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RESUMEN

En el estudio de la cuantificacion de car-
bono orgénico en suelos por el método
Walkley-Black se compararon dos técni-
cas de analisis (colorimetria y volume-
tria) con el fin de evaluar los parametros
de calidad y asi indicar la técnica mas
conveniente para implementarla en el
andlisis de suelos. Se determind un inter-
valo lineal de 5 a 50 mg/mL de sacarosa a
una longitud de onda de maxima absor-
cion de 585 nm del 4cido crémico reduci-
do. Al comparar los dos métodos de cuan-
tificacién se encontraron evidencias de
errores sistematicos en el método volu-
métrico para los niveles evaluados (alto,
medio y bajo) de concentracion de saca-
rosa, mientras que por el método colori-
métrico la cuantificacién fue méas exacta y
ademds los valores de desviacion estandar
y coeficientes de variacién fