la actividad de dicho 

ion en la disolución, del pH y de la fuerza iónica de las disoluciones. Para un pH dado, la 

adsorción aumenta al aumentar la actividad de este ión (Schwetmann y Taylor, 1989). 

La capacidad de adsorción de los compuestos cristalinos es poco importante en el 

caso de bases débiles, por el contrario, para los ácidos débiles, los óxidos e hidróxidos de 

hierro y aluminio pueden presentar propiedades de adsorción importantes. 
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Los óxidos de hierro, son los óxidos metálicos más abundantes en suelos. Se 

encuentran presentes en la mayoría de los suelos de diferentes zonas climáticas. Además 

de su participación en el color de los suelos, afectan a la estructura de los mismos, a 

menudo induciendo la formación de agregados y la cementación de otros tipos de 

componentes del suelo. Son además, la mayor fuente de Fe para las plantas. 

Entre los óxidos de Fe destaca la ferrihidrita, que aparece en los suelos cuando el 

Fe se oxida y precipita en presencia de altos niveles de materia orgánica. Es común que 

con el tiempo, se transforme en otros óxidos de acuerdo con el ambiente del suelo, lo que 

conlleva una pérdida de disponibilidad de Fe en éste. Es un óxido pobremente cristalizado, 

también llamado fase amorfa que forma partículas esféricas muy pequeñas, de 3 a 7 nm 

de diámetro, las cuales generalmente, presentan un elevado grado de agregación. Posee 

elevada área superficial. 

 

1.4.2.3. Constituyentes orgánicos 

Están formados por la materia orgánica no viva del suelo. Se suelen clasificar en 

dos grupos: compuestos húmicos y no húmicos. Estos últimos están constituidos por 

residuos vegetales en vías de descomposición y comprenden productos de peso molecular 

muy variable, pero de naturaleza química bien definida, tales como proteínas, lípidos y 

ácidos. 

Los compuestos húmicos se dividen en tres fracciones: ácidos húmicos, ácidos 

fúlvicos y humina. Todos poseen los mismos grupos funcionales (carboxílicos, fenólicos, 

alcoholes, carbonilo, etc.) 

La materia orgánica tiene gran influencia en la solubilidad y disponibilidad del 

hierro para las plantas. La liberación de Fe durante la descomposición por 

microorganismos de los residuos orgánicos contribuye directamente a la nutrición férrica 

de los cultivos, pero el Fe liberado tiende a precipitar rápidamente y no estar disponible 

para la planta (Lindsay, 1991) 
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Son capaces de adsorber determinadas moléculas orgánicas así como también 

pueden dar lugar a la formación de compuestos metálicos como humatos y fulvatos. 

 

1.4.2.4. Carbonato cálcico 

La presencia de CaCO3 en el suelo es importante, ya que da lugar a pH elevados e 

iones Ca2+ posibles sustitutos del Fe en los complejos y en estas condiciones se 

favorecen las reacciones de fijación de los complejos. También es importante su 

granulometría, ya que es una de las fracciones más finas, y por tanto,  más activas 

químicamente. 

 

1.4.3. Perdurabilidad 

La degradación que sufren los complejos y quelatos en el suelo y su perdurabilidad 

son otros factores importantes que afectan a los complejos y que pueden verse 

afectados por: la acción de los microorganismos, factores climáticos, procesos de 

adsorción, desplazamiento del metal y de competencia con otros iones presentes en el 

medio. 

La degradación afecta fundamentalmente a la parte orgánica de la molécula 

(ligando). En el caso de los quelatos sintéticos tradicionales se trata de un proceso lento, 

Lahav y Hochberg (1975) comprueban que el EDDHA permanece inalterado en suelos 

durante más de dos meses. Hernández-Apaolaza (1997) no encontró pérdidas de Fe-

EDDHA en productos comerciales de 25 años, conservados en forma sólida. Factores 

como la biodegradación y la fotodegradación pueden afectar sobre la estabilidad de estos 

quelatos. 

Como se ha podido comprobar son muchos los factores que afectan a la eficacia y 

persistencia de los complejos y quelatos además de su estabilidad. Es por eso que 

centramos nuestro trabajo en este aspecto. 
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2. Objetivos 

La utilización de complejos de micronutrientes y Ca puede ofrecer ventajas 

como sustitutos totales o parciales de los quelatos sintéticos, dado que son 

sustancias biodegradables y tienen un menor precio. Además, el agente quelante 

IDHA, que también es una molécula biodegradable, ha sido propuesto para su uso en 

agricultura. 

Sin embargo, es necesario conocer  sus características físicas y químicas y 

evaluar la eficacia estos productos como correctores nutricionales. De esta manera, 

se pueden proporcionar las herramientas necesarias para que por una parte, el sector 

productor agrícola, pueda tener un criterio adecuado de selección de los productos 

comerciales de mayor efectividad y por otra, complementar la legislación española y 

europea. 

Por ello, en este trabajo se plantean los siguientes objetivos: 

 

 

Objetivo 1 

Obtener un método analítico que posibilite la determinación del elemento 

complejado en productos comerciales. 

Para ello se compara el método de la resina (CEN EN 13366:2001) y un 

método de precipitación desarrollado a partir del publicado por la A.O.A.C. 

(Método Oficial 983.03) para la determinación de Fe quelado. El método 

seleccionado, combinado con adiciones sucesivas, se utiliza para definir la 

capacidad complejante de diversos agentes complejantes. 
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Objetivo 2 

Estudiar la estabilidad de distintos complejos en disolución frente al pH y al 

tiempo y comparar su reactividad frente a materiales edáficos y suelos. Así 

como evaluar la eficacia como fertilizante de Ca y Zn en aplicaciones foliares. 

De esta manera, se obtiene información sobre la viabilidad de los 

productos destinados para ser utilizados vía radicular, foliar o en fertirrigación. 

 

 

Objetivo 3 

Determinar del comportamiento agronómico de quelatos con el nuevo agente 

quelante IDHA. 

Objetivo 3.1. Evaluar de la estabilidad química y de la reactividad con distintos 

suelos y materiales edáficos, así como de la eficacia para 

proporcionar Fe a plantas de pepino y soja cultivadas en 

hidroponía. 

Objetivo 3.2. Comparar la eficacia del IDHA y EDTA para proporcionar 

micronutrientes en cultivos de tomate y judía verde en 

fertirrigación. 
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COMPARISON OF TWO ANALYTICAL METHODS FOR THE 

EVALUATION OF THE COMPLEXED METAL IN 
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3. Comparison of two analytical methods 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Comparison of two analytical methods for the evaluation 

of the complexed metal in fertilizers and the complexing 

capacity of complexing agents. 

 

 

 

 

pag 

 

3.1. Abstract 43 

3.2. Introduction 43 

3.3. Material and Methods 46 

3.3.1. Chemical and Reagents 46 

3.3.2. Fertilizers 46 

3.3.3. Soluble metal analysis 49 

3.3.4. Complexed metal analysis 50 

3.3.4.1. CEN method 50 

41 



3. Comparison of two analytical methods 

3.3.4.2. AOAC modified method 50 

3.3.5. Effect of the organic matter removal and matrix modifier 

addition on AOAC modified method 51 

3.3.6. Removal of organic compounds, matrix modifier and element 

quantification 51 

3.3.7. Global interlaboratory trial 52 

3.3.8. Metal complexing capacity analysis 52 
 

3.4. Results and Discussion 53 

3.4.1. Comparison of two methods for complexed metal determination 53 

3.4.2. Effect of the organic matter removal and matrix modifier 

addition on AOAC modified method 57 

3.4.3. Global interlaboratory trial 58 

3.4.4. Complexing capacity 59 

  

42 



3. Comparison of two analytical methods 

3.1. ABSTRACT 

 The aim of this research is to develop an analytical methodology for the 

determination of complexed element on fertilisers and then, to obtain an adequate 

criteria for the inclusion of this products on European Regulations on Fertilisers. 

In this paper we compare the CEN method EN 13366:2001, based in the 

retention of the cations into a sulfonated resin and an AOAC modified method based on 

the precipitation of the inorganic forms at pH 9. A limited interlaboratory trial was 

carried out to demonstrate the applicability of the AOAC modified method and to study 

the effect of the removal of organic compounds and the addition of a matrix modifier 

solution before the element quantification. Then, a global interlaboratory trial was 

developed to evaluate the validation and quality parameters of the method. 

 As a second objective, the AOAC modified method was applied to the 

determination of the complexing capacity of complexing agents based on lignosulfonates 

and aminoacids.  

 The AOAC modified method was the choice methodology since it is adequate for 

the determination of complexing capacity of micronutrients in fertiliser. 

 

3.2. INTRODUCTION 

In Mediterranean Agriculture, micronutrient deficiencies are usually corrected 

using synthetic chelates or either natural or synthetic complexes (Lucena, 2003). Iron 

chlorosis is a problem in areas of calcareous and/or alkaline soils (Pestana et al., 2003) 

and the lack of zinc (Thind et al., 1990) and manganese constitutes an important problem 

too, due the low solubility of these elements in such as soils. 
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The use of synthetic chelates derived from polyamine-carboxylic acids is the 

most common and efficient agricultural practice to treat iron chlorosis and other 

micronutrient deficiencies (Álvarez-Fernández et al., 2005) but it is an expensive 

practice only used in cash crops. However, complexes are cheaper (2-4 € Kg-1) than 

synthetic chelates (6-12 € Kg-1) so they can be used in a larger number of crops despite 

their lower efficacy.  

Complexes are obtained by complexation of the micronutrients with natural 

substances or biosolids in order to increase their availability to plants. Complexing 

agents normally used are lignosulfonates, aminoacids, organic acids, gluconates and 

humates, etc. Aminoacids extracts are mainly obtained from acid or enzymatic partial or 

total hydrolysis of polypeptides from animal processing industries. Lignosulfonates are 

by-products of the paper industry and gluconates are obtained by enzymatic oxidation 

(glucose oxidase and catalase) from glucose (Lantero and Shetty, 2005). Organic acids 

(mainly phenolic, acetic and carboxilyc acids) are from different sources, mainly food 

industry residues such as potato juice. 

The number of products containing synthetic chelates in the Spanish market is 

553 in 2007 (Liñán, 2007) while the number of products containing complexes is 299 

(150% more than in 1990). In 2007, lignosulfonates and gluconates were the preferred 

complexing agents used to form complexes (42% and 21% of the total number of 

products marketed, respectively). The commercialization of products containing 

aminoacids has slightly decreased along the years. Flavonoids only represent 0.3% of the 

total number of complexes marketed in 2007.  

Despite the widespread use of complexes, and due to the lack of knowledge, the 

European regulations on Fertilisers do not list the complexing agents allowed to complex 

micronutrients. Most of these products, mainly the natural ones, have a variable chemical 

structure, since the raw materials from which they are obtained may vary with time. 

Also complexing agents are generally by-products of plant or animal processing 

industries, so they are a complex mixture of compounds with similar functional groups 
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but with variable complexing ability. Then its classification is difficult. Moreover, 

despite the concentration of the complexed element is one of the quality indexes 

required by the European and national Regulations, there is not analytical methodology 

available to determine the amount of the element complexed that is present in 

commercial products. In recent years, a lot of effort has been directed in providing 

analytical methods for the quantification of synthetic chelates (Lucena et al., 1996, 

García-Marco et al., 2006, EN 13368-2:2006), but not on complexes. As a consequence 

the quality of the synthetic chelates has improved considerably in the last years (García-

Marco, 2005). In order to identify and characterize different complexing agents, 

different methodologies can be use (HPLC for aminoacids (Pfeifer et al., 1983), infrared 

for lignosulfonates (Karklins, 1981) and humates (Stevenson and Goh, 1971)). As far as we 

know there are no specific methods for the quantification of the element complexed by 

aminoacid extracts. For the quantification of metal chelated by humates, separation by 

coupled ion exchange column followed by detection by ICP-MS or cold vapour atomic 

fluorescence spectrometry (Appelblad et al, 1999) may be used. For the determination 

of the distribution of different elements among the molecular fractions of humic 

substances, size exclusion chromatography coupled on-line with UV–Vis 

spectrophotometry and ICP-MS (Sadi et al., 2002) or FAAS detection (Pérez-Sanz et 

al., 2006) methods are published. Also, gel permeation chromatography follow the ICP-

AES or FAAS determination has been used for lignosulfonates (Brandt, 1991).  

These methods apply to single complexing agents and are difficult to develop in a 

quality control of fertilizers program. However, for the determination of the complexed 

metal in a wide type of fertilizers, a sole and simple method that differentiates the 

complexed and the free forms of the metals should be used.  

Therefore, the aim of our study is to present an experimental method for the 

determination of the complexed micronutrients in commercial fertilisers. We compare 

the CEN method (EN 13366:2001), with a precipitation one that is a modification of 

AOAC method (Official Method 983.03). For the validation of the new methodology, a 
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limited interlaboratory trial was carried out. In this test, the necessity of removal the 

organic compounds and addition of the matrix modifier solution was studied. Once the 

conditions for the application of the AOAC modified method were set, a global 

interlaboratory trial was carried out to evaluate the quality of results obtained and to 

determine the validation parameters for the analytical method. 

Also, as a second objective, the proposed method was tested for its application 

in the quantification of the complexing capacity of ligands (lignosulfonates and 

aminoacids) in order to provide an adequate criterion for the inclusion of these products 

as complexing agents in European regulations on fertilisers. 

 

3.3. MATERIALS AND METHODS 

3.3.1. Chemical and reagents 

All reagents (in particular FeSO4·7H2O, ZnSO4·H2O, CuSO4·5H2O and 

MnSO4·H2O used to form the complexes and titrate the complexing agents; HNO3, HCl, 

NaOH, H2O2, used in the extraction of the soluble or complexed elements or to remove 

the organic compounds; and HCl, CsCl and LaNO3 in the matrix modifier solution) and 

standards (EDTANa2, Titriplex III, Merck, and FAAS standards) were of recognized 

analytical grade. All water used for the preparation of reagent, standard or fertilizer 

solutions conforms to ISO 3696 (1987), grade I and free of organic contaminants. 

3.3.2. Fertilizers 

Complexing agents used were mainly lignosulfonates (LS) and aminoacids (AA). 

Solid NaLS1 (sodium lignosulfonate from fir, Germany and Norway) and NaLS2 (American 

modified sodium lignosulfonate) were provided by BASF-CURTEX (Tarragona, Spain) and 

their characteristics are shown in the table 3.1. The aminoacid extracts (AA) were 

provided by Bioibérica (Barcelona, Spain) and their characteristics are shown in the 
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table 3.2. In order to establish their complexing capacity 100 g L-1 lignosulfonates 

solutions were prepared. Aminoacid extracts were directly used.  

 Table 3.1. Chemical composition of the lignosulfonate products 
NaLS1 and NaLS2  

 

 

 

Analysis NaLS1 NaLS2 

Water content (g·Kg-1)1 75 37 

Lignosulfonates (g·Kg-1)2 677 348 

C3 (g·Kg-1) 450 305 

H (g·Kg-1) 46.3 30.2 

N (g·Kg-1) 1.4 0.6 

S (g·Kg-1) 57.5 101.1 

Na4 (g·Kg-1) 69.8 180.8 

K (g·Kg-1) 21.1 19.7 

Ca (g·Kg-1) 1.1 0.09 

Mg (g·Kg-1) 0.05 0.06 

Fe (mg Kg-1) 316 170 

Cu (mg Kg-1) 2.78 1.91 

Mn (mg Kg-1) 5.41 5.42 

Zn (mg Kg-1) 2.15 3.30 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 determined by weight loss at 105ºC 
2  Joyce and Kleinert, 1957 
3 Elemental Analysis. Elemental Analyzer LECO CHNS-932.  
4 Dissolution, filtration, mineralization and FAAS determination. 
 

Fe(II)LS1, Fe(II)LS2, Zn(II)LS1, Zn(II)LS2, Cu(II)LS1, Cu(II)LS2, Fe(II)AA1, 

Fe(II)AA2, Zn(II)AA1, Zn(II)AA2 complexes, used for the comparison of the AOAC 

modified and CEN methods, were prepared from the lignosulfonates (NaLS1, NaLS2) and 

aminoacid extracts (AA1 and AA2) after addition of the appropriate amount of metal 

solution (200 g L-1 FeSO4·7H2O or 100 g L-1 ZnSO4·H2O or CuSO4·5H2O) to lignosulfonate 

solutions (100g L-1) or aminoacid extracts.  

Also complexes of a humate with Fe(II), Fe(III), Cu(II), Co(II) and Zn(II) were 

used for the comparison of the methods. EDTA complexed at various percentages (25%, 

50%, 75% or 100%) with Fe(III), Cu(II), Co(II) and Zn(II) were prepared as reference. 
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Table 3.2. Chemical characterization of aminoacids extracts (AA1, AA2, AA3 and AA4). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analysis AA1 AA2 AA3 AA4 

Free aminoacids1 (g Kg-1) 191 57 69 47 

Total aminoacids1 (g Kg-1) 267 248 114 57 

Hydrolysis degree1 (%) 71.8 23.0 60.3 81.8 

Total N1 (g Kg-1) 56 42 14 11 

α-aminic N1 (g Kg-1) 27.6 13.4 11.2 7.7 

Ammonium N1 (g Kg-1) 4.29 2.29 0.86 0.95 

Total P1 (g Kg-1) 1.57 0.47 0.69 0.10 

      1Official Methods of Analysis (MAPA, 1994) 

 

Table 3.3. Characteristics of products used in the limited interlaboratory trial. 

Sample Complexing agent Element 
Soluble element 
concentration   

(g Kg-1) 

FeAA3 Aminoacid Fe 53 ± 3 

ZnAA3 Aminoacid Zn 58 ± 10 

AA multi Aminoacid 

Fe 
Zn 
Mn 
Cu 

4.1 ± 0.5 
5.0 ± 1.2  
5.0 ± 1.0 
4.1 ± 0.7 

GA multi Gluconate 
Fe 
Zn 
Mn 

12 ± 2 
17 ± 2 
11 ± 1 

FeGA Gluconate Fe 88 ± 10 

FeLS3 Lignosulfonate Fe 120 ± 2 

ZnLS3 Lignosulfonate Zn 120 ± 13 

Fe-CuH Humate Fe 
Cu 

3.1 ± 0.4 
2.9 ± 0.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The humic system used in the preparation of the complexes was a humic acid 

extracted from leonardite using the International Humic Substances Society (IHSS) 
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methodology (Garcia-Mina et al., 2006). The main composition of the purified humic acid 

was: 585 g Kg-1 C, 14.6 g Kg-1 N, 26.9 g Kg-1 H, 258 g Kg-1 O, 0.1 g Kg-1 P, 9.9 % S, 10.2 g 

Kg-1  Fe, and 9.5 g Kg-1 Al. The contents of C, H, and N were obtained using elemental 

analysis (LECO CHN 2000), whereas the contents of P, S, Fe, and Al were obtained by 

ICP-OES spectrometry (Thermo Elemental Co. Iris Intrepid II XDL). The content of O 

was calculated by difference. The main acidic functional group concentration, obtained 

using potentiometric analysis as described below was: 1.98 mmol g-1 humic acid of 

carboxylic groups and 1.18 mmol g-1 humic acid of phenolic groups. 

 In the limited interlaboratory trial the commercial complexes used were: 

lignosulfonates (FeLS3 and ZnLS3), aminoacids (FeAA3, ZnAA3 and AA multicomponent), 

gluconates (FeGA and GA multicomponent) and one humate (Fe-CuH). Their composition is 

given in table 3.3. 

Table 3.4. Characteristics of products used in the global interlaboratory trial. 

Sample Complexing agent Element 
Soluble element  

concentration (g Kg-1) 

ZnOA Organic acid Zn 47 ± 2 

FeLS4 Lignosulfonate Fe 54 ± 2 

ZnLS4 Lignosulfonate Zn 76 ± 4 

FeGA2 Gluconate Fe 62 ± 6 

MnGA Gluconate Mn 78 ± 4 

 

 In the global interlaboratory trial the products used were: organic acid (ZnOA), 

lignosulfonates (FeLS4 and ZnLS4) and gluconate (FeGA2 and MnGA). Their 

characteristics are shown in table 3.4. 

3.3.3. Soluble metal analysis 

Determination of soluble element was made in all the complexes using the 

European Official method for fertilizers (method 9.2. EC 2003/2003 Regulation). In 
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brief, 5g of each product was shaken with 400 mL of Type I water during 30 minutes 

and then the volume was made to 500 mL. Solutions were filtrated. The soluble element 

in the fertilisers was determined after removal of organic compound (method 9.3. EC 

2003/2003 Regulation) to allow the assessment of the element by Flame Atomic 

Absorption Spectroscopy (FAAS) without interference. 

3.3.4. Complexed metal analysis 

3.3.4.1. CEN method 

 The CEN method was applied in accordance with EN 13366. Five grams of each 

one of the commercial products were extracted for 30 minutes with water and then the 

volume made up to 500 mL with water and filtered. The conductivity was measured with 

a Crison micro CM 2200 conductivity meter. When the conductivity was higher than 1.5 

dS m-1, the samples were diluted. Fifteen millilitres of sample were place into a 100 mL 

beaker and adjusted to pH 7.0 with HNO3 0.1 M or NaOH 0.1 M. The solution was 

transferred to a 100 mL volumetric flask and diluted to the mark with Type I water. An 

aliquot of 25 mL was placed  with an amount of resin corresponding to 2.5/CEC of wet 

sodic resin (Amberlite IR-120 Plus, Sigma) in a polyethylene recipient, protected with 

aluminium foil to avoid light exposure, and was shaken at 30-40 s-1 for 4 hours. Samples 

were filtered and transferred to a 100 mL volumetric flask and made to volume with 

Type I water. The complexed element content was determined by FAAS after removal 

of the organic compounds (except for EDTA references and humate samples). 

3.3.4.2. AOAC modified method 

This method is based on AOAC Official Method 983.03 (1983). In brief 5 g of 

each of the complexes were dissolved in Type I water and volume made up to 500 mL. 

Two drops of H2O2 (33%, P.A.) were added to 20 mL of sample solution and pH rise to 9.0 

with NaOH 0.5M (pH 10 in the EDTA and the humate complexes). pH was risen again to 

9.0 after 30 minutes and the beaker stopped with parafilm. The solution was let to stand 
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for one day in dark. After, the pH was readjusted to 9.0 and the samples were 

transferred to a 100 mL volumetric flask and dilute to the mark with Type I water. 

These solutions were filtrated through 0.45 μm Millipore filter. If precipitation was 

observed then samples were centrifuged at 7500 min -1 at 15-25ºC for 10 minutes before 

filtration. 

The complexed element in the fertilisers was determined after removal of 

organic compound (except for EDTA references and humate samples) to allow the 

assessment of the element by FAAS. 

3.3.5. Effect of the organic matter removal and matrix modifier addition on AOAC 

modified method 

A limited interlaboratory trial with four laboratories was carried out in order to 

demonstrate the applicability of the AOAC modified method. Commercial samples (table 

3.3) were sent to the participating laboratories for the determination of the soluble and 

complexed (AOAC modified method) elements and they were indicated to analyze two 

replicates. Each laboratory performed the final quantification following their own 

analytical procedures. Since variability was high, the effect of the removal of the 

organic compounds before the quantification and the addition of a matrix modifier for 

the quantification by FAAS were studied for all the samples considered using the AOAC 

modified method. Data were statistically evaluated using analysis of variance (α=0.05) in 

order to find significant differences among methods. The parameters RSDr and RSDR 

for each method were obtained too.  

3.3.6. Removal of organic compounds, matrix modifier and element quantification 

Removal the organic compound was made in accordance with method 9.3. (EC 

2003/2003 Regulation) using H2O2 (33% w/v) and HCl 0.5M for the digestion of the 

samples and 0.5% La as La(NO3)3, 0.2% Cs as CsCl and 5% HCl as matrix modifier.  
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Micronutrients were quantified by FAAS using a Perkin Elmer Analyst 800 

spectrophotometer with a hollow cathode lamp, with wavelengths and slit widths as 

recommended and a spoiler. 

3.3.7. Global interlaboratory trial 

Once the conditions for the application of the AOAC modified method were set, 

an interlaboratory test organized by the Grupo de Trabajo Sectorial de Fertilizantes 

(Spanish Ministry of Agriculture, Fisheries and Food) with seven participating 

laboratories was carried out to evaluate the quality of results obtained in previous 

experiments and to determine the validation parameters for the analytical methods 

used. Two replicates of soluble and complexed element were carried out by each 

participating laboratory. The soluble and complexed elements were measured by FAAS 

after the removal of organic compounds and the addition of the matrix modifier solution. 

The characteristics of the commercial products sent to the laboratories are shown in 

table 3.4. Statistical analysis was performed following ISO 5725-2:1994. 

3.3.8. Metal complexing capacity analysis 

The complexing capacity of different ligands was studied using a titration 

technique and the AOAC modified method. Increasing volumes (from 1 to 25 mL) of 200 

g L-1 solution of FeSO4·7H2O, and 100g L-1 solutions of ZnSO4·H2O, MnSO4·H2O and 

CuSO4·5H2O were added over 20 mL of complexing agent solutions (100g L-1 NaLS1 and 

NaLS2 and directly commercial products AA1, AA2, AA3 and AA4) and the complexed 

element determined by the AOAC modified method were assessed by FAAS after the 

removal of the organic compounds by digestion and addition of the matrix modifier. 
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3.4. RESULTS AND DISCUSSION 

3.4.1. Comparison of two methods for complexed metal determination 

 The percentage of complexed element respect the soluble element determined 

by both methods is presented in figure 3.1 to 3.4. Results obtained for EDTA reference 

samples are similar in the AOAC modified and CEN methods for all elements studied, 

except for Cu where CEN method obtained higher amounts of complexed element, and 

correspond adequately with the calculated percentage of complexation of the reference 

samples. These results were as expected since both methods are described for 

synthetic chelates. For humates, the results obtained using both methods are similar 

too, except for Zn and Co (figure 3.2 and 3.4), where 70% of the soluble Zn and 80% of 

soluble Co are considered complexed according the CEN method. 

Only Fe and Zn were evaluated as soluble and complexed element for 

lignosulfonates and aminoacids. For lignosulfonates, CEN method give a slight lower 

percentage of complexed Fe than the AOAC modified method, but, in the case of Zn 

complexation, differences between methods are higher. For aminoacids the results 

showed a high difference between both methods. Assayed aminoacid extracts are weak 

complexing agents for Fe and Zn, but always the CEN method provided lower values.  

CEN and AOAC modified method should offer equivalent results because in both 

methods the element that is not present in a neutral or negative complex is retained or 

precipitated. However, the chemical reaction in both methods can be more or less 

displaced toward the element retention or precipitation depending on the conditions. In 

CEN method the adsorption process is unspecific, but the sulfonic groups that are 

present in elevated concentrations in the resin can also act as complexing agents for 

metals (surface complexation) (reaction 1) favouring the release of the metal from the 

complex (reaction 2) producing a partial destruction of the complex: 

Mn+ + Resin-SO3
- → [Resin-SO3-M(n-1)+ ] (1) 
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ML(n-y) → Mn+ + Ly- (2) 

 This displacement should be nil in the case of strong complexes such as 

the EDTA ones, but of importance for weak complexes.  

Something similar should happen in the AOAC modified method: the precipitation 

(reaction 3) can favour the displacement of the complex (reaction 2) 

Mn+ + nOH- → M(OH)n (3) 

Since the displacement in the case of the CEN method is larger, the retention 

reaction (reaction 1) should be more displaced to the formation of products that in the 

case of the precipitation (reaction 3) indicating a higher affinity of the metals by the 

resin than for the precipitation reaction. Weak complexed are used in Agriculture in 

foliar applications and other purposes so the CEN method seems to be not adequate for 

this type of complexes. Moreover, if the formed complexes are not neutral or negative, 

they can be retained by the resin and then not quantified as complexed elements by the 

CEN method. Hence, the CEN method may not evaluate the total amount complexed 

element, so it is considered less adequate than the AOAC modified. 

AOAC modified method can also produce slight displacement of the metals, 

mainly because pH is fixed to 9, where the precipitation is favoured. Nevertheless, it 

seems more suitable for the determination of the complexed element, because the 

complex must be able to maintain the elements in adverse conditions and not only to the 

pH of products. Moreover, it is an index that does not depend on the ionic form of the 

complex, but on the stability of the complex at pH 9, and therefore may be applied to 

determine the complexed element and to compare different complexing agents. 

It has to be noted that the obtained value for the complexing capacity is an 

index, since metal and ligand exchange reactions (involving other ligands, metal 

complexes and other metals of the fertilizer) may occur during the analysis and 

therefore the total amount of complexed metal determined may differ from the original  
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Figure 3.1. Complexed iron determined using CEN and AOAC modified methods in EDTA, humate, aminoacid 
and lignosulfonate products  
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Figure 3.4. Complexed cobalt determined using CEN and AOAC modified methods in 
EDTA and humate products. 

Figure 3.3. Complexed copper determined using CEN and AOAC modified methods in
EDTA and humate products. 
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one. However, high pH conditions could well represent the situation that the complexes 

have to endure when they are applied in agronomic conditions.  

3.4.2. Effect of the organic matter removal and matrix modifier addition on AOAC 

modified method 

The results of the limited interlaboratory trial are shown in table 3.5. In general, 

the Relative Standard Deviation in repetitivity (RSDr) conditions and the Relative 

Standard Deviation (RSDR) in reproducibility conditions are quite high (average of RSDR 

= 30%). However it is important to note that for samples that comply with the Spanish 

Regulation RD 825/2005 (more than 50% complexed element) the variability is not so 

high for most of the samples (average of RSDR = 16%).  

 
 

Sample  Element 
Complexed Element 

g Kg-1 

% complexed element with 

respect soluble element 

RSDr 

% 

RSDR 

% 

FeAA3 Fe 0.2 0.4 7.9 123 

ZnAA3 Zn 12.3 21 13 28 

AA multi Fe 

Zn 

Mn 

Cu 

0.7 

3.1 

0.7 

4.6 

18 

62 

13 

112 

10 

9.4 

13 

0.7 

80 

20 

31 

4.7 

GA multi Fe 

Zn 

Mn 

11.1 

14.4 

11.4 

94 

83 

104 

1.8 

1.4 

1.6 

21 

36 

8.7 

FeGA Fe 78.6 89 1.5 5.3 

FeLS3 Fe 119 98 4.9 5.5 

ZnLS3 Zn 97.7 82 2.3 20 

Fe-CuH Fe 

Cu 

2.7 

2.6 

88 

90 

5.8 

2.3 

22 

16 

Table 3.5. Interlaboratory trial results. RSDr is the Relative Standard Deviation in repetitivity conditions 
and RSDR is the Relative Standard Deviation in reproducibility conditions. 
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Regarding the observed percentage of complexation (table 3.5), the aminoacids 

have a low complexing capacity for iron and manganese (0.4-18%), while gluconates have a 

good complexing capacity for Fe, Zn and Mn and lignosulfonates for Fe and Zn. The last 

two complexing agents present more that 50% of metal chelated, the minimum required 

for complexes in the Spanish Regulation. Copper and iron in the humate present low 

concentration of soluble element but the complexing capacity was satisfactory too. 

The metal complexed as determined by the AOAC modified method could be an 

adequate index of the complexed metal micronutrients Fe, Mn, Cu and Zn but due to the 

large RSDr and RSDR values the method need further standardization. Then the 

elimination of the organic matter and the addition of the matrix modifier solution before 

the determination by FAAS were studied. An ANOVA indicated that samples analyzed 

without the organic matter removal and without the addition of the matrix modifier 

presented significant (p<0.05) lower values than those were both sample preparation 

techniques were used. These differences were observed using a global statistical 

analysis (including all the elements and samples) but they were especially important for 

Zn analysis. The comparison between the addition or not of the matrix modifier in 

samples where the organic matter was removed by digestion, did not yield statistical 

differences. However, and due to the recommendation of the EC 2003/2003 Regulation 

(Method 9.4 Determination of micro-nutrients in fertiliser extracts by atomic 

absorption spectrometry) to use it we decide to propose the use of the matrix modifier 

solution in the modified AOAC method.  

3.4.3. Global interlaboratory trial 

Results obtained in the global interlaboratory trial using the AOAC modified 

method are shown in the table 3.6. For complexed Zn determination, the repetitivity and 

reproducibility of the method are good. 

The quality parameters obtained for the determination of the complexed iron are 

questionable. For FeGA2 the method is valid since none of the laboratories detected 
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appreciable amounts of complexed iron in the sample. The high values of RSDr and RSDR 

are consequence of the low value of complexed element that is near the quantification 

limit (0.7, 0.06 and 0.35 g Kg-1 for Fe, Mn and Zn respectively)  

Table 3.6. Global interlaboratory trial results of complexed element. RSDr is the Relative Standard Deviation 
in repetitivity conditions and RSDR is the Relative Standard Deviation in reproducibility conditions. 
 

Product 
Complexed Element 

g Kg-1 

% complexed element with respect 

soluble element 
RSDr % RSDR % 

ZnOA 44.7 96 0.6 2.5 

FeLS4 44.6 83 6.4 15.3 

ZnLS4 74.2 98 1.9 1.9 

FeGA2 3.50 6 23.6 36.7 

MnGA 70.9 91 4.5 17.4 

 

Results of complexed manganese present quite high reproducibility due the 

disagreement among laboratories. 

 In summary the AOAC modified method has been revealed more reproducible 

than the CEN method for the determination of complexed Zn in products based in 

complexing agents. However, this method is not completely satisfactory for the 

determination of complexed Fe and Mn due the high values of RSDr and RSDR obtained 

in the global interlaboratory trial. Moreover, the AOAC modified method give better 

results than CEN method. Then we proposed the use of the AOAC modified method until 

a better method is developed. 

3.4.4. Complexing capacity 

Since the AOAC modified method seems a suitable methodology for the 

determination of the complexed fraction in commercial products, this methodology, 

combined with a method of successive additions, has been proposed to evaluate the 

complexing capacity of lignosulfonates and aminoacids.  
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3.4.4.1. Lignosulfonates: 

Figure 3.5 shows the measured element versus added element.  The type of curve 

obtained correspond to that presented in figure 3.6.a that have a rising segment, which 

corresponds with the complexing process, followed of another decreasing that implies 

the coagulation of the material by the excess of metal. Also in table 3.7 the complexing 

capacity obtained from the intersection point of the two obtained lines is presented. In 

general large amount of elements can be complexed by the lignosulfonates and the 

degree of complexation (percentage complexed respect soluble element) is high.  

 Table 3.7. Complexing capacity of lignosulfonates with Fe, Zn and Cu. Data are referred to the amount 
of product or to the amount of lignosulfonate in the product  

 Fe 

 mol Fe Kg-1 product mol Fe Kg-1 Lignosulfonate % FeL/soluble Fe 

LS1 2.46  3.63 95 

LS2 2.96  8.51 97 

 Zn 

 mol Zn Kg-1 product mol Zn Kg-1 Lignosulfonate % ZnL/soluble Zn 

LS1 1.59 2.35  80 

LS2 2.12 6.69  64 

 Cu 

 mol Cu Kg-1 product mol Cu Kg-1 Lignosulfonate % CuL/soluble Cu 

LS1 2.87  4.24  95 

LS2 3.69  10.6  95 

 

3.4.4.2. Aminoacids:  

 In the titration of the aminoacid extracts two types of curves were observed. 

For Zn the one described in figure 3.6.b was the most common indicating a normal 

saturation curve with a slight coagulation effect. For Fe another type of curve (figure 

3.6.c.) with four phases has been normally observed: Initially (I), at low Fe/AA ratio 

exits a low of complexation of the metal. It seems that the strongest complexing places 
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for Fe in the aminoacid extract produces coagulation or precipitation of the polypeptide. 

With an increase in the Fe concentrations (segment II) the normal complexing process  
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Figure 3.5. Complexing capacity for lignosulfonates with Fe, Zn and Cu. 
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62 

has occurred, forming soluble complexes and Fe concentration measured increased. In 

the third phase (segment III) an increase in the addition of the metal does not imply 

more complexation, but the flocculation phenomenon is not important. Finally, an excess 

of iron created new complexing places, but they are weaker (low slope of the curve). It is 

 necessary to emphasize that th

the election of maximum criterion for the quantification of the complexing capacity 

(value with the maximum complexation in the phase III) that is somewhat arbitrary, 

instead of the one of the intersection of the lines. However this is not a handicap for 

the application of the method, since in all the cases, when this type of curve appears the 

amount of element complexed or the degree of complexation are lower than that 

expected for the EC and Spanish Regulations, so they can not be considered complexes

is second type of curves is the one that has motivated 

 

 be c

or the Spanish Regulation but in aminoacids the capacity of complexing metal is too low. 
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 The AOAC modified method combined with addition of metals solutions may 

provide a tool for the determination of complexing capacity in lignosulfonates and 

aminoacids. Lignosulfonates presents a good complexing capacity, higher than required 
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Figure 3.6. Types of titration curves observed for complexing agents with different metals. a) and b) 
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4.1. ABSTRACT 

Micronutrient and Ca deficiencies in Mediterranean Agriculture are usually 

corrected using synthetic chelates however or complexes. Despite the widespread use of 

complexes there is a lack of knowledge of their agronomic behaviour. Therefore the aim 

of this paper is to evaluate the complexes stability in solution with respect to pH and 

time, in concentrated nutrient solution and their reactivity with soils and soil materials. 

The efficiency of Ca and Zn complexes in foliar applications are also studied. In general, 

complexes present high stability in solution till pH 7-7.5 while interactions with soils and 

soil materials produce a high retention. The complexes have a high stability in solution 

with versus time and in concentrated nutrient solutions for irrigation systems. Zn 

complexes are effective in foliar applications; the effectiveness of the application of Ca 

complexes is low, as revealed the quantification of the Ca/K ratio in the cross section of 

the leaf by scanning electron microscopy. 

 

4.2. INTRODUCTION 

Micronutrient deficiencies occur in crops grown in calcareous soils and in acidic 

highly weathered soils. In these conditions, Fe, Mn and Zn deficiencies cause a low 

production of photosynthates (Miller et al., 1984) and proteins (Srivastava and Gupta, 

1996) decreasing crop yield and fruit quality. Calcium deficiencies are normally caused by 

a poor distribution along the plant and a calcium increase in the soil is not always 

effective. In fact, the Ca deficiencies can occur even in calcareous soils. 

In Mediterranean Agriculture, micronutrient and Ca deficiencies are usually 

corrected using synthetic chelates or either natural or synthetic complexes (Lucena, 

2003). The use of chelates derived from polyaminocarboxylic acids is the most common 

and efficient agricultural practice to treat iron chlorosis (Álvarez-Fernández et al., 

2005), although, for Zn deficiencies, sometimes chelates are no in effective. Moreover, 

chelates are an expensive practice and it’s only used in cash crops. However, complexes 

are cheaper, so they can be used in a larger number of crops despite their lower efficacy. 
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The number of products containing complexes commercialized in the Spanish market has 

increased more than three times in the last seventeen years (106 products marketed in 

1990 and 323 in 2007 (Liñán, 2007). Other advantage of natural complexing agents is 

that they are biodegradable, so they are more environmental friendly than synthetic 

chelates.  

Directive Community is studying the inclusion of these complexing agents in the 

fertilizer, however the Spanish Regulation, published in 2005 (R.D. 824/2005), include 

the list of complexing agents allowed for it’s used in fertirrigation and in foliar 

applications. These products are lignosulfonic acid, gluconic and heptagluconic acids, free 

aminoacids, citric acid and humic substances. 

Fertilizer can be applying to soils, in fertirrigation or by foliar sprays. For soil 

applications, high interactions are produced, but a high frequency and the localization of 

the applications may reduce element losses. In fertirrigation, fertilizers are added in 

soluble form and in low amounts but at high frequency. This process requires a localized 

application of the irrigation water and fertilizer (nutrient solution) (Resh, 1991). A 

nutrient solution has to pass different steps until it reaches the substrate (Medina San 

Juan, 1979). In general, nutrient solutions are prepared in acidic macronutrient fertilizer 

concentrates and then diluted with brackish and high HCO3- content waters. The final 

pH normally ranges between 4 and 6. The irrigation solution reaches substrates and when 

it is a calcareous substrate, the pH increases to 7-8.5. In foliar applications, fertilizers 

are added in solution and these products have to maintain the element in solution until 

their penetration through the cuticles. Then, fertilizers must have a good stability in 

solution for several days and maintain the element in solution in the pH range (around 5) 

which these products are applied.  

In general, the decrease of the soluble form of elements in the soil solution 

reduces the agricultural value of the soil applied fertilizers. That decrease may be due 

to both the low stability in solution and the sorption phenomena on soil surfaces. For 

synthetic chelates, factors that affect sorption include the type of product, time, pH, 
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salt concentration and soil texture (Norvell, 1991). Chelates stability in solution 

experiments and interaction with soils and soil materials are an useful tool to predict 

their chemical stability and their agronomic behaviour. For these reasons, in this paper, 

these experiments were carried out to evaluate the possible used of complexes. 

Despite the widespread use of complexes there is a lack of knowledge of their 

agronomic behaviour. Therefore the aim of this paper is evaluated the stability of iron 

and zinc complexes in different agronomic conditions and the reactivity with several 

soils and soil materials. For Zn and Ca complexes foliar applications to cucumber plants 

were also studied. Total element determination of the nutrient may result in byass due 

to the variability of the surface washing when fertilizers are applied in the leave. As an 

alternative technique, scanning electron microscopy has been used for the evaluation of 

the distribution of Ca and K through the cross section of the leaf treated with calcium 

complexes. 

 

4.3. MATERIALS AND METHODS 

4.3.1. Products 

 Products used in the different experiments are: lignosulfonates (LS), aminoacids 

(AA), gluconates (GA) and humates (H) and their chemical characteristics are described 

in table 4.1. Percentage of soluble element determined by the method 9.2 (EC 

2003/2003) and complexed element determined by the AOAC modified method (Villén 

et al., 2007) are included. 

4.3.2. Perdurability of commercial products. 

 This experiment was carried out, to evaluate Fe and Zn complexes stability in 

solution along time. Complexes solutions (Fe-LS1, Fe-LS2, Fe-GA, Fe-H3, Zn-LS1, Zn-AA 

and Zn-GA products described in table 4.1) of 2.0 10-3 M each element were prepared. 

The solutions were filtered through a 0.45 μm Millipore membranes and aliquots of 20 

mL were transfered into sterile polyethylene flasks, the pH was adjusted to 7.0 with 
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HCl or NaOH and volume was raised to 50 mL. The flasks were let to stand for 1, 2, 3, 4, 

6, 8, 12 and 16 weeks at 25ºC. An aliquot was mineralized following method 9.2. (EC 

2003/2003 Regulation). Complexed element was determined by the AOAC modified 

method (Villén et al., 2207). 

Table 4.1. Characteristics of iron and zinc complexes used in the stability in solution with pH 
and time and in concentrated nutrient solutions, interaction with soils and soil materials and in 
perdurability experiments. 

Sample Element 
Soluble element 

(g Kg-1)1 
Complexed element 

(g Kg-1)2 
Percentage of complexation 
(% complexed element with 
respect soluble element) 

Fe-LS1 Fe 125 ± 1 114 ± 1 91 

Fe-LS2 Fe 56.2 ±0.1 48.8 ± 1.9 87 

Zn-LS1 Zn 132 ± 3 130 ± 1 98 

Zn-LS2 Zn 82.5 ± 1.7 80.4 ± 1.6 98 

Fe-AA Fe 57.5 ± 0.6 0.25 ± 0.01 0.43 

Zn-AA Zn 72.9 ± 2.2 20.7 ± 3.0 28 

Mn-AA Mn 60.5 ± 3.9 0.21 ± 0.03 0.35 

Cu-AA Cu 98.4 ± 1.9 23.6 ± 1.8 24 

GA-multi Fe 81.7 ± 1.2 80.3 ± 1.6 98 

Zn-GA Zn 20.8 ± 0.6 17.6 ± 0.35 85 

Fe-H1 Fe 3.08 ± 0.04 2.70 ± 0.06 88 

Zn-H2 Zn 54.8 ± 0.9 4.43 ± 0.47 8.09 

Fe-H3  Fe 70.4 ± 1.6 69.3 ± 2.1 98 

Zn-H3 Zn 109 ± 3 1.68 ± 0.15 1.54 

Fe-H4  Fe 7.64 ± 0.09 7.26 ± 0.04 94 

Zn-H4 Zn 5.88 ± 0.13 6.04 ± 0.26 102 

Mn-H4 Mn 6.28 ± 0.06 6.34 ± 0.17 101 

1 European Official method for fertilizers (method 9.2. EC 2003/2003 Regulation). 
2 Complexed element (Villén et al., 2007). 
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4.3.3. Reactivity of complexes 

 To test the amount of soluble Fe and Zn that can be available to plants in 

different agronomic conditions, several experiments were carried out following the 

method described by Álvarez-Fernández, et al. (2002). In general, complexes were let to 

interact (three replicates) in solutions or with soil and soil materials (see bellow specific 

procedures). For all experiments blanks of complex solutions and blanks of soils and soil 

materials were prepared. Samples were made for triplicate. Interactions were made in 

the dark to avoid the possible photodecomposition of the complexes in the light. After 

the time considered, supernatants of the samples were filtered through a 0.45 µm 

Millipore membrane and pH was measured using an Orion Research Ion Analyzer (EA920). 

A 0.2 mL aliquot of 6.0 M HCl was added to 2.0 mL each filtrate and the soluble Fe and 

Zn were quantified by Atomic Absorption using a Perkin Elmer Analyst 800 

spectrophotometer. For the experiment in nutrient solution Mn and Cu were also 

measured. 

4.3.3.1. Effect of pH and Ca2+: five millilitres of 2.0 10-3 M Fe and Zn complexes 

solutions (Fe-LS1, Fe-AA, GA-multi, Fe-H1, Zn-LS1, Zn-AA, ZnGA and Zn-H2 products 

described in table 4.1) were added to 25 mL type I water and 5 mL of 10-2 M buffer 

solution (HEPES, MES, CAPS, AMPSO) and 10-1 M CaCl2. Then pH was adjusted to 5.0, 

6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 or 12.0 with HCl or NaOH and volume raised to 50 mL. 

Samples were placed in a shaker bath at 25ºC and 56 min-1 for 3 days. 

4.3.3.2. Stability in nutrient solution: In commercial greenhouses, the nutrient 

solutions are prepared concentrated and used diluted with the irrigation water. So, the 

stability of complexes in concentrated solutions was studied. Ten one-hundred times 

concentrated micronutrient solutions (see table 4.2 for composition) were prepared in 

irrigation water (0.1 g L-1 CaCO3 and NaHCO3). Five millilitres of each product were 

dissolved in 50 mL of irrigation water. The final micronutrient concentrations were 

corresponding to one hundred times concentrate of the normal Hoagland nutrient 

solution (mM): Fe 10, Mn 0.456, Zn 0.154 and Cu 0.0315. 
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Table 4.2. Composition of the micronutrient solutions used in the experiment (product 
characteristics are shown in table 4.1). 

Nutrient 
solution Fe Zn Mn Cu 

NS1 Fe-LS1 ZnSO4 MnSO4 CuSO4 

NS2 Fe-LS1 Zn-LS1 MnSO4 CuSO4 

NS3 Fe-LS2 Zn-LS2 Mn-LS2 Cu-LS2 

NS4 Fe-LS2 ZnSO4 MnSO4 CuSO4 

NS5 Fe-AA ZnSO4 MnSO4 CuSO4 

NS6 Fe-AA Zn-AA Mn-AA Cu-AA 

NS7 Fe-H3 Zn-H3 MnSO4 CuSO4 

NS8 Fe-H4 ZnSO4 MnSO4 CuSO4 

NS9 Fe-H4 Zn-H4 Mn-H4 CuSO4 

NS10 GA-multi GA-multi GA-multi GA-multi 

 

4.3.3.3. Interaction with soil and soil materials: An amount of materials (table 4.3) 

was allowed to interact with 5mL of 4.0 10–4 M solutions of complex solutions (products 

described in table 4.1) and 5 mL of 2.0 10–2 M CaCl2 and 2.0 10-3 M HEPES (pH=8) in 

sterile polyethylene flasks. The materials have been elsewhere described (see annex 1). 

The flasks were shaken at 56 min-1 for 1 hour, and then were allowed to stand for 3 days 

in a thermostatized incubator at 25 °C. 
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Table 4.3. Weight of soils and soil materials used in 
the interaction test. Their chemical characteristic are 
show in support information 

Soil or soil material Weigh (g) 

Peat 0.2 

Ca-Montmorillonite 0.2 

Illite 0.2 

Ferrihydrite 0.1 

Sudanell soil 2.0 

Carlet soil 2.0 

StCS (Standard Calcareous Soil) 2.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.4. Efficiency to provide Ca and Zn to cucumber plants. 

4.3.4.1. Plant experiments: Cucumber (Cucumis sativus L. cv. Ashley) plants were 

obtained from cucumber seeds germinated in standard seed germination papers. The 

bottom of the rolled papers were placed in a macronutrient solution with the following 

composition (mM): 1.0 Ca(NO3)2, 0.9 KNO3, 3.0 MgSO4, 0.1 KH2PO4 in the growth 

chamber for 7 days with a light/dark regime of 16/8 h, 30/25ºC temperature and 

50/70% of humidity. The stems of two plants were wrapped together with foam and 

placed in 2 L polyethylene vessels (3 holes for lid, 6 plants per pot).  

For Zn deficiency, plants grew during 3 days in a continuously aerated solution of 

the following initial composition: macronutrient solution as before; cationic 

micronutrients (�M) (full buffered micronutrient nutrient solution) 10.0 EDDHA/Fe3+, 

2.5 MnSO4, 1.0 CuSO4, 10.0 ZnSO4, 1.0 NiCl2, 1.0 CoSO4, 115.5 Na2EDTA, 231 KOH; and 

anionic micronutrients (μM) 35.0 M NaCl, 10.0 H3BO3 and 0.05 Na2MoO4. The pH was 

buffered at 7.5 with 1.0 10-4 M HEPES. After this time, the cationic micronutrient 

solution was changed for the following one (μM): 10.0 EDDHA/Fe3+, 2.5 MnSO4, 1.0 

CuSO4, 1.0 NiCl2, 1.0 CoSO4, 105.5 Na2EDTA and 231 KOH. 
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For calcium deficiency, the nutrient solution used since transplanting was: 

macronutrients (mM) 0.25 Ca(NO3)2, 1.4 KNO3, 0.3 MgSO4, 0.1 KH2PO4, 0.8 NaNO3; and 

the full buffered micronutrient and anionic micronutrient solution and pH 7.5 buffer. 

Water was added every two days and the solution renewed every week.  

Zn and Ca foliar applications were made 9, 16 and 23 days after transplanting. Zn 

(0.25 mg Zn mL-1) was applied as Zn-LS1, Zn-GA, Zn-AA, Zn-H4 products (described in 

table 4.1) or ZnCl2 and Ca (0.25 mg Ca mL-1, 2.5 mL per two plants) as Ca-LS (soluble Ca 

14.4%), Ca-AA (8.0%), Ca-GA (8.4%), Ca-H (8.5%)) products or CaCl2. Nutrient 

concentrations were taken according to manufactures recommendations. Three 

replications were prepared for each treatment and five for the control (hydroponics 

complete nutrition). 

Whole plants (a pair of plants) were sampled 16, 23 and 30 days after 

transplanting. The sampled roots and leaves were separated and washed first with Tween 

80 in 0.1 M HCl for 10 seconds (Álvarez-Fernández et al., 2001), and then with abundant 

distilled water, weighted and dried. Macro and micronutrients were determined in leaves 

and roots after dry digestion procedure by AAS. 

4.3.4.2. Scanning electron microscopy: Leaves treated with Ca complexes were 

washed and dried. A small square of the central part of the leaves was cut with a scalpel. 

An epoxidic resin (EPO-150, CTS, Madrid. Spain) mixed with the catalyst (K-151, CTS, 

Madrid. Spain) in a 100/25 g proportion was added to polyethylene flasks and to let 

stand for 30 minutes. Then, the fragment of leaf was place over the resin and vacuum 

was applied for 30 minutes. The rest of the resin was added and the polyethylene flasks 

were placed in the stove at 60º C for 24 h. 

 When resins were completely hardened, they were cut in fragments of 0.5 cm2 

approximately, allowing cross section of the leaf to show up. The faces with the cross 

section of the leaf were polish consecutively with 15, 9 and 3 μm sandpaper. Then, 

fragments were sprayed with N2 and washed into an ultrasound bath with hexane during 
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1 minute. After, the hexane was removed and the hexane wash was repeated once again. 

A Sputter Coater SC502 was employed to cover with gold. 

The distribution of Ca and K through the cross section of the leaf treated with 

calcium complexes was determined with a scanning electron microscopy Philips XL30, 

connected to EDAX DX4i analyzer. 

Data were processed using the Statistical Package Social Science PC 13.0. Duncan’s 

multiple range test (α = 0.05) was used to test for differences among means. 

 

4.4. RESULTS AND DISCUSSION 

4.4.1. Perdurability of commercial products. In table 4.4 and 4.5 the percentage of 

soluble and complexed element for Fe and Zn complexes are shown. For Fe-LS1, Fe-LS2, 

G-multi and Zn-LS1, the amount of soluble and complexed element present in solution are 

high and constant with time. Fe-H3 has a good level of soluble Fe, but the percentage of 

complexed Fe is very low. For Fe-AA soluble and complexed element are low for all the 

periods of time studied. In the case of Zn-AA, the concentration of soluble element is 

high for the first 21 days and then, begins to decrease with time; however, the 

concentration of complexed Zn is low and constant with time. 

 Results of soluble and complexed element in solution are constant with time along 

the experiment for all the products, except for Zn-AA. Moreover, during the 

experiment, pe values were also measured (data not shown) and they are constants for 

the times studied and demonstrated that microbial degradation is not a key factor.  

 In summary, lignosulfonates and gluconatos are stable complexes verus time while 

humates and aminoacids may have problems of stability or percentage of complexation.  
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Time (days) 7 14 21 28 42 56 84 112 

 Soluble element (mM) 

Fe-LS1 0.64 ± 0.01 0.62 ± 0.01 0.67 ± 0.00 0.63 ± 0.01 0.66 ± 0.02 0.66 ± 0.00 0.65 ± 0.03 0.70 ± 0.04 

Fe-LS2 0.66 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.72 ± 0.03 0.65 ± 0.00 0.66 ± 0.01 0.70 ± 0.01 0.69 ± 0.04 0.71 ± 0.00 

Fe-AA 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

G-mult 0.62 ± 0.01 0.59 ± 0.00 0.66 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.64 ± 0.00 0.65 ± 0.00 0.67 ± 0.02 0.69 ± 0.01 

Fe-H3 0.65 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.69 ± 0.03 0.64 ± 0.01 0.66 ± 0.02 0.64 ± 0.04 0.64 ± 0.04 0.64 ± 0.00 

 Complexed element (mM) 

Fe-LS1 0.70 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.65 ± 0.00 0.64 ± 0.01 0.66 ± 0.01 0.67 ± 0.01 0.68 ± 0.02 0.67 ± 0.01 

Fe-LS2 0.70 ± 0.01 0.64 ± 0.01 0.66 ± 0.02 0.65 ± 0.01 0.68 ± 0.00 0.71 ± 0.00 0.69 ± 0.02 0.66 ± 0.03 

Fe-AA 0.01 ± 0.01 0.02 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.04 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.02 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

G-multi 0.66 ± 0.01 0.54 ± 0.02 0.62 ± 0.01 0.61 ± 0.00 0.66 ± 0.01 0.64 ± 0.01 0.66 ± 0.01 0.63 ± 0.02 

Fe-H3 0.06 ± 0.03 0.03 ± 0.02 0.01 ± 0.01 0.14 ± 0.03 0.00 ±  0.00 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.04 0.00 ± 0.00 

Table 4.5. Concentration (mM) of soluble and complexed element for different Fe complexes and at different times. Results are means ± SD (n = 3). 
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Table 4.6. Concentration (mM) of soluble and complexed element for different Zn complexes and at different times. Results are means ± SD (n = 3). 

Time (days) 7 14 21 28 42 56 84 112 
 Soluble element (mM) 

Zn-LS1 0.58 ± 0.00 0.57 ± 0.02 0.55 ± 0.02 0.58 ± 0.00 0.57 ± 0.00 0.59 ± 0.00 0.62 ± 0.01 0.61 ± 0.02 

Zn-AA 0.60 ± 0.00 0.59 ± 0.00 0.58 ± 0.01 0.28 ± 0.08 0.14 ± 0.03 0.16 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.11± 0.03 

Zn-GA 0.65 ± 0.01 0.65 ± 0.00 0.62 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.62 ± 0.01 0.64 ± 0.00 0.63 ± 0.01 0.63 ± 0.02 

 Complexed element (mM) 

Zn-LS1 0.53 ± 0.01 0.51 ± 0.01 0.52 ± 0.02 0.55 ± 0.10 0.56 ± 0.01 0.55 ± 0. 01 0.59 ± 0.01 0.61 ± 0.01 

Zn-AA 0.03 ± 0.00 0.02 ± 0.01 0.03 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.01 

Zn-GA 0.03 ± 0.00 0.02 ± 0.01 0.03 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.01 
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4.4.2. Reactivity of complexes 

4.4.2.1. Effect of pH and Ca2+: Figure 4.1 shows the percentage of elements 

remaining in a 0.1 M CaCl2 solution respect to pH. Due the high variability between final and 

initial pH, results are presented versus final pH. 

 For Fe-LS1 (figure 1a), the percentage of iron remaining in solution is around 80-

85% until pH 6.5. At high pH, there is a decrease and Fe in solution and it’s near 38 % at pH 

9 and 5% at pH 10. The percentage of Fe remaining in Fe-AA decreases to 12% at pH 3 and 

at higher pH, iron recovery is practically nill. Fe-GA maintains around 40% of iron in solution 

at pH 5. Then, iron recovery reaches a minimum in the pH range of 5-7 and then, increase 

to 30% for pH higher than 11. The percentage of iron remaining in solution for Fe-H1 is 

lower than 10% at any pH. 

For Zn complexes (figure 1b), the amount of soluble element remaining in solution is 

higher than for Fe complexes. Zn-LS2 maintains in solution around 90-100% of the added 

zinc bellow pH 8 and even 80% at pH 9; then, this percentage decreases to 1% at pH 10 and 

19% at pH 12. Zn-GA and Zn-H2 have a similar behaviour. For pH lower than 8, the 90% of 

the added zinc remain in solution but at pH 8.5 only 20% is present. Zn-AA maintains in 

solution around 80% of the added Zn bellow pH 7.5 and then this percentage decrease to 

5% for pH higher than 9.  

Due the high variability in the chemical composition of the complexing agents, 

stability constants cannot be determined. For this reason, in this work the stability in 

solution with pH and the percentage of complexed element were related.  

Fe and Zn lignosulfonates presented a high percentage of complexation (see table 

4.1) and both products maintain in solution around 90-100% until pH 7.5 for Zn and pH 6.5 

for Fe complexes. Gluconates also present high percentage of complexation, and soluble Zn 

is around 100% until pH 7.5 but soluble Fe is near to 30% for pH from 4.5 to 11. GA-multi 

contains, beside Fe, Mn, Zn and Cu in its formulation, and the low percentage of soluble Fe 

remaining in solution may be due to Fe displacement (Log FeL = 5.52, (Pecsok and Sandera, 

1955)) from the complex for other micronutrient as Cu (Log CuL = 18.29, (Martell, 1989)). 



4. Interaction of complexes 

The presence of alcohol binding groups favor that a very high pH the complexing capacity 

increase. That can be the explanation for the slow increase of stability observed for the 

Fe-GA as the pH increased 

Fe-H1 has a high percentage of complexed element and low stability in solution at 

any pH. This behavior may be due for the coagulation of the material by the Ca present in 

the interaction solution. Despite the low percentage of complexed element, Zn-H2 has a 

good percentage of complexation and high stability in solution. These results are in good 

agreement with these presented by García-Mina et al. (2004) who demonstrated that Zn 

complexes with humates have the greatest stability for pH values of 7 and 8, which 

correspond to those of neutral and alkaline soils.  

Fe-AA has the lowest complexing capacity among the studied complexes, and the 

percentage of Fe in solution is around 10% for all the pH values except for pH lower than 3 

where the high concentration of Fe remaining in solution is due to the presence of inorganic 

forms as the theoretical speciation made use MinteqA2 (Allison et a., 1990) reveals. 

Nevertheless, the percentage of Zn complexed for the amino acid (28%) is higher than for 

Fe (0.43) and soluble Zn in solution after the interaction is close to 80% until pH 7.5. In 

commercial products, polypeptides and free aminoacids are found. Fe complexation is 

favored when polypeptides are presented in the formulation due the geometric demand of 

Fe as occurred in synthetic chelates. Although the complexation between free amino acids 

and metals are, in general low, there is a higher affinity between Zn and glycine, methionine, 

cysteine, aspartic acid, arginine, tyrosine and histidine. Fe only forms stable complexes with 

cysteine and glutamic acid. This may be the explanation for the greater stability of Zn-AA 

in solution than Fe-AA (see supportting information for theoretical stability diagrams of 

metal complexes of micronutrients in agronomic conditions). 

4.4.2.2. Stability in nutrient solution:  

Results show, in general, a good stability of the complexes in all concentrated 

nutrient solutions (NS) prepared (data not shown). Fe remain in solution is near 100%, 

except for NS5 and NS6 which contain aminoacids. As expected, the aminoacid present low 
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Figure 4.1. Effect of final pH on the percentage of Fe (a) and Zn (b) remaining in solution respect to the amount of element added in Fe and Zn complexes at 3 days. 
Results are means ± SD (n = 3). 
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stability due the low percentage of complexed element (0.43 %) and this may produce the 

element precipitation in the dripper. For Zn a 100% recovery is observed, but even when it 

is added as inorganic form. 

4.4.2.3. Interaction with several soil and soil materials: The percentage of Fe remaining 

in solution after 3 days interactions is presented in figure 4.2. Also, as reference, the 

level of Fe in solution at pH 8.0 (from figure 4.1) is indicated. Complexes had a high 

retention since Fe in solution is lower than 25% for Fe-LS1 and 60% for GA-multi in all 

soils and soil materials studied. Both calcareous soils and the Standard Calcareous soil 

(StCS) reacted more extensively with the complexes (data not shown). For Fe-LS1, 

relatively high amounts of Fe are recovery after the interactions with peat and 

ferrihydrite due the final pH for these materials are around 3.8 and 4.6 respectively, 

and Fe in solution is high for GA-multi when interacts with peat; however the interaction 

with ferrihydrite for this product presents the lowest value of Fe in solution. For Fe-

AA1 and Fe-H1 (data not shown), Fe concentration in blanks of products (without soils or 

soil materials) were quite low, in a good agreement with the results of stability in 

solution with pH experiment. After the interaction, the amount in solution with pH was 

nill. 

Figure 4.2. Results of interaction of Fe complexes with several soils and soil materials during 3 days. Results 

are means ± SD (n = 3). ). Level in solution is the approximate percentage of Fe in solution at pH 8.0 (figure 4.1). 
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4. Interaction of complexes 

reduction of the amount of soluble Zn and only ferrihydrite maintains around 100% for 

the complexes studied. Interaction of complexes with calcareous soils produce the high 

reduction of soluble Zn (data bellow detection limit). Less retention can be found after 

interaction with peat and the two clays. Retention in illite is higher than in Ca-

montmorillonite.  

Figure 4.3. Results of interaction of Zn complexes with several soils and soil materials during 3 days. Results 
are means ± SD (n = 3). Level in solution is the approximate percentage of Fe in solution at pH 8.0 (figure 4.1). 
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 In this type of studies a decrease of the element concentration in solution can 

be due to complex sorption, element displacement from the complex followed by 

precipitation, or complex degradation. In this experiment, the largest interactions are 

produced between Fe and Zn complexes with calcareous soils and the StCS. For these 

interactions, the final pH was around 8.0 and the stability in solution with the effect of 

pH experiment (see figure 4.1) shows that for pH higher than 7-7.5 there is a large 

decreased of element remaining in solution for all the complexes studied. Moreover, at 

pH of calcareous soils, inorganic iron readily precipitate as oxides and form coatings on 
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the carbonate minerals (Uygur and Rimmer, 2000) and inorganic zinc co-precipitated 

with both iron and manganese oxides or form franklinite (ZnFe2O4) (Lindsay, 1972). 

Kiekens (1980) also studied zinc being irreversibly fixed by the soil. Interactions with 

illite and Ca-montmorillonite produce a high retention too due the high specific surface 

area and that the final pH values after interactions were 7.5-8.0. 

 Organic matter and iron oxides contributes to an important portion of the 

surface charge of soil and although large interactions with peat and ferrihydrite would 

be expected, these materials produce lower losses of soluble element than other soil 

materials due to the low pH values found at the end of the experiment (around 5 for 

ferrihydrite and 4 for peat). However, the amount of soluble Zn remaining in solution 

after their interaction with ferrihydrite is high. At low pH, this ferrihydrite is 

positively charged (point of zero charge around 5.75) and may not, so an electrostatic 

interaction with positive Zn complexed may be impaired. 

4.4.3. Efficiency to provide Ca and Zn to cucumber plants 

4.4.3.1. Effect of Zn complexes in cucumber plants: In general, plants (see annex, 

plate S1) treated with Zn complexes before the second sampling time present normal 

visual aspect and growth and comparable with control (hydroponics complete nutrition). 

Only plants treated with Zn-H4 and –Zn had a lower development. 

In table 4.6 the biometric data and the total amount of Zn in roots are 

presented. There are no significant differences on leaf and dry weight between the 

control and the treatments Zn-GA, Zn-LS1, Zn-AA and ZnCl2. However, Zn-H4 and –Zn 

present lower weight. The total concentration of Zn in roots (the sum of the three 

sampling times) is an indicative of the transport of this element from the leaves to the 

roots and is higher for Zn-GA, Zn-LS1, Zn-AA and control. Zn-H4 and –Zn treatments 

had significant lower values. Results between –Zn and the other treatments including the 

control, show that element penetration in the leaves has occurred and there is a good 

distribution of the element along the plant. 
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Table 4.6. Effect of the different Zn complexes treatments on leaf and root Zn concentrations. 
Different letters in the same column denotes significant differences among the treatments according to 
Duncan´s Multiple Range test (α = 0.05). 

Treatment Dry weigh (g plant-1) Total Zn 

 root leaves (μg dry root-1 ) 

Zn-LS 0.45 abc 1.86 a 94.4  b 

Zn-AA 0.39 bc 1.53 ab 77.4  b 

Zn-G 0.73 a 2.12 a 220.8 a 

Zn-H 0.21 cd 0.98 b 48.5 cd 

ZnCl2 0.47 abc 1.42 ab 58.4  c 

- Zn 0.09 d 0.23 c 33.0  d 

Control 0.59 ab 1.77 a 93.3  b 

 

In this experiment, there is no good relationship between effectiveness and 

percentage of complexed element in the products. The total amount of Zn in roots is 

higher for plants treated with Zn-GA, however the percentage of complexed Zn for this 

product (see table 4.1) is lower than Zn-H4 and Zn-LS1. Moreover, among complexes, the 

worst Zn nutrition is for Zn-H4 treatment and its percentage of Zn complexed is 100%. 

The organic matter coagulation and element precipitation in leaves may be the causes of 

the poor Zn nutrition. 

 

4.4.3.2. Effect of Ca complexes in cucumber plants: In table 4.7 results of dry 

matter of leaves and roots and the total concentration of Ca in the roots are shown. In 

plants treated with Ca-LS, Ca-H, -Ca and control have a higher dry weight in leaves, 

while, for roots all the treatments present lower values than control.  
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 The total content of Ca in roots (the sum of the three sampling times) does not 

show significant differences among treatments except for control. This can be explained 

because Ca moves by xylem so, there is a poor element distribution along the plant. But it 

is necessary to know if Ca has penetrated in the leaves. 

Table 4.7. Effect of the different Ca complexes treatments on leaf and root Ca concentrations. 
Different letters in the same column denotes significant differences among the treatments 
according to Duncan´s Multiple Range test (α = 0.05). 

Treatment Dry weigh (g plant-1) Total Ca 

 root leaves (μg dry root-1 ) 

Ca-LS 0.28 b 1.23 ab 3.92 b 

Ca-AA 0.28 b 0.99  b 3.35 b 

Ca-G 0.13 b 0.57  b 5.03 b 

Ca-H 0.23 b 1.11 ab 3.19 b 

CaCl2 0.20 b 0.91  b 3.02 b 

-Ca 0.26 b 1.35 ab 3.54 b 

Control 0.59 a 1.77 a 15.2 a 

 

4.4.3.3. Scanning electron microscopy: In a previous experiment (see plate S2 

annex 1) foliar application to cucumber plants of two different Ca lignosulfonates was 

studied. Results showed that Ca/K ratio for control (complete nutrition) and Ca deficient 

treatments are constants along the cross section of leaves. For the most effective Ca-

lignosulfonte product, Ca/K ratio was higher in the first and last points than in the 

middle ones. This behaviour may be explained for Ca penetration on the leaves. For the 

other Ca-lignosulfonate treatment, Ca/K ratio was similar to Ca deficient treatment. 

That experiment suggested that scanning electron microscopy could be a useful tool for 

obtain the penetration pattern of Ca products in leaves. In figure 4 Ca/K ratio versus 
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relative distance between adaxial and abaxial surfaces are presented for the experiment 

presented in this paper. For the second sampling time Ca-AA, control and Ca-LS are the 

treatments with a Ca/K ratio with the significant highest values followed by Ca-GA and 

CaCl2. Treatments with the lowest values of Ca/K are Ca-H and –Ca. For the third 

sampling time there are no significant differences among treatments, except for the 

control. The Ca/K ratio is higher in the first and in the last points, however there are 

not statistical differences among relative distance. This can be explained by the low 

rates of Ca absorption and for the poor Ca distribution across the leaves. 

Figure 4.4. Ca/K relation versus relative distance for cucumber plants treated with Ca complexes and for 14 

days after the beginning of treatments 
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In summary, Fe and Zn complexes have adequate stability in solution till pH 7-7.5 

and in solution along time. The amount of element in concentrated nutrient solution is 

high for all complexes, except for aminoacids. However, complexes present great 

interaction with soil and soil materials. In general, complexes stability in different 

conditions is related with the percentage of complexed element. Foliar applications for 

complexes show an adequate nutrition for Zn but no for Ca. Scanning electron 

microscopy is a useful tool for the determination of Ca distribution cross the leaves. 
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5.1. ABSTRACT 

 

In the last years, concern about the environmental fate of recalcitrant synthetic 

ligands (e. g. EDTA) has increased. The used of new biodegradable chelating agents such 

as IDHA has been proposed as an alternative. However its application as an iron ligand to 

correct iron chlorosis in Agriculture has not been yet studied. Then the objective of this 

work is to determine the fertilizer capacity of IDHA/Fe3+ using interaction assays with 

soils and soil materials and evaluating Fe nutrition of efficient and susceptible plants. 

Interaction of IDHA/Fe3+ with soil materials, produce a reduction of the amount 

of soluble Fe. This is in good agreement with studies on the stability of the IDHA/Fe3+ 

chelate. 

 In general, plant response to IDHA/Fe3+ in hydroponics is acceptable and better 

than EDTA/Fe3+. This good behaviour seems to be related to the lower coordination of 

the iron in IDHA/Fe3+ with respect to EDTA/Fe3+. 

 

5.2. INTRODUCTION 

 

Iron chlorosis is a nutritional disorder in plants that induces leaf yellowing that 

affects the development and decreases the yield of many crops (Carpena, 1966). It is a 

widespread agricultural problem, especially in crops grown on calcareous soil, where 

calcium carbonate buffers soil solution pH in the range of 7.5-8.5 (Lindsay and Schwab, 

1982) and high bicarbonate concentration is present (Lucena, 2000).  

 Fertilisation with Fe chelates is the most effective agricultural practice to 

provide iron to deficient crops and o,o-EDDHA (figure 5.1.) and its analogues are the 

most efficient chelating agents (Norvell, 1991). o,o-EDDHA/Fe3+ and their analogues 

have two phenolic groups replacing two of the carboxylate groups of EDTA/Fe3+, which 

increases the stability of the iron chelate. Nowadays, in the industrial synthesis of 

commercial products (Petree et al., 1978), the isomers o,o-EDDHA/Fe3+ and o,p-

EDDHA/Fe3+ complexes are formed. o,p-EDDHA has only five functional groups that are 
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able to complex the Fe3+ ion, so its stability is lower than the one of o,o-EDDHA/Fe3+ 

(Yunta, 2003), but higher than the stability of EDTA/Fe3+. Recently, García-Marco et al. 

(2006), suggest that o,p-EDDHA/Fe3+ presents several properties that justify its use along 

with o,o-EDDHA/Fe3+: it was the best substrate tested for the Fe chelate reductase 

(FeCR) in cucumber plants, it was faster than o,o-EDDHA/Fe3+ at re-greening Fe chlorotic 

soybean plants and the chelating agent was able to solubilise Fe native from insoluble 

materials. However, due to its lower stability constant, o,p-EDDHA/Fe3+ is expected to 

disappear sooner than o,o-EDDHA/Fe3+ from alkaline soil solutions. This behavior may be 

related to the presence of only five bonds between the Fe and the ligand (Gómez-Gallego et 

al., 2002). Thus, while o,p-EDDHA/Fe3+ can be a good chelate to correct Fe chlorosis, it is 

likely to be active for only a short time due to its low stability in soils (García-Marco et al., 

2006).  

EDTA/Fe3+ (see figure 5.1.) is also used as a ligand for Fe fertilizer, but due to 

its low stability its use is recommended for hydroponics, fertigation or other 

fertilization practices where a thorough interaction between the chelate and high pH 

soils is avoided (Lucena, 2006). EDTA is recalcitrant, so the concern about the 

environmental fate of the EDTA applied in Agricultures is risen (Hyvönen et al., 2003). 

The used of EDTA in Agriculture is low respecting other industrial applications; 

nonetheless the study of more environmental friendly chelate is convenient. 

Recently the 

biodegradable chelating 

agent IDHA, commonly 

knows as 

imidodisuccinic acid, 

has been proposed for 

its use in agriculture 

(Mitschker et al., 

2004). IDHA share 

structural similarities 

o,o-EDDHA o,p-EDDHA 

NH HN

OH HO
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Figure 5.1. Chelating agents and chelates described in the text. 

94 



5. Potencial use of biodegradable chelate IDHA 

with EDTA, but, similarly to o,p-EDDHA, it contains only five functional groups able to 

bind Fe3+ (see figure 5.1.). Then the stability of its Fe chelate is expected to be lower 

than EDTA/Fe3+ stability, but its efficacy to provide iron to plants has not been yet 

demonstrated. Besides the ability to maintain Fe in the soil solution, the efficacy of a Fe 

chelate depends on the ability of the plant roots to take-up the Fe form the Fe chelate 

and on the capacity of the free chelating agent to solubilise native Fe presents in the 

solid phases (Yunta et al., 2003). In this paper we evaluated the chemical stability and 

reactivity of IDHA/Fe3+ with several soils and soil materials and its efficacy to provide 

Fe to cucumber (a Fe-efficient plant) and to soybean (a Fe-susceptible plant).  

 

5.3. MATERIALS AND METHODS 

 

5.3.1. Stability of IDHA chelates in agronomic conditions. 

5.3.1.1. Stability of IDHA/Fe3+ in solution. Effect of the pH. 

The amount of soluble and chelated Fe in IDHA/Fe3+ and EDTA/Fe3+ remaining in 

solution at different pH was studied following the method of Álvarez-Fernández et al. 

(2002). Two experimental approaches were used, adjusting the pH initially, or using a pH 

buffer. For the first one, 5ml of the 2.0 10-3 M IDHA/Fe3+ or EDTA/Fe3+ solutions were 

added to 25 ml type 1 water and 5 ml 0.10 M CaCl2 solution. Then pH was adjusted to 4.0, 

5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 or 10.0 with HCl or NaOH and volume raised to 50 ml. For the 

second approach IDHA/Fe3+ solutions were similarly prepared adding 5ml of the 2.0 10-3 

M IDHA/Fe3+, 5 ml of buffer solution (HEPES, MES, CAPS, AMPSO 10-2 M) and 0.10 M 

CaCl2 before adjusting the pH and rise the volume to 50 ml. 

Samples were placed in a shaker bath at 25ºC and 56 min-1 for 3, 7 or 14 days. 

Interactions were made in the dark to avoid the possible photodecomposition of the 

chelates in the light. After the agitation samples were filtered through a 0.45 µm 

Millipore membrane and pH was measured using an Orion Research Ion Analyzer (EA920). 

One aliquot was prepared by the addition of 6.0 M HCl (3.0 mL of sample: 0.30 mL of 6.0 
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M HCl) and the total element was quantified by Atomic Absorption using a Perkin Elmer 

Analyst 800 spectrophotometer. 

 

 Table 5.1. Chemical and physical characteristics of the soils used in the interaction assays 
  Sudanell Carlet 

Sand 46 65 

Silt 28 12 

Clay 26 23 

Texture Sandy clay loam Sandy loam 

pH (H2O) 7.82  7.69 

pH (KCl) 7.23  7.15 

E.C extract 1:5 (dS·m-1) 0.188  0.235 

O.M. Oxidizable (g ·Kg-1) 24.0 8.0 

N Kjeldahl (g ·Kg-1)  1.40  0.79 

C/N 9.9  10.5 

CaCO3 Total (g ·Kg-1)  179  150 

Active lime (g ·Kg-1)  52  40 

Macronutrients (Soltampour, cmolc·Kg-1)  

Ca 1.55  1.76 

Mg 0.66  1.72 

K 1.02  1.26 

Na 0.047  0.150 

Micronutrient (Soltampour, mg·Kg-1)  

Fe 27.0  14.3 

Mn 5.4  13.0 

Cu 47.1  1.46 

Zn 4.3  1.08 
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5.3.1.2. Interaction of IDHA/Fe3+ with several soil and soil materials. 

In order to test the amount of IDHA/Fe3+ that can be available to plants after its 

addition to soils, interaction experiments has been performed following Álvarez-

Fernández et al. (2002). In brief, the solids phases and amounts used were: 0.2 g of 

peat, 0.1 g of ferrihydrite, 0.2 g of Ca-montmorillonite, 0.2 g of illite, 2 g of a standard 

soil, 2 g of Sudanell soil and 2 g of Carlet soil. The materials have been elsewhere 

described (Álvarez-Fernández et al., 2002) (see also support information, annex 2). 

Sudanell and Carlet soil characteristics are present in table 5.1. Each one of the 

materials was allowed to interact with 5mL of 0.20 10–3 M solutions of IDHA/Fe3+, 

EDTA/Fe3+ and o,o-EDDHA/Fe3+, 5 mL of 2.0 10–2 M CalCl2 and 2.0 10-3 M HEPES (pH=8) 

in 60 mL sterile polyethylene flasks. Also blank of chelate and blanks of materials were 

prepared. Interactions were made in the dark to avoid the slow photodecomposition of 

the chelates in the light. The flasks were shaken for 1 hour at 25 °C and 56 min-1, and 

then were allowed to stand for 3 days in a thermostatized incubator at 25 °C. Finally, 

the solutions were filtered through 0.45 µm Millipore membranes; pH and soluble Fe, Cu, 

Mn and Zn by AAs were measured.  

 
5.3.2. Biological experiments 

Two biological experiments have been carried out to test the ability of 

IDHA/Fe3+ to provide Fe to two strategy I model plants: cucumber, that is Fe efficient, 

and soybean, that is iron-inefficient. Both experiments have been done in hydroponics 

with pH buffer to simulate calcareous soils conditions.   

 

5.3.2.1. Fe uptake from IDHA/Fe3+ by Cucumber grown in Hydroponics. 

Cucumber (Cucumis sativus L. cv. Ashley) plants were obtained from cucumber 

seeds germinated in standard seed germination papers. The bottom of the rolled papers 

were placed in a macronutrient solution (1.0 10-3 M Ca(NO3)2, 9.0 10-4 M KNO3, 3.0 10-4 M 

MgSO4, 1.0 10-4 M KH2PO4) in the growth chamber for 7 days (16 h with diffuse light at 

30ºC and 8 h night at 25ºC). 
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The stems of two plants were wrapped together with foam and placed in 2 L 

polyethylene vessels (3 holes for lid, 6 plants per pot). The vessels contained 2 L of 

continuously aerated solution of the following initial composition macronutrients: 1.0 10-3 

M Ca(NO3)2, 9.0 10-4 M KNO3, 3.0 10-4 M MgSO4, 1.0 KH2PO4); cationic micronutrients 

(buffered micronutrient nutrient solution): 2.5 10-6 M MnSO4, 1.0 10-6 M CuSO4, 10.0 10-6 

M ZnSO4,  1.0 10-6 M  NiCl2, 1.0 10-6 M CoSO4, 115.5 10-6 M EDTANa2, 231 10-6 M KOH; 

anionic micronutrients: 35.0 10-6 M NaCl, 10.0 10-6 M H3BO3, 5.0 10-8 M Na2MoO4. The pH 

was buffered at 7.5 with 1.0 10-6 M HEPES and 2 g of CaCO3 per pot. Water was added 

every two days and the solution was renewed every week. 

Iron (5.0 10-6 M) was added as the following treatments: IDHA/Fe3+ (considering 

2.79% Fe, analytical total Fe 2.79%), o,o-EDDHA/Fe3+ (standard) and EDTA/Fe3+ 

(standard). Four replications were prepared for each treatment. During the experiment, 

SPAD readings with a chlorophyll-meter (Minolta SPAD-502) were taken for all the leaf 

stages (average of three readings per leaf) at several times, although only values 

measured for the second leaf stage (the youngest fully open leaf at the start of the 

treatment period) have been presented in the results, since they were the most 

representative of the whole plant 

 Whole plants were sampled 24 (a pair of plants) y 37 days (2 pair of plants) 

after transplanting. The sampled roots and leaves were separated and washed first with 

Tween 80 in 0.1 M HCl for 10 seconds (Álvarez-Fernández et al., 2001), and then with 

abundant distilled water, weighted and dried. Micronutrients were determined in leaves 

after dry digestion procedure by AAs. 

 

5.3.2.2. Fe uptake from IDHA/Fe3+ by soybean grown in Hydroponics. 

Soybean (Glycine max L. cv. Oshumi) plants were used in this biological 

experiment. Plants were obtained from soybean seeds that were germinated in standard 

seed growing procedure in closed sterilised trays. The seeds were washed with water 

and commercial NaClO diluted 10% during 30 minutes, and then they were rinsed with 

water and finally with distilled water. The seeds were placed in the trays on a cellulose 
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paper soaked with 50 mL of distilled water and other paper was placed over them. Thirty 

millilitres of distilled water and 20 mL CaSO4 1.0 10-3 M were added. The trays were 

placed in a thermostatized stove, without light, at 28º C for 3 days. After this time, the 

seedling of similar development, were placed on a holed plate floating over containers 

containing diluted nutritive solution for 7 days. The device and the treatments are the 

same that described in previous experiment. SPAD index was also recorded at several 

times and whole plants were sampled 14 y 27 days after transplanting. Micronutrients 

were determined in leaves after dry digestion procedure by AAs. 

 

5.4. RESULTS AND DISCUSSION 

 

5.4.1. Stability of IDHA chelates in agronomic conditions. 

5.4.1.1. Stability of IDHA/Fe3+ in solution. Effect of the pH. 

During the experiments without pH buffer, pH was well maintained for the low 

pH solutions, but the higher pH solutions presented a considerably pH decrease, in part 

due to the OH- consumption for the Fe(OH)3 precipitation. In Figure 5.2.A the effect of 

the initial pH on the percentage of 

soluble Fe remaining after three 

days for each chelate in solution is 

presented. IDHA/Fe3+ presents 

lower stability than EDTA/Fe3+ in 

solution. This lower stability could 

also be predicted from the 

theoretical models (e.g. MinteqA2, 

Alison et al., 1990) using the 

stability constants (Hyvönen et al., 2003), but the theoretical chemical speciation of the 

Fe chelate of IDHA/Fe3+ (see support information, annex 2) indicates that it presents 

low stability even at low pH and in absence of metal competitors since protons also 

compete for the ligand. Since experimental data indicates a better stability at acidic and 
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Figure 5.2.A. Effect of the initial pH on the Fe remaining in 
0.01 M Ca2+ solutions for EDTA/Fe3+ and IDHA/Fe3+ after 
three days.  
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neutral pHs the validity of the stability constants presented in the literature is 

questionable.  

 

In Figure 5.2.B the amount of Fe remaining in solution is presented for 

IDHA/Fe3+ when buffered solutions are used. IDHA/Fe3+ remains in solution till pH 7 in 

sence is observed at this pH. This 

could be consequence of the 

biodegradability of the product. 

Then it is not expected to have a 

long lasting effect.  

In equilibrium IDHA/Fe3+ 

should not be presen

the first week, but after that a decrease in its pre

t in solution in 

calcareous soils (pH around 8.5) 

where iron chlorosis is 

solutions of pH 6.5 of lower, such as those used in fertirrigat

5.4. .2. Interaction of IDHA/Fe3+ with several soil and soil materials. 

In Figure 5.3 the amount of Fe remaining in solution with respect the total Fe 

added in the interaction test is presented. More retention is observed for IDHA/Fe3+ 

than for EDTA/Fe  and very little for o,o-EDDHA/Fe . The material that presents a 

 

degradation. For the different reg

HA

present a high retention capacity for o,o-EDDHA/Fe , but that retention is reduced at 

% Fe remaining IDHA/Fe3+ 

0

20

40
60

80

100

4 5 6 7 8 9 1
pH

%
 F

e

0

3 days

7 days

14 days

more severe, 

but it can remain in  nutrient 

ion or hydroponics.  

 

Figure 5.2.B. Effect of the pH on IDHA/Fe3+ remaining in 
buffered 0.01 M Ca2+ solutions and for the three periods 
considered.  
 

1

3+ 3+

higher retention capacity is the iron hydroxide for all chelates studied. 

In this type of studies a decrease of the Fe concentration in solution can be due 

to chelate sorption, Fe displacement from the chelate and precipitation, or chelate

ioisomers of o,o-EDDHA/Fe3+ sorption has been well 

studied (Hernández-Apaolaza and Lucena, 2001) and Fe hydroxide has been described as 

a very reactive phase adsorbing meso o,o-EDD /Fe3+. Also acidic organic materials 
3+
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high pHs. In this case we also observe high retention of EDTA/Fe3+ in the Fe hydroxide, 

but also in the soils. Whether this reduction is consequence of the chelate retention or 

the Fe displacement can not be 

elucidate from our data. IDHA/Fe3+ 

concentration is highly reduced 

after the interaction with most of 

the soils and soil materials. Since 

initially the solution was buffered to 

pH 8 Fe displacement should be the 

main factor affecting the stability 

of IDHA/Fe3+ in these conditions, 

but surely the other two factors 

(biodegradation and chelate 

retention) may play a role in chelate 

concentration reduction.  

Cu and other me
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the soil extracts in order to 

determine the displacement of Fe 

from the chelate by this cation. 

Only the Sudanell soil gives 

significant increase of the Cu 

amount in solution respect the 
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Cu availability of this soil (see table 

5.1) as consequence of the heavy Cu 
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Figure 5.3. Results of Fe remaining respect the total 
Fe added for the different chelates in the 
interactions test. 
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treatment accounts for around 10% of the Fe displaced while for EDTA/Fe3+ represents 

14%. This data supports the hypothesis of the Fe displacement as a major effect on the 

Fe reduction after IDHA/Fe3+ reaction with soils.  

 

5.4.2. Biological experiments 

5.4.2.1. Fe uptake from IDHA/Fe3+ by Cucumber grown in Hydroponics. 

In table 5.2 the SPAD readings are presented. EDTA/Fe3+ is the treatment that 

present lower values until the 18nd day, so a less chlorophyll content is expected for this 

treatment. IDHA/Fe3+ presents lower SPAD indexes than o,o-EDDHA/Fe3+ for the 

second leaves, but the values are only statistically different in the 7 days reading. 

 

Table 5.2. Effect of different iron chelates in SPAD index measured in the second leaves in cucumber plants. 

SPAD 

Days after treatments Treatments 

7 9 11 14 18 22 24 28 30 35 

EDTA/Fe3+ 38.6 c 35.4 b 41.0 b 34.4 b 33.0 b 30.0 ns 32.4 ns 28.5 ns 27.6 ns 24.8 ns 

IDHA/Fe3+ 43.6 b 42.7 a 46.4 a 40.6 a 39.6 a 32.9 36.6 30.4 28.2 22.4 

o,o-HA/Fe3+ 48.1 a 44.2 a 48.5 a 41.8 a 40.2 a 35.4 28.9 28.7 28.0 21.4 

 

In table 5.3 the biometric data for all the treatments at both sampling times are 

presented. While there are no significant differences among treatments, EDTA/Fe3+ 

presents lower plant growth.  

Fe, Mn and Zn concentrations in leaves are also presented in table 5.3. 

EDTA/Fe3+ provided less iron to the plants in the first sampling time. There is non 

statistical differences among o,o-EDDHA/Fe3+ and IDHA/Fe3+ at that moment, but in 

the second sampling time significantly higher concentrations of Fe were obtained for 

o,o-EDDHA/Fe3+. Mn presents larger concentrations for EDTA/Fe3+ and Zn for o,o-

EDDHA/Fe3+ in the first sampling time but differences became not significant at the 

second sampling time.  
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Table 5.3. Effect of the different chelate treatments on the dry weight, leaf Fe, Mn and Zn concentration in 
cucumber plants grown in hydroponics, 24 and 37 days after transplanting. Different letters in the same 
column denotes significant differences among the treatments according to Duncan´s Multiple Range test (α = 
0.05). 
 

 

 
Biomass 

Concentration in leaves 

(μg/ g d.w.) 

 g .plant-1 d.w. Fe Mn Zn 

24 days after transplanting     

EDTA/Fe3+ 1.73 ns  29.9  b 38.7 a  20.2 c 

IDHA/Fe3+ 1.83  36.9  a 33.3 ab  23.8 b 

o,o-EDDHA/Fe3+ 1.74    33.1 ab 32.5 b  27.0 a 

37 days after transplanting     

EDTA/Fe3+ 2.62 ns  20.5 b      56.0 ns  131.9 ns 

IDHA/Fe3+ 2.84  20.7 b 53.2  128.2 

o,o-EDDHA/Fe3+ 2.98  24.6 a  41.5  100.7 

 

The results obtained in this experiment suggest that IDHA/Fe3+ presents a good 

ability to supply iron for efficient plants grown in hydroponics at pH 7.5. In general it is 

similar to o,o-EDDHA/Fe3+ in the first sampling time, but slightly worst in the second 

period, despite they present similar SPAD indexes. 

 

5.4.2.2. Fe uptake from IDHA/Fe3+ by soybean grown in Hydroponics. 

In table 5.4 SPAD indexes are presented. EDTA/Fe3+ shows lower values than 

the other treatments for all the periods and leaf stages (data presented only for the 2nd 

leaf stage) considered. IDHA/Fe3+ presented similar, but systematically higher values 

than o,o-EDDHA/Fe3+ . 

The weights of plants are presented in table 5.5 at both sampling times. Trend is 

similar than that obtained with the SPAD index. From this data it can be concluded that 

IDHA/Fe3+ and o,o-EDDHA/Fe3+ were the best Fe treatments while EDTA/Fe3+ gave less 

yield to the plants.  
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Table 5.4. Effect of different iron chelates in SPAD index measured in the second leaves in soybean plants. 

SPAD 

Days after treatments Treatments 

7 10 12 14 17 19 21 24 26 

EDTA/Fe3+ 27.6 b 25.7 b 28.0 b 30.3 c 30.4 b 33.1 b 32.2 b 31.2 b 32.3 c 

IDHA/Fe3+ 29.7 a 28.7 a 32.4 a 33.6 a 34.6 a 37.0 a 36.3 a 36.0 a 37.4 a 

o,o-HA/Fe3+ 29.9 a 28.2 a 31.4 a 32.2 b 33.7 a 36.2 a 35.9 a 35.4 a 34.9 b 

 
Also in table 5.5, Fe, Mn and Zn concentration in the leaves are presented. 

IDHA/Fe3+ has the higher Fe content. Mn concentration in leaves is higher for 

EDTA/Fe3+, however Zn increase for IDHA/Fe3+ and o,o-EDDHA/Fe3+. 

 
Table 5.5. Effect of the different chelates treatments on the dry weight, leaf Fe, Mn and Zn concentration in 
soybean plants grown in hydroponics after 14 and 27 days. Different letters in the same column denotes 
significant differences among the treatments according to Duncan´s Multiple Range test (α = 0.05). 

 

 

 
Biomass 

Concentration in leaves 

(μg/ g d.w.) 

 g .plant-1 d.w. Fe Mn Zn 

14 days after transplanting     

EDTA/Fe3+ 1.04 b 49.9 b 51.2 a 43.5 b 

IDHA/Fe3+ 1.16 a 59.9 a 48.4 ab 50.7 a 

o,o-EDDHA/Fe3+   1.11 ab 53.6 ab 44.1 b 53.2 a 

27 days after transplanting     

EDTA/Fe3+ 2.55 b 45.0 b 60.3 a 56.2 ns 

IDHA/Fe3+ 3.41 a 50.4 a 44.2 b     54.0 

o,o-EDDHA/Fe3+ 3.23 a 47.4 ab 48.1 b     55.7 

 

The better Fe nutrition from o,o-EDDHA/Fe3+ than from EDTA/Fe3+ in 

hydroponics when they are applied at low concentrations has been already described 

(Lucena, 2006 and Lucena et al., 2007). This is consequence of the higher stability of the 

o,o-EDDHA/Fe3+ respect the EDTA/Fe3+ that reduce the Fe displacement from the chelate 

in the nutrient solution. IDHA/Fe3+ is less stable than EDTA/Fe3+ and a worst Fe nutrition 
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was expected. However, not only the stability is important. In fact, Lucena et al (2006) 

showed that for the highly stable chelates (those containing two phenolate, two amino 

and two carboxylate donor groups), the less stables were better susbtrates of the Fe 

chelate reductase of cucumber plants allowing a better nutrition of the plant (Lucena et 

al., 2006). Moreover, kinetics is also an important factor. García-Marco et al. (2006) 

showed that the o,p-EDDHA/Fe3+ (see figure 5.1.) was faster than highly stable o,o-

EDDHA/Fe3+ in providing Fe to plants. In a biological experiment, similar to the one we 

presented here using soybean plants, both of them were applied at low concentrations and 

plants with o,p-EDDHA/Fe3+ presented a better response. On that paper the lower 

coordination of the Fe on that chelates (5 bonds between the chelating agent and the 

ferric ion, see figure 5.1.) was considered the responsible of the faster Fe nutrition. In the 

experiments here presented, the good results obtained when IDHA/Fe3+ was applied in 

hydroponics at pH 7.5 can be also consequence of the low coordination in the chelate.  

Despite IDHA/Fe3+ presents low stability and high reactivity in agronomic 

conditions, it is quite efficient in provide Fe to cucumber (Fe-efficient) and soybean (Fe-

susceptible) plants in hydroponics at pH 7.5 This good behaviour may be related to the 

presence of only five bindings between the iron and the chelating agent. Since IDHA is 

biodegradable its use as Fe fertilizer in hydroponics and fertirrigation should be 

considered. 
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6.1. ABSTRACT 

The new biodegradable chelating agent IDHA (imidodisuccinic acid) has been 

studied for its application in agriculture. Experiments to assess the efficiency of IDHA 

formulations to provide micronutrients to green bean and tomato plants grown in soilless 

and soil cultures under fertirrigation were carried out. In green bean experiment, the 

effectiveness of IDHA to supply micronutrients is demonstrated. Although EDTA 

provides nutrients in higher amounts, a chryptogamic infection was observed for this 

treatment but no for the IDHA one. In tomato on rockwool experiment increments of 

SPAD index and Zn concentration are higher in plants treated with IDHA than with 

EDTA and for tomato on soil mulch experiment no differences were found among 

treatments even the control. Results are in agreement with previous published behavior 

of IDHA. Then IDHA can substitute EDTA in hydroponics and fertirrigation cultures as 

chelating agent for micronutrients. 

 

6.2. INTRODUCTION 

Iron chlorosis is a nutritional disorder in plants that affects their development and 

decreases the yield of many crops growing on calcareous soils where calcium carbonate 

buffers soil solution pH in the range of 7.5-8.5 (Lindsay and Schwab, 1982) and high 

bicarbonate concentration is present (Lucena, 2000). Chlorosis implies a decrease in the 

amount of chlorophyll and, therefore, in a gradual disappearance of the green color of 

the plants (Chen and Barak, 1982 and Mengel et al., 2001).  

In the case of zinc, the high pH and the presence of active lime in soil induces the 

retention of the cation, due the adsorption and the precipitation of zinc solid phases 

(Linday, 1972, Papadopoulos and Rowell, 1989 and Uygur and Rimmer, 2000). The 

solubility of manganese is affected by pH, redox and complexation and its availability is 

lower in alkaline soils due to low solubility of manganese compounds under high pH 

conditions (Lindsay, 1979). 

The use of chelates is the most common and efficient agricultural practice to 

treat iron chlorosis and other micronutrient deficiencies (Álvarez-Fernández et al., 
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2005). Recently the biodegradable chelating agent N-(1,2-dicarboxyethyl)-D,L-aspartic 

acid (figure 6.1), commonly knows as imidodisuccinic acid or IDHA, has been proposed for 

its use in agriculture (Mitschker et al., 2004). IDHA share structural similarities with 

EDTA, but only contains five functional groups able to complex the metal. Recently, 

García-Marco et al. (2006), suggest that o,p-EDDHA/Fe3+, also with five functional groups 

complexing iron, was the fastest substrate tested for the Fe chelate reductase in 

cucumber (Fe efficient) plants and, it also was faster than o,o-EDDHA/Fe3+ at re-greening 

Fe chlorotic soybean (Fe susceptible) plants. Moreover, the chelating agent was quite fast 

to solubilise Fe native from insoluble materials. This behavior may be related to the 

presence of only five bonds between the Fe and the ligand (Gómez-Gallego et al., 2002) 

while chelates with six bonds (e. g. o,o-EDDHA or EDTA) present slower rates of action. 

Villén et al. (2007) demonstrated that despite IDHA/Fe3+ presents lower stability than 

EDTA and high reactivity in agronomic conditions, it is quite efficient in provide Fe to 

cucumber and soybean plants grown in hydroponics at pH 7.5 in growth chamber. This 

good behaviour in plant experiments may be related to the presence of only five bindings 

between the iron and the chelating agent as in o,p-EDDHA.  

IDHA is 

biodegradable (Novack 

et al 2005), so its use 

as Fe fertilizer could 

be a more 

environmental friendly 

choice than other 

synthetic chelates. 

Fernández et al. 

(2006) demonstrated 

that rates of foliar 

penetration of Fe from IDHA/Fe3+ produced a higher leaf chlorophyll content than 

DTPA/Fe3+, but lower than EDTA/Fe3+ when was applied with surfactants and other 

o,o-EDDHA 
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OH HO
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O

HO
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Figure 6.1. Chelating agents and chelates described in the text. 
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adjuvants. Schlegel et al. (2006) tested the foliar penetration in leaf dicks of broad 

bean of different Fe compounds at 100% humidity. Penetration followed first order-

kinetics and the rate constants (h-1) were higher in light than in dark conditions and were 

larger for CaCl2, then lignosulfonate, IDHA and the less effective was citrate. Despite 

this foliar uptake studies IDHA has not been tested as complexing agent of Fe, Mn, Cu 

or Zn in agronomic conditions Application to highly calcareous soils may not be successful 

due the low stability, but the behavior in fertirrigation conditions should be evaluated. 

The aim of this paper is to compare the efficacy of IDHA and EDTA formulations to 

provide micronutrients in tomato and green bean crops grown in soilless and soil cultures 

under fertirrigation. 

 

6.3. MATERIALS AND METHODS 

 

Three experiments were conduced. Green bean on rockwool (Phaseolus vulgaris L. 

cv. Perfección negra polo) grown in the experimental greenhouse of the Universidad 

Autónoma (40º 33’ N, 3º 42’ W, 724 m elevation, Madrid). Two tomato experiments were 

developed in commercial greenhouses in Motril region. One of them was conducted in 

Lobres (36º 46’ N, 3º 35’ W, 152 m elevation, Granada), using tomato (Lycopersicum 

esculentum. cv. Shiren) as test plants and rockwool as grown media. The other 

experiment was conduced in Carchuna (36º 42’N, 3º 27’, sea level, Almería) using tomato 

plants (Lycopersicum esculentum. cv. Realeza) on a soil mulch (enarenado) system. 

Enarenado is commonly used in the greenhouses of Almería (Southeastern of Spain) and 

is an artificial substrate consisting on a bottom layer (30 cm) of clay soil placed on the 

original poor soil, then a 2 cm layer of sheep manure and on the top a 10 cm layer of sand. 

Enarenado has many advantages: little management, reduced water loss and salinity 

problems, and higher temperature during winter (La Malfa et al., 2001). All the 

experiments describe above were conduced during 2006. 

For the green bean experiment, seeds were washed with water and commercial 

NaClO diluted 10% during 30 minutes, and then they were rinsed with water and finally 
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with distilled water. The seeds were placed directly into `rockwool cubes´ previously 

saturated with water during three days in darkness (28 ºC). After, the cubes were 

placed in a growth chamber for 3 days with a light/dark regime of 16/8 h, 30/20ºC 

temperature and 50% of humidity. During this time, plants were watered with a diluted 

fertilizer solution of macronutrients. When plants were around 20 cm tall, the cubes 

were placed into the greenhouse on rockwool bags previously saturated with the 

macronutrient solution. When roots spread on the rockwool bag only two plants per cube 

were left. Five lines with three rockwool bags were used (see supporting information, 

annex 3) each line corresponding with an experimental block. 

Nutrient solution was continuously added as irrigation solution. Macronutrients 

solution consisted in (mM): 3.3 Ca(NO3)2, 2.4 KNO3, 1.0 MgSO4, 1.0 KH2PO4. Three 

different treatments have being applied in the irrigation: Control (without micronutrient 

solution), IDHA and EDTA. Micronutrient solutions (μM) contained: 18 Fe, 9.1 Mn, 1.5 Zn, 

0.63 Cu, 9.3 B and 0.42 Mo applied as a different IDHA solid products (IDHA/Fe3+ 8.5 

%, IDHA/Mn2+ 7.5%, IDHA/Zn2+ 9.0% and IDHA/Cu2+ 9.0% (w/w)) or EDTA (a 

commercial mix product containing EDTA/Fe3+ 7.5%, EDTA/Mn2+ 3.5%, EDTA/Zn2+ 0.7%, 

EDTA/Cu2+ 0.28%, B 0.65% and Mo 0.3% (w/w)). Mo and B were applied in the IDHA 

treatment as H3BO3 and (NH4)6Mo7O24·4H2O. Irrigation was done during 5 minutes each 

two hours with a dripper of 2L h-1.  

Tomato seedlings used in greenhouse experiments of Granada and Almería were 

from commercial sources.  

In tomato on rockwool experiment, seven blocks (two of them as borders) were 

used for each treatment. Two paired bags from each treatment were considered to form 

a block and five plants per bag were used. Two drippers were placed in each bag, one of 

them feeding two plants and the other one feeding three plants (see plate S5 in 

supporting information, annex 3). Nutrient solutions were continuously added as 

irrigation solutions. Macronutrient solution consists on (mM): 3.5 Ca(NO3)2, 5.0 KNO3, 1.0 

MgSO4, 1.5 H3PO4. Micronutrients solution had the follow composition (μM): 27 Fe, 11 

Mn, 1.8 Zn, 0.94 Cu, 13 B and 0.42 Mo; and was applied in two different treatments: 
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EDTA (commercial product containing EDTA/Fe3+ 7.5%, EDTA/Mn2+ 3.5%, EDTA/Zn2+ 

0.7%, EDTA/Cu2+ 0.28%, B 0.65% and Mo 0.3% (w/w)) and IDHA as different solids and 

liquid products (IDHA/Fe3+ 4.3 % (w/v), IDHA/Zn2+ 5.4% (w/v), and IDHA/Cu2+ 6.1% 

(w/v), and IDHA/Mn2+ 7.5% (w/w) ) 

 In tomato in soil mulch experiment, three irrigation lines of the greenhouse were 

used. Treatments were distributed in four different blocks. In each block, 5 plants in 

the row were used for each treatment. The chelate solutions were injected (two 

injections of 25 ml were applied to both sides of plant, 10 cm apart from the stem) every 

two weeks directly to the soil (see supporting information, annex 3) and their 

composition were (mM): 1.53 Fe, 0.73 Mn, 0.12 Zn, 0.05 Cu, 0.68 B and 0.04 Mo. Three 

different treatments have being applied: Control (without micronutrient solution), IDHA 

and EDTA. Micronutrient solution (the total amount of micronutrients applied during this 

experiment was calculated to be the half of the total amount applied in the rockwool 

experiment) was injected as IDHA and EDTA (products described in the previous tomato 

experiment) 

 In all experiments, SPAD readings (each data is average of from 15 leaves and 

three readings per leaf) were taken every week with a chlorophyll-meter (Minolta SPAD-

502). The youngest developed leaves were sampled at different times after the 

beginning of the treatments. The sampled leaves were separated and washed first with 

Tween 80 in 0.1 M HCl for 10 seconds (Álvarez-Fernández et al., 2001), and then with 

abundant distilled water, weighted and dried. Micronutrients were determined in leaves 

after dry digestion procedure by AAS (Perkin-Elmer AAnalyst 800). In the green bean 

experiment, growth rate (height) was checked during the first days after the application 

of the treatment. After the first sampling time, the two plants of the intermediate cube 

of each bag were taken and biometric data recorded. Pod yield was determined at the all 

sampling times. In tomato on soil mulch experiment, the stem diameter and the fruit 

yield were checked also. In tomato on rockwool experiment, plants presented an acidic 

stress from day 80 that could affect fruit yield and another biometric data so they 

were not recorded. 
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Data were statistically evaluated by using Duncan’s Multiple Range (α=0.05) test 

with the program SPSS 13.0 and by the analysis of variance (α=0.05) with excel in order 

to find significant differences among treatments. 

 

6.4. RESULTS  

 6.4.1. Green bean in hydroponics 

As expected, Control presents significant lower SPAD values than the other 

treatments (table 6.1) and these results are related with the micronutrient deficiency 

visual symptoms that Control presents from the first days of the experiment (see plate 

S2 in supporting information, annex 3). IDHA and EDTA treatment have similar SPAD 

readings until day 31 and then, IDHA treatment shows significant higher values than 

EDTA due to plants treated with EDTA began to show visual symptoms of fungus 

infection and dryness (see plate S3 in supporting information, annex 3). In the last 

sampling time EDTA plants were severely injured while IDHA plants showed only few 

symptoms. The weather was warm during this period and affected the normal plant 

development, but in different way to plants treated with IDHA and EDTA chelates.  

Table 6.1. Effect of the chelate treatments in the SPAD index in the green bean experiment. Different 
letters in the same column denotes significant differences among the treatments according to Duncan´s 
Multiple Range test (α = 0.05). 
 

SPAD 
 

Time after treatments (days) 

 3 8 11 15 18 23 31 39 44 49 

Control 34.5 a 26.1 b 26.9 b 26.8 c 26.6 b 27.3 b 28.8 b 26.9 c 24.2 c 24.9 c 

IDHA 35.1 a 35.8 a 35.6 a 34.3 b 35.9 a 39.6 a 40.4 a 41.8 a 41.0 a 39.2 a 

EDTA 32.8 b 35.1 a 35.9 a 35.8 a 37.1 a 40.6 a 38.8 a 34.3 b 34.8 b 35.3 b 

 

 

Micronutrient concentrations in the leaf are presented in table 6.2. The low 

concentrations in Control are in good agreement with the visual symptoms of deficiency 

and SPAD index. Both EDTA and IDHA treatments present significant higher values 
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than Control and in the sufficiency range (Jones et al., 1991), except for Mn in the IDHA 

treatment. Fe concentration is higher for EDTA than for IDHA in all the sampling times 

and Mn and Zn concentrations are different after the first sampling time.  

Table 6.2. Effect of the different chelate treatments on leaf Fe, Mn, Zn and Cu concentrations and 
micronutrient ratios in green bean plants grown in hydroponics 29, 39 and 49 days after the beginning of the 
treatments. Different letters in the same column denotes significant differences among the treatments 
according to Duncan´s Multiple Range test (α = 0.05). 
 

 Concentration in leaves (μg/ g d.w.) Ratios 

 Fe Mn Zn Cu Fe/Mn Fe/Cu Fe/micros 

29 days after treatments      

Control 51.1 c 20.1 b 6.78 b 7.66 b 2.70 ns 6.70 b 0.60 a 

IDHA 74.0 b 29.0 a 38.9 a 13.3 a 2.58 5.61 b 0.48 c 

EDTA 91.1 a 33.2 a 36.0 a 8.79 b 2.78 10.4 a 0.54 b 

39 days after treatments      

Control 63.4 c 19.6 c 10.4 c 6.53 c 3.41 a 10.0 b 0.64 a 

IDHA 91.2 b 35.2 b 26.2 b 9.03 b 2.69 ab 10.1 b 0.56 b 

EDTA 154 a 61.3 a 44.8 a 11.74 a 2.51 b 13.4 a 0.57 b 

49 days after treatments      

Control 62.8 b 22.6 c 13.0 c 5.19 b 2.88 a 12.5 ab 0.61 a 

IDHA 81.6 b 35.3 b 22.6 b 9.10 a 2.51 ab 9.02 b 0.55 b 

EDTA 139 a 72.6 a 49.3 a 9.52 a 1.93 b 15.5 a 0.51 b 

 

As Fe nutrition indexes, several nutrient ratios has been considered in table 6.2. 

Despite the differences in nutrient content between EDTA and IDHA, the Fe/Mn and 

Fe/micros ratios do not present differences between them, indicating a similar Fe, Mn 

and Zn nutrient balance. Fe/Cu relation is higher for the EDTA for all the sampling 

times. IDHA is able to provide micronutrients to the plant in an effective way, but in 

fewer amounts than EDTA, but nutrient ratios indicate a good equilibrium among 

micronutrients for both treatments. 
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In figure 6.2 plant height at the early stages of the experiment is presented. No 

differences were found between IDHA and EDTA treatments indicating that the plants 

presented similar 

development although 

there clear 

differences respect 

to Control.  

In figure 6.3 

the fresh weight of 

the green bean plants 

sampled 29 and 49 

days after the beginning the treatments are presented. IDHA presents significant 

higher values than EDTA and Control very low values. Similar results are found for the 

number of pods collected in each sampling time (figure 6.4), the yield of the plants 

(figure 6.5) and the average pod weight, caliber and length (data not shown). 
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Figure 6.2. Height evolution for green bean plant grown in hydroponics 
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Figure 6.3. Fresh weight of the green bean plants grow in 
hydroponics and sampled 29 and 49 days after the beginning of 
the experiment.  
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Figure 6.4. Number of green beans pods collected 29, 39 and 
49 days after treatments. 
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Figure 6.5. Weight of green bean pods (g/plant) sampled 29, 39 
and 49 days after the beginning of the treatments.  
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 6.4.2. Tomato on rockwool 

Respect to the SPAD index (see supporting information, table S1, annex 3), 

EDTA treatment maintains the initial level during the 80 days of the experiment while 

IDHA shows a SPAD increment of 6.4 units higher than the EDTA at the end of the 

experiment.  

Table 6.3. Effect of the different chelate treatments on leaf Fe, Mn, Zn and Cu concentration and ratios 
in tomato plants grown in rockwool hydroponics, 21 and 70 days after the beginning of the treatments. 
Different letters in the same column denotes significant differences between treatments according to 
analysis of variance (α = 0.05). 

 

 

Concentration in leaves 

(μg/ g d.w.) 
Ratios 

 Fe Mn Zn Cu Fe/Mn Fe/Cu Fe/micros 

21 days after treatments 

IDHA 111 ns 143 ns 23.6 ns 20.2 a 0.78 ns 5.52 ns 0.38 ns 

EDTA     99.8     138    24.0 18.4 b     0.73     5.47     0.36 

70 days after treatments 

IDHA 97.6 ns 217 ns 14.9 ns 12.2 a 0.45 b 8.2 b 0.29 b 

EDTA    113     201     18.2 10.4 b 0.57 a 10.9 a 0.33 a 

 

Micronutrient concentrations and ratios in leaves are presented in table 6.3. 

Concentrations are in the sufficient range (Jones et al., 1991), except for Zn in the 

second sampling time in EDTA and IDHA treatments. At both sampling times, there were 

not significant differences between treatments except for Cu. For IDHA treatment 

Fe/Mn, Fe/Cu and Fe/micros ratios, are significantly lower than for EDTA in the second 

sampling time. This indicated that IDHA treatment presents a higher selectivity for Mn 

and Cu respect Fe than EDTA.  

 

6.4.3. Tomato on soil mulch (enarenado) 

SPAD indexes for the tomato on soil mulch experiment (see supporting information 

table S2, annex 3) reveals that IDHA presented significant (Duncan test P > 95%) higher 

values than EDTA. Differences are only of 1.06 units in the average of 25 sampling times 

and surely of little agronomic relevance. However, no differences were found with 
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respect to the Control which raises a doubt about the low frequency addition of these 

chelates on tomato grown in enarenado. 

Table 6.4. Effect of the different chelate treatments on leaf Fe, Mn, Zn and Cu concentration and ratios in 
tomato plants grown on soil mulch 13, 62 and 146 days after the beginning of the treatments. Different letters 
in the same column denotes significant differences among the treatments according to Duncan´s Multiple 
Range test (α = 0.05). 
 

Concentration in leaves (μg/ g d.w.) Ratios 

 Fe Mn Zn Cu Fe/Mn Fe/Cu Fe/micros 

13 days after treatments 

Control 80.8 a 141 ns 21.5 ns - 0.59 a 0.52 ab 0.21 a 

IDHA 55.8 b      145      22.3 - 0.39 b 0.32 b 0.15 b 

EDTA      82.8 a      137       27.7  - 0.61 a 0.64 a 0.23 a 

62 days after treatments 

Control 65.0 ns 137 ns 18.2 ns - 0.48 ns 1.62 ns 0.25 ns 

IDHA      69.7      148      24.9 -     0.48     1.47     0.24 

EDTA      65.6      138      20.1 -     0.49     1.83     0.26 

146 days after treatments 

Control 64.2 ns 111 ns 15.2 b 14.5 ns 0.58 ns 5.47 ns 0.32 ns 

IDHA      76.8       121 32.5 ab      12.9     0.65     6.42     0.32 

EDTA      72.1       120 43.7 a      13.3      0.57     5.51     0.28 

 

In the first sampling time, Fe concentration (table 6.4) in the IDHA treatment is 

significatively lower than in the other ones but, for the second and third sampling time, 

there were no significant differences among treatments. For the rest of the elements, 

there were no differences except for Zn in the third sampling time, being higher for 

EDTA and IDHA treatments than Control. In fact Zn levels were deficient in the control 

according to (Jones et al., 1991), indicating the, despite there were no differences on 

the SPAD index; the preventive use of the chelates has been effective to overcome such 

nutrient alteration. Micronutrient ratios (table 6.4) yield similar observations than 

nutrient concentrations respect the iron nutrition. High amounts of Cu in first and 
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second sampling times (data not shown) were due to the fungicides application in the 

greenhouse.  

Fruit yield and stem diameter were recorded at different times along the 

experiment and there were not statistical differences among treatments (data not 

shown).  

 

6.5. DISCUSSION 

In a previous paper, the authors demonstrated that, despite the fast action of 

IDHA, its iron chelate presents lower stability than EDTA/Fe3+ and high reactivity in 

agronomic conditions (Villén et al., 2007). These results are in agreement with the 

results obtained for the tomato on soil mulch experiment, where, the low frequency of 

application and the high interaction with the substrate reduces the effectiveness of the 

iron application. Consequently no differences among treatments were observed respect 

the Fe. However there was an improvement in Zn nutrition in EDTA and IDHA 

treatments. This may be the reason that results of Fe concentration in leaves did not 

agreed with the SPAD indexes. At the beginning of the experiment, IDHA presents 

higher SPAD values but lower Fe concentration than the other treatments. Tomato 

plants are not highly sensitive to iron chlorosis and iron application is more a preventive 

treatment that a curative one. Moreover, IDHA/Fe3+ and EDTA/Fe3+ show a great 

retention in soils and soil materials and IDHA/Fe3+ remains in solution until pH 7. 

IDHA/Fe3+ should not be present in solution in calcareous soils (pH around 8.5) where 

iron chlorosis is more severe, but it can remain in nutrient solutions of pH 7.5 or lower, 

such as those used in fertirrigation or hydroponics (Villén et al., 2007). 

In hydroponics on rockwool there are a high frequency of application 

(continuously as in the irrigation solution), so there is less interaction between solution 

and substrate and the efficiency of the IDHA treatment to provide micronutrients to 

green bean and tomato plants has been clearly demonstrated. In green bean experiment, 

IDHA produces healthy and good feed plants, with equilibrated foliar content of 

micronutrients, adequate SPAD indexes and pod yield and quality parameters. EDTA can 
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provide micronutrients in larger amounts than IDHA. However plants treated with EDTA 

were more susceptible to suffer cryptogamic infections than those treated with IDHA. 

There is an extensive literature on the competence for Fe between pathogens and host 

plants (e. g. Neema et al., 1993; Rahman and Punja, 2003). Bienfait et al. (2004) have 

determined Fe chelates uptake by different plant species. They observed that cucumber 

grown on EDDHA/Fe3+ presented a mildew infection, while plants grown in nutrient 

solution without EDDHA/Fe3+ were not infected. The authors explain their results by 

two mechanisms: 1) when plants grown on Fe-chelate, a passive influx of iron which is not 

under control of the plant’s sensing system occurs. In this case an infecting 

microorganism can obtained sufficient iron for its growth and 2) EDDHA or one of its 

breakdown products can be interfering with the plant natural resistance against 

microbial infection. Thus, the infection observed in our green bean experiment can be 

explained by a larger availability of soluble (chelated) Fe via the transpiration stream 

that can proportionate Fe for the microbial growth and/or by the presence of the Fe-

EDTA chelate which interfered on the natural resistance to the mildew infection. The 

infection is however very low in plants treated with IDHA chelates and this can be 

explained by the faster degradation of IDHA inside the plant than EDTA chelates.  

 In tomato on rockwool experiment, IDHA treatment presents higher increments of 

SPAD indexes than EDTA and better effect on Zn nutrition than Control.  

 In order to prevent possible mineral deficiencies IDHA chelates can be used 

instead of EDTA chelates in hydroponics and fertirrigation cultures due to similar 

nutritional parameters and fruit yield and IDHA is a biodegradable chelate.  
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7. Discusión general 

La gran demanda de soluciones para aliviar las deficiencias de micronutrientes y 

Ca, que además atiendan a una agricultura respetuosa con el medio ambiente han hecho 

que aparezcan en el mercado español gran variedad de complejos. Los agentes 

complejantes son, por lo general, subproductos de otras industrias. Aunque algunas de 

estas sustancias son naturales, de composición variable y con una estructura química 

compleja (sustancias húmicas, lignosulfonatos, etc.), también las hay de estructura 

química bien definida (ácido cítrico, ácido glucónico, etc). Dentro de esta línea de 

productos biodegradables, pero perteneciente al grupo de los quelatos de síntesis, ha 

sido propuesto para su uso en agricultura (Mitschker y col., 2004) el nuevo agente 

quelante IDHA (ácido n-(1,2-dicarboxietil)-D,L-aspártico), comúnmente conocido como 

ácido imidodisuccínico.  

Los estudios realizados sobre el comportamiento agronómico de los complejos, ya 

sean los realizados por otros autores o los descritos en esta memoria, hacen prever que 

son productos de baja estabilidad y alta reactividad en condiciones adversas, como 

aplicaciones a suelos calizos. Para los quelatos de IDHA, aunque existen algunos estudios 

sobre la capacidad fertilizante del quelato férrico en aplicaciones foliares (Fernández y 

col., 2006, Schlegel y col., 2006) no han realizado estudios ni sobre su capacidad quelante 

con Fe, Mn, Cu o Zn, ni de su comportamiento en otras condiciones agronómicas.  

En el presente trabajo nos hemos centrado en la de investigación de productos 

biodegradables. Nos propusimos desarrollar una metodología analítica para los agentes 

complejantes y estudiar el comportamiento agronómico en distintas condiciones, tanto de 

los agentes complejantes como del IDHA. 

En capítulos anteriores, los resultados fueron discutidos individualmente y en 

éste se presentan y discuten los resultados más relevantes en función de los objetivos 

planteados al inicio de esta memoria. Además, se incluye la aplicación del método AOAC 

modificado al estudio de muestras comerciales para conocer si cumplen con los requisitos 

incluidos en la legislación y se incluye la especiación química del agente quelante IDHA. 
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7.1. Legislación y métodos analíticos 

El conocimiento limitado que tenemos sobre estas sustancias, ya sea sobre 

metodologías analíticas, características químicas y/o reactividad en diferentes 

condiciones hace que, aunque su uso está extendido, no se encuentre totalmente 

legislado. El Reglamento europeo 2003/2003 (D.O.C.E. 21 de noviembre de 2003) deja 

pendiente de elaboración la lista de agentes complejantes permitidos para su uso en 

agricultura. Sin embargo, la legislación española hace público el R.D. 824/2005 donde se 

encuentra la lista de los agentes complejantes permitidos en España y además se hace 

una revisión de los métodos analíticos existentes para, entre otras, la determinación del 

contenido de nutrientes totales (Método 10.1 Reglamento 2003/03) y solubles en agua 

(Método 9.2 Reglamento 2003/03), pero los métodos analíticos necesarios para la 

determinación de la fracción de nutrientes complejados por los distintos agentes 

complejantes están pendientes de elaboración.  

 Con la idea de obtener un único y sencillo método analítico válido para la 

determinación del elemento complejado, se procedió a comparar dos métodos elaborados 

para quelatos. El método CEN basado en la retención de los cationes en una resina 

sulfonada y una modificación de un método de la AOAC consistente en la precipitación de 

los óxidos e hidróxidos a pH 8.5. Las modificaciones introducidas fueron: elevar el pH a 9 

de manera que todos los metales se encontraran precipitados, incluir un tiempo de reposo 

para favorecer la precipitación y realizar la mineralización de la muestra para 

asegurarnos la completa destrucción de la materia orgánica. La comparación de ambos 

métodos se realiza con muestras de lignosulfonatos y aminoácidos. 

 Aunque los dos métodos propuestos deberían ofrecer resultados equivalentes, ya 

que en ambos se retira del medio las formas positivas y se determina en disolución las 

formas neutras y negativas, los resultados obtenidos muestran gran diferencia entre 

ellos siendo el método propuesto por el CEN con el que se obtienen valores inferiores de 

elemento complejado. En ambos métodos se dan reacciones que pueden desplazarse en 

mayor o menor medida en función de las condiciones del medio. En el método CEN, los 
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grupos funcionales, principalmente los sulfónicos presentes en la resina en elevada 

concentración pueden actuar como agentes complejantes, desplazando al metal y 

destruyendo el complejo. Además, no todos los complejos formados son negativos o 

neutros, de manera que estos complejos positivos quedan retenidos en la resina y no son 

cuantificados como elemento complejado. 

 El método AOAC modificado produce un ligero desplazamiento de los metales 

desde el complejo debido a que la precipitación se encuentra favorecida a pH 9. Sin 

embargo, el empleo de este método parece interesante porque el elemento complejado es 

determinado en las condiciones de pH en las que realmente van a ser empleados 

(aplicación a suelos calizos) y no a los pH a los que estos productos se han formulado. 

 Aún así, hay que decir que el valor del metal complejado es un índice ya que las 

reacciones que pueden sufrir el metal y el ligando durante el análisis (incluyendo otros 

ligandos y metales presentes en el fertilizante) pueden hacer que la determinación del 

elemento complejado difiera de la original. De manera que lo que obtenemos es un criterio 

de selección que nos permite relacionarlo con la mayor o menor complejación de los 

productos.  

 Con el fin de ajustar los parámetros del método AOAC modificado se realizó un 

ensayo interlaboratorio en el que participaron cuatro laboratorios. Los resultados 

obtenidos muestran que la determinación del elemento complejado por el método AOAC 

modificado puede ser un índice adecuado para la determinación de micronutrientes 

complejados, pero la elevada reproducibilidad y repetitividad hacen que el método 

necesite estandarización. De manera que nos propusimos diseñar un segundo ensayo 

interlaboratorio, esta vez con una participación de siete laboratorios y dirigido por  el 

Grupo de Trabajo Sectorial de Fertilizantes (M.A.P.A.) En este ensayo global, los 

resultados de la Desviación Estándar Relativa en condiciones de repetitividad (RSDr) y 

Desviación Estándar Relativa en condiciones de reproducibilidad (RSDR) fueron buenos 

para la determinación del Zn complejado, sin embargo, estos resultados fueron 

cuestionables para el Fe y Mn. 
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 En resumen, el método AOAC modificado se presenta como un método para la 

determinación de micronutrientes complejados más reproducible que el método propuesto 

por el CEN, aunque es mejorable para el Fe y Mn debido a los elevados valores de 

reproducibilidad y repetitividad. 

 En cuanto a los productos analizados se puede ver que los lignosulfonatos y 

gluconatos poseen elevado contenido de elemento complejado, al igual que el humato 

aunque su concentración de elemento soluble es muy baja. Sin embargo, el porcentaje de 

complejación par los aminoácidos es muy bajo. 

Una vez optimizado el método de complejación se aplicó, junto con uno de 

adiciones, a la determinación de la capacidad complejante en productos basados en 

lignosulfonatos y aminoácidos. Para ello, volúmenes crecientes de disoluciones del metal 

(Fe, Zn y Cu) fueron añadidas sobre disoluciones de los agentes complejantes y luego se 

procedió a la realización del método AOAC modificado. 

Representando el elemento medido frente al añadido, se obtienen dos tipos de 

gráficas con dos criterios para la determinación de la capacidad de complejación: criterio 

del corte y criterio del máximo (figura 3.6). En general, se puede observar que el grado 

de complejación de los lignsulfonatos con Fe, Zn y Mn es elevado, en cambio para los 

aminoácidos este parámetro es bajo para los micronutrientes estudiados. 

Como ya se ha comentado anteriormente, la legislación española recoge los 

agentes complejantes permitidos para complejar macro y micronutrientes en agricultura. 

En este mismo reglamento, se establecen los contenidos de elemento soluble y 

complejado para estos productos. Si los fertilizantes son sólidos, el porcentaje del 

elemento soluble mínimo debe ser del 5% y si son líquidos, el elemento soluble ha de ser 

al menos del 2%. En ambos casos la concentración del elemento complejado tiene que ser 

la mitad del soluble. 

Con la idea de comprobar si los productos presentes en el mercado cumplen con 

los requisitos legales, se ha determinado el contenido de elemento soluble (método 9.2 
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Reglamento 2003/2003) y complejado (Villén et al., 2007) en correctores de carencias 

de micronutrientes con agentes complejantes en su formulación.  

En la tabla 7.1 se muestran los resultados obtenidos para los complejos de Fe. Se 

puede observar que la mayor parte de los productos cumplen con las exigencias mínimas 

de elemento soluble, es decir, al ser formulaciones líquidas deben tener al menos un 2% 

de Fe soluble. 

Tabla 7.1. Concentración del Fe soluble y complejado presente en productos comerciales. Datos en rojo 
no cumplen con la legislación. 

 

 

 

 

 

 

Complejos de Fe 

 Soluble1 % Complejado2  Soluble1 % Complejado2 

LS1 5.35 ± 0.01 68 AA1 5.75 ± 0.05 0.43 

LS2 5.44 ± 0.04 17 AA2 0.40 ± 0.02 12 

LS3 4.45 ± 0.03 0.6 AG13 8.17 ± 0.11 98 

LS43 12.55 ± 0.12 91 AG2 7.08 ± 0.07 6 

LS5 5.62 ± 0.01 87 H1 7.04 ± 0.14 98 

LS6 1.11 ± 0.02 1.3 H2 0.76 ± 0.01 94  

1Elemento soluble. Método 9.2. Extracción de los micronutrientes solubles en agua. (Reglamento 
2003/2003) 
2Elemento complejado (Villén et al., 2007). 
3 Producto sólido 

 

Sin embargo para el lignosulfonato LS6, el aminoácido AA2 y el humato H2 el Fe 

soluble no alcanza el 2% necesario y para el lignosulfonato LS3 y el aminoácido AA1 el 

porcentaje de elemento complejado no llega al 50% requerido por la legislación. 

En la tabla 7.2 se exponen los resultados para los complejos de Zn analizados y se 

puede afirmar que todos los productos contienen el elemento soluble mínimo requerido. 

Sin embargo, el porcentaje de elemento complejado no se cumple para LS1, LS2, LS5, 

AA1, AA2, AG2, H1 y H2.  
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Tabla 7.2. Concentración del Zn soluble y complejado presente en productos comerciales. Datos en 
rojo no cumplen con la legislación. 

Complejos de Zn 

 Soluble1 % Complejado2  Soluble1 % Complejado2 

LS1 8.6 ± 0.20 1.3 AA2 2.99 ± 0.08 5 

LS2 11.0 ± 0.4 1 AG1 2.08 ± 0.05 85 

LS3 13.2 ± 0.3 98 AG2 9.29 ± 0.03 5 

LS4 8.25 ± 0.15 97 AO1 4.92 ± 0.10 62 

LS5 10.4 ±0.6 1.1 H1 10.9 ± 0.3 1.5 

LS6 3.11 ± 0.03 91 H2 5.48 ± 0.08 8 

AA1 7.29 ± 0.20 28 H3 0.60 ± 0.02 98 

1Elemento soluble. Método 9.2. Extracción de los micronutrientes solubles en agua. (Reglamento 
2003/2003) 
2Elemento complejado (Villén et al., 2007). 

 

Tabla 7.3. Concentración del Mn y Cu soluble y complejado presente en productos comerciales. Datos 
en rojo no cumplen con la legislación. 

Complejos de Mn Complejos de Cu 

 Soluble1 % Complejado2  Soluble1 % Complejado2 

LS1 8.37 ± 0.01 0.7 LS1 17.9 ± 0.3 21 

LS2 8.45 ± 0.24 0.1 LS2 11.8 ± 0.5 0.3 

AA1  6.05 ± 0.34 0.3 AA1 0.56 ± 0.01 24 

AA2 2.97 ± 0.05 0.6 AA2 9.84 ± 0.17 24 

AG1 5.19 ± 0.16 92    

H1 0.68 ± 0.01 88    

1Elemento soluble. Método 9.2. Extracción de los micronutrientes solubles en agua (Reglamento 
2003/2003) 
2Elemento complejado (Villén et al., 2007). 

 

Para los complejos de Mn y Cu, los resultados se muestran en la tabla 7.3. Todos 

los productos excepto el H1 y AA1 contienen el elemento mínimo soluble, sin embargo sólo 
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los productos de Mn AG1 y H1, cumplen con la legislación en cuanto al porcentaje de 

elemento complejado se refiere. 

Como conclusión, se puede decir que el contenido de micronutrientes soluble y 

complejado presentes en los productos comerciales es el requerido por la legislación en 

61% de los casos estudiados para el caso del Fe, Zn, Mn y Cu.  

En cuanto al IDHA, las legislaciones tanto europea (Reglamento 2003/2003) como 

española (R.D. 824/2005) publican una relación de los agentes quelantes permitidos para 

su uso en agricultura, pero este producto aún no ha sido incluido en ninguna de ellas, 

debido al desconocimiento que sobre él se tiene. Como consecuencia, el método analítico 

tampoco ha sido implantado. 

Álvarez-Fernández (2000), realizó la evaluación de la calidad de los quelatos 

férricos en el mercado español antes del año 1999 y posteriormente García-Marco (2005) 

la completó con el mismo estudio para el período 2003-2004. Se demostró que la calidad 

de los productos comerciales a base de quelatos férricos mejoraron a partir de la 

implantación del nuevo reglamento (D.O.U.E., 2003 y 2004) y de la publicación de 

métodos normalizados sobre la calidad de estos productos. Durante los años 2003 y 2004 

se analizaron 121 muestras comerciales de las que sólo dos (1.6%) no contenían el agente 

quelante declarado, mientras que para las muestras analizadas antes de 1999, éstas 

muestran suponían el 25% 

Aunque existe un método cromatográfico que permite determinar la 

concentración del Na4IDS en muestras comerciales (Analytical Method, 2015-0005301-

99E, CH-F/FC Analytical Dept.), sería de gran interés poder contar con una metodología 

que determinara el elemento quelado que además puede servirnos para mejorar la calidad 

de estos productos. Igual que se ha visto reflejado en los estudios sobre la calidad de los 

quelatos férricos realizada por Álvarez-Fernández (2000) y García-Marco (2005), cabe 

esperar que la implantación de un método analítico para los agentes complejantes 

supondría una mejora en la calidad de los mismos. 
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× Se ha desarrollado una metodología válida para la determinación del elem

complejado, que junto con un método de adiciones sirve para determinar la 

capacidad complejante en productos comerciales. 

× Aproximadamente el 60% de los complejos presentes en el mercado de

correctores de carencias de micronutrientes cumplen los requisitos mínimos 

de elemento soluble y complejado impuestos por la legislación española. 

 
 

7.2. Caracterización química y estabilidad en disolución 

7.2.1. Complejos. 

Por lo general, el comportamiento de los quelatos y/o complejos se puede predecir 

usando los modelos de especiación química (MINTEQA2, Allison y col., 1990), siendo 

necesario conocer los datos termodinámicos correspondientes a la formación de 

complejos/quelatos y especies ácidas e hidroxiladas que se puedan formar. El empleo de 

estos modelos sirve para predecir la estabilidad y reactividad de estos compuestos en 

situaciones reales, de tal forma que se obtiene de herramienta que permite seleccionar, 

previamente a su comercialización y a su aplicación, el tipo de quelato/complejo que más 

se ajuste a las situaciones concretas. Sin embargo, los agentes complejantes poseen una 

gran variabilidad en su composición química, debida en parte a su procedencia natural y a 

los distintos procesos a los que son sometidos a lo largo de su transformación, de manera 

que no se han podido determinar las constantes de estabilidad, salvo para los 

aminoácidos. Es por ello que se ha estudiado su estabilidad relativa de forma 

experimental.  

 Los resultados experimentales de la estabilidad de los complejos de Fe y Zn en 

disolución con el pH (figura 4.1) muestran que, la mayor parte de ellos, permanecen en 

disolución hasta pH 7-7.5 a excepción de los de aminoácidos, gluconatos y el humato de 

Fe. Existe además una relación entre el porcentaje de elemento complejado (Villén y col., 
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2007) y la estabilidad en disolución. Los complejos que presentan un elevado elemento 

complejado, por regla general, son más estables en disolución.  

 La estabilidad de los complejos de Fe y Zn en disolución con el tiempo muestran 

que todos los complejos de Fe, excepto el humato mantienen el elemento en disolución 

alrededor del 100% durante todo el experimento. La estabilidad del lignosulfonato de Zn 

es similar a la de los complejos de Fe, sin embargo, el gluconato y el aminoácido de Zn no 

son capaces de mantener el elemento en disolución desde los primeros momentos 

ensayados. 

 También se hizo un estudio experimental de la estabilidad de los complejos en 

disolución nutritiva que ha resultado ser muy elevada para las disoluciones preparadas 

cien veces concentradas. 

7.2.2. IDHA 

El IDHA es una molécula discreta por lo que si se puede realizar una especiación 

teórica. Para ello es necesario el conocimiento de las constantes de protonación primero, 

de manera que podamos conocer la acidez y basicidad de la molécula, y luego las 

constantes de estabilidad con los metales que, o bien formen los quelatos más estables 

capaces de competir con el Fe3+, o bien no formen quelatos muy estables, estos metales 

pueden estar presentes en concentraciones elevadas en el medio donde se van a aplicar 

los quelatos férricos (Ca2+ y Mg2+ en suelos calizos, Lucena y col., 1987).  

Constantes de protonación 

Las constantes de protonación para el Na4IDHA fueron determinadas por un 

método potenciométrico similar al desarrollado por Martell, (1989). Las cinco constantes 

de protonación (tabla 7.4) fueron calculadas empleando el programa BEST (Motekaitis y 

Martell, 1989).  

Las primeras constantes corresponden con la protonación de las aminas terciarias 

(ver figura 7.1.) y pueden ser comparadas con las dos primeras constantes del EDTA ya 

que en este quelato también se refieren a aminas secundarias. Las segundas y terceras 
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constantes, corresponden con la protonación de los carboxilatos y las dos últimas y más 

bajas constantes son las de la protonación de los otros grupos carboxilatos (ver figura 

7.1). 

          Table 7.4. Log protonation constantsa of IDS and EDTAb. 

 IDS EDTA 

[ ] [ ] [ ] HKLHLH 1
43 ⇒⋅ −+−  10.18 ± 0.02 9.60 

[ ] [ ] [ ] HKLHHLH 2
32

2 ⇒⋅ −+−  4.51 ± 0.09 6.22 

[ ] [ ] [ ] HKLHHLH 3
2

23 ⇒⋅ −+−  3.49 ± 0.08 2.67 

[ ] [ ] [ ] HKLHHLH 434 ⇒⋅ −+  2.29 ± 0.30 1.99 

[ ] [ ] [ ] HKLHHLH 545 ⇒⋅++  1.43 ± 0.37  

aμ = 0.1 M (NaCl); T = 25 ºC 
bBramberger y Laguna, 1966 

 

Constantes de estabilidad de los quelatos con Fe3+ y Cu2+. 

Moteikaitis y col. (1990) proponen el cálculo de pM (-log[Mn+]) como método para 

predecir el comportamiento de los agentes quelantes a los pH fisiológicos ya que las 

constantes de estabilidad por sí solas no proporcionan un dato objetivo de la estabilidad 

de ese compuesto. El método consiste en medir los diferentes grados de competición 

entre los H+ con el metal a un pH dado. Se basan en que los grupos donadores básicos 

presentan muy altas afinidades por los metales mientras que poseen bajas afinidades por 

los H+. Así los valores de pH sirven para definir el “potencial químico” del metal acuoso. 

Para dicha metodología lo que se usa son las constantes de protonación y las constantes 

de estabilidad del metal para el cual se determina el pH.  Las constantes se introducen 

como Kc a una temperatura dada y a una fuerza iónica fija. Así, a cada valor de pH le 

corresponde su valor de pM. Cuanto mayor es el valor de pM, menor es la concentración 

que queda del ión libre, y mayor es la afinidad del agente quelante por el metal. La 

determinación de pFe y pCu se ha hecho empleando dos modelos diferentes. 
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En el primer modelo, la concentración de [Mn+] y de las especies acuosas del metal 

se determinan teniendo en cuenta sólo la afinidad de los protones por el ligando 

(Bannochie y col., 1991). Para ello, las bases termodinámicas del programa MinteqA2, 

fueron modificadas para incluir las constantes de formación del IDHA (Allison, et al., 

1990). Estos valores fueron determinados en el intervalo de pH de 4.0 a 12.0, fijando la 

fuerza iónica a 0.10 M y empleando un 10% de exceso de ligando.  
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En la figura 7.2. se muestra los valores de pFe y pCu para el IDHA y EDTA. El 

EDTA muestra valores superiores para el pFe y el pCu, indicando que forma quelatos más 

estables con el Fe3+ y Cu2+ que el IDHA. Esta diferencia en la afinidad de los ligandos ya 

ha sido explicada (capítulo 5) debido a la distinta coordinación de los quelatos. El EDTA 

posee seis grupos funcionales para quelar metales, mientras que el IDHA sólo tiene cinco, 

de manera que los quelatos que se forman son más estables para el EDTA. 

En el segundo modelo, los valores de pM son calculados en disolución nutritiva, de 

manera que comprobamos su comportamiento en condiciones agronómicas. IDHA/Fe3+ fue 

introducido en la disolución nutritiva de Hoagland. 

En la figura 7.3 se muestran los valores de pFe y pCu para el IDHA y EDTA. Para 

el pFe, el EDTA presenta valores mayores a pH inferior a 9.0, como ocurre en el primer 

modelo. Sin embargo, el pCu muestra valores superiores para el IDHA a valores de pH 

inferiores a 8.5. 
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Figura 7.3. A) pFe-3pH y B) pCu-2pH obtenidos empleando el segundo modelo 
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Modelización teórica de los quelatos en condiciones agronómicas 

Se ha realizado la distribución de las especies de IDHA en el intervalo de pH 4.0-

13.0 para tres modelos teóricos, considerando su uso agronómico: en disolución, en 

hidroponía y en suelos. 

El primer modelo, el comportamiento del IDHA se evalúa usando la disolución 

nutritiva de Hoagland y sin permitir la precipitación de Fe. En el segundo modelo, (en 

hidroponía), se introduce el Fe(OH)3amorfo para controlar la solubilidad. En el tercero, 

se evalúa la estabilidad en suelos, de manera que éstos se incluyen en el modelo teórico. 

También se realizó la especiación química para el EDTA 

De las gráficas obtenidas (figura 7.4-7.6), se puede concluir que el IDHA/Fe3+ no 

es muy estable ni a pH bajos y ni en ausencia de metales y protones competidores, de 

manera que parece que no es quelato eficaz para proporcionar Fe a las plantas en estas 

condiciones agronómicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La baja estabilidad que se pone de manifiesto en estos estudios no concuerda con 

los resultados experimentales que muestran una adecuada estabilidad hasta pH 8, aunque 
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inferior a la mostrada por el EDTA/Fe3+, de manera que podemos decir que la validez de 

las constantes publicadas es cuestionable.  
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× La estabilidad observada de los productos en disolución es, en general 

elevada hasta pH 7-7.5 para los complejos y a pHs algo superiores para el 

IDHA/Fe3+.  

× Las constantes publicadas para el IDHA no corresponden con los resultados 

experimentales, por lo que se recomienda su revisión. 

 

7.3. Evaluación de la reactividad con distintos suelos y materiales edáficos. 

 La eficacia de un quelato/complejo depende de la estabilidad del ligando y del 

compuesto, de la reactividad del quelato/complejo con el suelo, de la habilidad de las 

raíces de las plantas para tomar el elemento aportado por el quelato/complejo y de la 

capacidad del ligando para solubilizar elemento nativo del suelo y formar de nuevo el 

quelato/complejo (Lucena, 2005).  

Las pérdidas del elemento soluble en la disolución del suelo reducen la efectividad 

de los fertilizantes aplicados y pueden deberse a baja estabilidad del quelato/complejo 

en disolución y/o a los fenómenos de adsorción en las superficies del suelo.  

Con respecto a la adsorción de los ligandos en los suelos, la efectividad de éstos 

está limitada por la adsorción de los quelatos/complejos de Fe o de los ligandos en las 

fases sólidas (Sánchez-Andréu y col., 1991). Los factores que afectan la adsorción 

incluyen el tipo de ligando, el ión metálico, tiempo, pH, concentración de sales y la textura 

del suelo (Norvel, 1991). A pesar del gran número de estudios realizados sobre la 

estabilidad de los quelato/complejo en suelos, ni los mecanismos ni los lugares de 

adsorción son conocidos, algo que no es de extrañar debido a la gran variedad de 

productos y de materiales edáficos implicados. Como es de esperar, la carga negativa 

presente en los minerales de la arcilla, no es efectiva adsorbiendo los quelatos que son 

formas predominantemente aniónicas (Hemwall, 1958 y Stewart y Leonard, 1954) sin 

embargo, las cargas positivas presentes en los óxidos de hierro y en otros coloides 
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parecen ser más importantes. La adsorción de los quelatos por las superficies con carga 

dependiente del pH, como los óxidos o la turba, decrece con el aumento del pH.  

En cuanto a los experimentos de interacción con los suelos y materiales edáficos, 

todos los complejos sufren una gran retención en estos materiales, sobre todo en los 

suelos calizos y las arcillas. Entre los complejos comerciales estudiados, los que sufren 

más retención son los aminoácidos y los humatos, tanto de Fe como de Zn. Las mayores 

interacciones se dan con los suelos calizos y para estas interacciones el pH final se sitúa 

alrededor de 8. A este pH, el elemento que permanece en disolución sufre una gran 

disminución como puede verse en los ensayos de estabilidad en disolución con el pH. Para 

las interacciones con la turba y la ferrihidrita, los pH son 4 y 5 respectivamente y está 

relacionado con la menor interacción observada para estos materiales.  

En los ensayos que hemos descrito en esta memoria, vemos que la concentración 

de Fe que permanece en disolución cuando el  IDHA/Fe3+ interacciona con diferentes 

suelos y materiales edáficos es muy baja, mientras que tanto el o,o-EDDHA/Fe3+ y el 

EDTA/Fe3+ mantienen en disolución elevadas concentraciones de Fe. Este 

comportamiento está relacionado con la estabilidad con el pH. Consideramos que aparte 

de los fenómenos de degradación y de adsorción en los suelo, el bajo contenido de Fe en 

disolución es debido al desplazamiento del Fe del quelato ya que en este ensayo, el pH fue 

ajustado a 8. 

 

 

 

 

× Aunque la reactividad de los complejos y del IDHA/Fe3+ en suelos y materiales 

edáficos es muy elevada, la concentración del elemento en disolución es 

superior para el IDHA para todos los materiales estudiados. 
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7.4. Eficacia para proporcionar nutrientes a las plantas  

7.4.1. Aplicaciones en hidroponía  

Los estudios sobre la aplicación de distintos complejos en hidroponía muestran 

que, por ejemplo los lignosulfonatos son tan efectivos como el EDTA manteniendo el Fe en 

disolución, aunque para nutrientes como el Mn y Zn la estabilidad para el EDTA es mayor 

que para el lignosulfonato. Las plantas tratadas con EDTA y lignosulfonatos muestran un 

aporte de Fe similar y en el rango de suficiencia para ambos tratamientos (Demeyer y col., 

2001). En el caso de los humatos (Lua y Bohme, 2001), su aplicación en hidroponía con 

sustratos como la perlita o fibra de coco a plantas de tomate, favorecen la elongación de 

las raíces y tallos en dependiendo de la concentración del humato, del sustrato empleado 

y de la frecuencia de los tratamientos. 

Los ensayos de aplicación del IDHA/Fe3+ en hidroponía se describen a 

continuación, haciendo mención a los resultados más relevantes.  

En el primer ensayo biológico realizado con plantas de pepino desarrolladas en 

hidroponía, el IDHA/Fe3+ junto con el o,o-EDDHA/Fe3+ presentan mejores resultados que 

el EDTA/Fe3+ para el índice SPAD y los datos biométricos. En la concentración de Fe en 

hoja, existen diferencias significativas entre el IDHA/Fe3+ y el o,o-EDDHA/Fe3+ a partir 

del segundo muestreo, siendo superior para éste último. El EDTA/Fe3+ es el tratamiento 

que menor concentración de Fe hoja presenta.  

 En el segundo ensayo biológico con plantas de soja en desarrolladas en hidroponía, 

los resultados para el índice SPAD son similares para IDHA/Fe3+ y el o,o-EDDHA/Fe3+ 

aunque superiores para el IDHA/Fe3+. Los datos biométricos muestran que el IDHA/Fe3+ 

y o,o-EDDHA/Fe3+ son los mejores tratamientos de Fe. La concentración de Fe en hoja es 

superior para el IDHA/Fe3+, para el Mn el tratamiento que aporta mayores 

concentraciones es el EDTA/Fe3+ y para el Zn, los mejores tratamientos son IDHA/Fe3+ y 

o,o-EDDHA/Fe3+. 

 Lucena (2006) y Lucena y col, (2007) observaron que el o,o-EDDHA/Fe3+ era un 

quelato mejor que el EDTA/Fe3+ proporcionado Fe a la planta cuando eran aplicados en 
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hidroponía y que esto estaba relacionado con la mayor estabilidad del o,o-EDDHA/Fe3+ 

que hace que disminuya el desplazamiento del metal desde el quelato. Sin embargo no sólo la 

estabilidad es importante. Lucena y col. (2006) mostraron que los quelatos menos 

estables son los mejores sustratos de la Fe-quelato reductasa, permitiendo una mayor 

nutrición férrica y García-Marco y col. (2006) mostraron que el o,p-EDDHA/Fe3+ era más 

rápido que el quelato estable o,o-EDDHA/Fe3+ proporcionando Fe a las plantas de pepino. En 

este experimento, la mejor respuesta del  o,p-EDDHA/Fe3+ frente al  o,o-EDDHA/Fe3+ no se 

explica debido a las constantes de formación que son  para el primero log KFeL= 28.72 (Yunta 

y col., 2003a) y log KFeL= 35.09 (Yunta y col., 2003b) para el segundo sino debido a la distinta 

coordinación de los quelatos. El hecho de que en el o,p-EDDHA/Fe3+, el Fe(III) se encuentre 

unido a la molécula de agente quelante por medio de cinco grupos funcionales en lugar de seis, 

hace que sea una molécula más abierta y por tanto más accesible para la enzima Fe-quelato 

reductasa. Algo similar puede considerarse que ocurre entre el EDTA/Fe3+ y el IDHA/Fe3+. 

Las constantes de estabilidad para ambos quelatos son log KFeL= 25.0 (Martell y Smith, 1974) 

y log KFeL= 15.2 (Martell, 1989) respectivamente. Cabría por tanto esperar que debido a la 

mayor estabilidad del EDTA/Fe3+, este quelato fuera mejor proporcionando Fe a la planta. 

Los resultados sugieren sin embargo, que debido a que el IDHA/Fe3+ posee cinco grupos 

funcionales y no seis como el EDTA/Fe3+, para enlazar al Fe, es mejor sustrato para la 

enzima.  

Con los experimentos biológicos realizados en invernaderos comerciales nos 

propusimos evaluar y comparar la eficacia del IDHA y del EDTA como fertilizante de 

micronutrientes en aplicaciones donde se minimizara la interacción con sustratos que 

pudieran disminuir la eficacia del IDHA.  

 En el experimento realizado en el invernadero de la UAM con plantas de judía verde 

sobre lana de roca, se puede ver que el IDHA y el EDTA presentan valores del índice 

SPAD similares aunque significativamente superiores para el IDHA a partir del día 31.  

Estos valores son superiores a los encontrados para el tratamiento control (deficiente en 

Fe). El contenido de micronutrientes en hoja está en el rango de suficiencia (Jones y col.,  

1991) para el IDHA y el EDTA, excepto para el Mn en el tratamiento con el IDHA. La 
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nutrición de Fe es mejor para el EDTA y la de Mn y Zn mejor para el IDHA. Los índices 

de micronutrientes demuestran que existe un buen equilibrio nutricional para los dos 

tratamientos. En cuanto al tamaño y rendimiento de las plantas, no existen diferencias 

entre IDHA y EDTA, aunque son superiores que para el tratamiento control. 

En ensayo de tomate sobre lana de roca los índices de SPAD muestran una mejor 

recuperación para el IDHA y la concentración de micronutrientes en hoja es similar para 

los dos tratamientos, manteniéndose en rangos de suficiencia excepto para el Zn. 

El tercer y último ensayo fue realizado con plantas de tomate en enarenado. Los 

índices de SPAD son significativamente superiores para el IDHA. El contenido de Fe del 

IDHA en el primer muestreo es inferior al del EDTA, sin embargo estas diferencias 

desaparecen para el segundo y tercer muestreo y para el resto de los micronutrientes 

analizados. En este experimento todos los micronutrientes permanecen en los rangos de 

deficiencia. En cuanto al rendimiento del cultivo y el diámetro del tallo, no existen 

diferencias entre los tratamientos. 

Los resultados que han sido expuestos en el apartado anterior, muestran que el 

IDHA es un quelato de baja estabilidad y elevada reactividad frente a materiales 

edáficos (Villén y col., 2007). Estos resultados corroboran los obtenidos en los 

experimentos de tomate en enarenado donde la baja frecuencia de aplicación y la elevada 

interacción con el sustrato reduce la efectividad en la nutrición de Fe, mostrándose 

diferencias. Sin embargo, si que existe una mejora en la nutrición del Zn para los 

tratamientos con IDHA y EDTA.  

El IDHA/Fe3+ no se encuentra presente en disolución en lo suelos calizos donde el 

pH se sitúa alrededor de 8.5, pero en los ensayos de estabilidad en disolución muestran 

que sí es capaz de mantener el Fe en disolución a pH 7.5 o inferiores, de manera que 

puede ser aplicado en fertirrigación e hidroponía (Villén y col., 2007). Todo esto queda 

demostrado con los resultados obtenidos en los experimentos de hidroponía, donde la 

elevada frecuencia de aplicación hace que exista menos interacción entre la disolución y 
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el sustrato y por tanto, la eficacia del IDHA para proporcionar micronutrientes a plantas 

de judía verde y tomate queda demostrada.  

En el experimento con plantas de judía verde, las plantas tratadas con IDHA son 

saludables y tienen una buena nutrición, su contenido de micronutrientes se encuentra 

equilibrado y su rendimiento es adecuado. En cuanto a las plantas tratadas con EDTA, el 

contenido de micronutrientes en hoja es superior al de las plantas tratadas con IDHA. 

Sin embargo, las plantas tratadas con el EDTA son más susceptibles a la aparición de 

infecciones por criptogámicas que las tratadas con IDHA. Esto puede deberse a que 

cuando las plantas son tratadas con quelatos, los microorganismos pueden obtener 

suficiente Fe para su crecimiento y por tanto pueden infectar la planta u otra explicación 

sería que los quelatos o sus productos de degradación puedan interferir en la resistencia 

natural de la planta contra las infecciones microbianas (Bienfait y col. 2004). Ya que la 

infección era bastante menor en las plantas tratadas con IDHA suponemos que es debido 

a la más rápida degradación de este quelato dentro de la planta. 

Para el experimento con plantas de tomate en lana de roca, el IDHA presenta 

mayores incrementos en el índice SPAD que el EDTA y mejor nutrición de Zn que el 

control. 

Debido a que se han obtenido parámetros nutricionales y rendimiento de los 

cultivos similares entre ambos quelatos estudiados, el agente quelante biodegradable 

IDHA se presenta como una alternativa al uso EDTA en la prevención de posibles 

deficiencias nutricionales cuando es aplicado cultivos hidropónicos o en fertirrigación 

donde se minimiza la interacción con sustratos que puedan producir una elevada retención 

del quelato. 

7.4.2. Aplicaciones foliares 

La fertilización foliar se ha convertido en una práctica común e importante para 

los productores, porque corrige las deficiencias de nutrientes de las plantas, favorece el 

buen desarrollo de los cultivos y mejora el rendimiento y la calidad del producto. Aunque 

las aplicaciones foliares no suelen sustituir a la fertilización tradicional de los cultivos, sí 
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es una práctica que sirve de respaldo o apoyo para suplementar o completar los 

requerimientos nutricionales de un cultivo que no se pueden abastecer mediante la 

fertilización común al suelo. Como ya hemos descrito anteriormente la interacción de los 

fertilizantes con el suelo depende de muchos factores y puede hacer que la efectividad 

del producto se vea disminuida. De aquí, que las aplicaciones foliares para ciertos 

nutrientes y cultivos, bajo ciertas etapas del desarrollo de la planta, sea ventajosa y a 

veces más eficiente en la corrección de deficiencias que la fertilización edáfica. 

Para los complejos, los experimentos biológicos muestran que los complejos de Zn 

mejoran el aspecto visual de plantas tratadas vía foliar. El contenido total de Zn en la 

raíz para todos los complejos, el control y el cloruro es significativamente superior al 

tratamiento –Zn. Los tratamientos con mejores resultados son el gluconato, seguido por 

el lignosulfonato, aminoácido y control y que tienen menor contenido de Zn raíz son el 

humato y el cloruro seguido por el –Zn. 

Para las plantas tratadas con complejos de Ca y con las dosis ensayadas, no se 

observan diferencias significativas entre tratamientos a excepción del -Ca 

 Los resultados del índice Ca/K obtenidos por Microcopía Electrónica de Barrio 

para el segundo muestreo, muestran los tratamientos con aminoácido, lignosulfonato y el 

control son significativamente superiores seguidos por el gluconato y cloruro. Los 

tratamientos con menor índice Ca/K son el humato y el –Ca. Para el tercer muestreo, los 

tratamientos con el índice Ca/K superior son el lignosulfonato, aminoácido y gluconato 

seguidos del humato y cloruro.  

Para ambos muestreos, se puede observar que el índice Ca/K es superior en los 

puntos que corresponden con el haz y el envés de la hoja, de manera que podemos decir 

que se ha producido la penetración del elemento aplicado a través de los complejos. 

 Una revisión bibliográfica muestra que estos complejos son efectivos en las 

aplicaciones foliares. Stanchev y col. (1982), demostraron que la aplicación de un humato 

de Zn  vía foliar aumenta el contenido de clorofilas y carotenos y la actividad de la 

ATPasa en plantas de maíz. También la aplicación de lignosulfonatos de Zn (Boaretoo, y 
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col., 2002) a plantas de naranja desarrolladas en invernadero aumenta el contenido de Zn 

en hoja hasta rangos de suficiencia, al igual que los otros tratamientos aplicados 

(EDTA/Zn2+, ZnCl2 y ZnSO4). Sin embargo, no fueron apreciadas mejorías en el 

rendimiento y calidad del cultivo. En plantas de café, los lignosulfonatos de Zn, al igual 

que el EDTA/Zn2+, ZnSO4 aplicados vía foliar son efectivos para mantener el Zn en 

niveles de suficiencia aunque tampoco se producen aumentos en el rendimiento del cultivo 

(Rosolem y Sacramento, 2001).  

Para el IDHA, autores como Fernández y col. (2006) demostraron que 

aplicaciones foliares de IDHA/Fe3+ producen un mayor aumento en el contenido en 

clorofila en hoja que el DTPA/Fe3+, pero inferiores al EDTA/Fe3+. Schlegel y col. (2006) 

testaron la aplicación foliar en discos de hojas de haba de diferentes compuestos de Fe 

al 100% de humedad. La penetración seguía una cinética de primer orden y era mayor con 

luz que sin ella. Se demuestra que le IDHA/Fe3+ es más efectivo que el citrato pero 

menos que el CaCl2 y el lignosulfonato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

× La aplicación de complejos tanto en hidroponía como por vía foliar 

proporcionan una correcta nutrición de las plantas, que se mantiene dentro 

de los rangos de suficiencia, aunque no se observan mejoras en el 

rendimiento de los cultivos. 

× El IDHA es un buen quelato para proporcionar Fe a plantas de pepino y soja en 

hidroponía pH 7.5 y para aportar micronutrientes en aplicaciones a cultivos 

hidropónicos o en fertirrigación, obteniéndose parámetros nutricionales y 

rendimiento de los cultivos similares al EDTA. 

 

7.5. Uso potencial de complejos e IDHA en Agricultura. 

A continuación, se van a exponer muy brevemente los resultados obtenidos, ya sea 

a través de la bibliografía o experimentalmente, para los complejos y el IDHA. 
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En general, el comportamiento de los complejos en las distintas condiciones en las 

que se han estudiado es peor al de los quelatos de síntesis. Comparándolos con el IDHA, 

la estabilidad en disolución es ligeramente inferior y sufren más interacciones con suelos 

y materiales edáficos, aunque hay que decir que tanto los complejos como el IDHA 

quedan fuertemente retenidos en todos los materiales estudiados y sobre todo a los 

suelos calizos testados. 

Se puede decir que, los complejos y el IDHA son capaces de mantener una 

adecuada nutrición de micronutrientes, manteniéndose dentro de los rangos de 

suficiencia, tanto en hidroponía como para aplicaciones foliares. Los resultados que se 

obtienen son, en ambos casos similares a los obtenidos para el EDTA. 

Sin embargo, existen otras características de estos productos que pueden hacer 

que se favorezca la aplicación de uno u otro producto. El precio de los productos 

presentes en el mercado de correctores de carencias y basados en agentes complejantes 

tienen un precio inferior (2-4 € Kg-1) que el de los quelatos (6-12€ Kg-1). 

También hay que hacer notar que el IDHA es una molécula biodegradable según la 

directiva europea (D.O.U.E. 301-E y 302B), que establece que un producto degradable ha 

de descomponerse dentro de un período de tiempo de 28 días. Aunque este estudio no ha 

sido realizado con los complejos, los resultados del ensayo de estabilidad con el tiempo 

muestran que estos productos no se degradan en este período de tiempo. Sin embargo, 

mientras que el IDHA es una molécula de síntesis, los agentes complejantes son 

productos naturales que se generan como subproductos de otras industrias, de manera 

que con su uso se está les dando salida y se está aliviando el problema de la gestión de 

residuos de industrias tan importantes como la papelera, ganadera o alimentaria. 
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8. Conclusiones 

De los resultados obtenidos en el presente trabajo y su discusión se pueden 

extraer las siguientes conclusiones. 

1. Se presenta como metodología analítica más adecuada para la determinación 

del elemento complejado en productos comerciales el método AOAC 

modificado.  

La determinación del elemento complejado por el método AOAC modificado 

consiste en la precipitación de las formas no complejadas como óxidos e 

hidróxidos a pH 9.0. En la disolución es determinada la fracción del elemento que 

se encuentra complejado. Este método, combinado con la adición de volúmenes 

crecientes de disoluciones del metal a estudiar, es válido para determinación de 

la capacidad complejante de los productos mediante valoraciones.  

Además, este único y sencillo método es válido para la gran cantidad de agentes 

complejantes presentes en el mercado. 

2. En general, los complejos poseen una baja estabilidad en disolución con el pH 

y elevada reactividad frente a suelos y materiales edáficos que hacen que 

aplicación a estos suelos no sea una práctica eficaz. Sin embargo la 

estabilidad frente al tiempo y en disoluciones nutritivas concentradas es 

elevada. 

Los complejos de Zn son capaces de proporcionar una buena nutrición a 

plantas de pepino desarrolladas en hidroponía cuando éstos son usados en 

aplicaciones foliares. Sin embargo, las aplicaciones foliares de complejos de 

Ca no muestran diferencias significativas entre tratamientos excepto para el 

control (con nutrición completa en hidroponía). 

La Microscopía Electrónica de Barrido se presenta como una herramienta útil que 

permite evaluar la eficacia relativa de los complejos. Los resultados muestran 

contenidos de Ca ligeramente superiores en el haz y envés de la hoja, sugiriendo 

la penetración del elemento aplicado en ella.  
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3. Se ha evaluado la estabilidad química y el comportamiento del IDHA/Fe3+ en 

distintas condiciones agronómicas. 

3.1. El IDHA presenta baja estabilidad en disolución con el pH y una 

elevada reactividad frente a suelos y materiales edáficos. Sin embargo 

es un buen quelato para proporcionar Fe a plantas de pepino y soja en 

hidroponía pH 7.5. Los resultados obtenidos están relacionados con 

posesión de sólo cinco grupos funcionales para quelar al Fe, que hacen 

que sea una molécula menos estable pero más accesible a la enzima Fe-

quelato reductasa. 

3.2. Debido a los similares parámetros nutricionales y rendimiento de los 

cultivos, el agente quelante biodegradable IDHA se presenta como una 

alternativa al uso EDTA en la prevención de posibles deficiencias 

nutricionales cuando es aplicado cultivos hidropónicos o en fertirrigación 

donde se minimiza la interacción con sustratos que puedan producir una 

elevada retención del quelato. 
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Evaluation of micronutrient and Ca complexes as 

fertilizers in soil, fertirrigation and foliar applications 

 

 

 

 



Anexo 1 

Table S1. Chemical and physical characteristics of the soils used in the interaction 
assays 

 Sudanell Carlet 

Sand1 46 65 

Silt 28 12 

Clay 26 23 

Texture Sandy clay loam Sandy loam 

pH (H2O) 7.82  7.69 

pH (KCl) 7.23  7.15 

E.C extract 1:5 (dS·m-1) 0.188  0.235 

O.M. Oxidizable (g ·Kg-1) 24.0 8.0 

N Kjeldahl (g ·Kg-1)  1.40  0.79 

C/N 9.9  10.5 

CaCO3 Total (g ·Kg-1)  179  150 

Active lime (g ·Kg-1)  52  40 

Macronutrients (Soltampour, cmolc·Kg-1)  

Ca 1.55  1.76 

Mg 0.66  1.72 

K 1.02  1.26 

Na 0.047  0.150 

Micronutrient (Soltampour, mg·Kg-1)  

Fe 27.0  14.3 

Mn 5.4  13.0 

Cu 47.1  1.46 

Zn 4.3  1.08 
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Materials used in interaction experiments were: 

 Ca-Montmorillonite standard (STx-1) from Gonzales County (Texas, USA), provided 

by "Clay Minerals Society Source", Clay Minerals Repository, Department of 

Geology, University of Missouri (USA). 

 Illite standard (Imt-2) from SilverHill, Montana (USA) provided by "Clay Minerals 

Society Source", Clay Minerals Repository, Department of Geology, University of 

Missouri (USA). 

 Commercial black peat was provided by Tolsa S.A. (Buyos, Lugo, Spain). Chemical 

characteristics (MAPA, 1994): pH (H2O) = 4.0, oxidizable organic matter (g·kg-1) = 

854; total organic matter (dry ashed) (g·kg-1) = 995, carbon in humic acids (g·kg-1) = 

302, carbon in fulvic acids (g·kg-1) = 183. Nitrogen (Kjeldahl) (g·kg-1) = 14, C/N = 

35.4, CEC (cmolc·kg-1) = 150. Fe and Mn extracted by the Lindsay and Norvell, 1978 

method (1) were 295 mg·L-1 and 8.2 mg·L-1 respectively. 

 Synthetic Ferric Hydroxide prepared in the laboratory following the procedure of 

Sims et al., 1968 (2). A solution of FeCl3·6H2O (Probus) is treated with NaOH 

(Fe3+/OH- = 1/3) at room temperature. The precipitate is first washed with 

distilled water for 24 h and then with ethanol (80%) until the pH is 6.0. The brown 

precipitate is dried in oven at 65º C for 24 h and then ground in a mortar till a fine 

powder is obtained. Such material is X Ray identified as a 6 lines ferrhydrite with 

high specific surface (220 m2·g-1) that allows a high interaction with the chelates. 

 A standard of calcareous soil (SCS) composition was 50% standard Quartz sand, 

15% Ca-Montmorillonite, 5% Illite, 2% organic matter, 19% CaCO3, 1% dolomite  

and 8% oxides and phosphates (7.0% Fe(OH)3 , 0.5% Al(OH)3, 0.1% MnO2, 0.004% 

Cu(OH)2,  0.006 % Zn(OH)2 and 0.39% CaHPO4. Standard Quartz sand (diameter 1-

3 mm), was provided by the Instituto Eduardo Torroja, Madrid and acid washed. 

Ca-Montmorillonite and Illite was obtained from the Clay Mineral Society Source. 

The organic matter was the acid peal already described. Al, Cu and Zn hydroxides 

were prepared in the laboratory from AlK(SO4)2 (Probus), CuSO4 an ZnSO4 and 
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following the same methods as for the Fe(III) oxide. MnO2 was prepared from 

reduction of KmnO4 (Panreac) with ethanol. 
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Modelization of complexes stability between aminoacids and metals  

 Different bibliographic sources (Kotrlý, S. and Sucha, L., 1985) and data bases 

(MinteqA2 and Gchem) were used to the determination of the theoretical stability of 

complexes formed between aminoacids and metals.  

 To create a new data base, constants found in the bibliography were included in 

the MinteqA2 data base. For constants determined at a fixed ionic strength, they are 

recalculated at μ = 0. 

 Aminoacid concentration is 1.6 10-3 M (similar to Ca concentration) very high with 

respect micronutrient concentrations but permits evaluate the behaviour of 

micronutrients without interaction between them. pH are adjusted from 4 to 11.5. At 

high pH, oxides and hydroxides precipitation have not been allowed. The percentages of 

the distribution of each metal complexed only by the aminoacids at different pHs are 

represented in the following figures. 
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Isoleucina (0.0016M)
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Plate S1. Visual aspect of cucumber plants treated with Zn complexes 14 
days after the beginning of the Zn treatments. 
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Plate S2. Cross section of the leaf treated with 
CaLS1. Scanning electron microscopy view.  

A
ba

xi
al

 

A
da

xi
al

 

Figure S2. Ca/K ratio for the cross section of leaves 
treated with Ca-lignosulfonates, Control and without Ca. 
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ANEXO 2 
  

Potential use of biodegradable chelate n-(1,2-
dicarboxyethyl)-D,L-aspartic acid (IDHA/Fe3+) as Fe 
fertiliser   
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ANEXO 3 
 

IDHA chelates as micronutrient fertilizer in fertirrigation 

 



6. Efficiency of chelate IDHA 

Table S1. Effect of the chelate treatments in the SPAD index in the rockwool tomato experiment. Data are 
presented as increment of SPAD (ΔSPAD) respect the day of application of the treatments.  Different letters 
in the same column denotes significant differences among the treatments according to analysis of variance (α = 
0.05). 

ΔSPAD 
Treat 

Time after treatments (days) 

 0 8 15 22 29 35 43 50 57 64 70 76 

IDHA 0 ns -0.02 ns 1.94 ns 2.28 ns 2.61 ns 3.65 a 2.86 a 3.41 ns 3.62 a 4.43 a 2.88 a 5.25 a 

EDTA 0 -1.76 1.25 0.78 1.23 0.11 b -0.13 b 1.24 -0.15 b -0.81 b -0.25 b -1.15 b 
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SPAD 
 

Time after treatments (days) 

 
0 7 14 21 27 35 42 49 56 62 68 76 83 91 97 104 110 118 125 131 140 147 153 169 182 

Cont 44.8 47.1 46.3 46.4 47.4 46.9 45.9 46.4 46.4 48.4 45.2 48.0 46.1 45.7 47.2 46.5 46.3 46.8 46.2 44.3 42.6 41.4 41.2 37.0 39.0 

IDHA 45.1 47.5 47.5 48.0 48.1 47.0 46.9 45.9 46.0 47.2 45.5 47.2 46.4 46.2 47.4 46.5 46.7 48.0 45.7 44.9 43.8 42.2 41.5 35.8 37.8 

EDTA 45.0 45.9 47.4 46.7 47.1 46.8 45.9 44.6 44.3 45.2 44.1 47.1 44.8 45.4 44.5 43.7 44.6 43.8 45.8 45.0 40.9 40.2 39.6 36.3 38.4 

Table S2. Effect of the chelate treatments in the SPAD index in the tomato on soil mulch experiment.  
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Treatment Average SPAD 

Control 45.18 a 

IDHA 45.39 a 

EDTA 44.12 b 

Duncan´s Multiple Range test (α = 0.05 
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Plate S1. Green bean experiment: Seedling stage and transplanting   
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Plate S2. Layout of the tomato on rockwool experiment. 

 
 
 
Plate S3. Tomato on soil mulch experiment: chelates application. 
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Anexo 3 

Plate S4. Green bean experiment: Visual aspect of the plants after 15 days of treatment. 
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 Plate S5. Visual aspect of the green bean plants 39 days after the beginning of the treatments.  

 

 

 

Plate S6. Visual aspect of the green bean plants at the end of the experiment.  
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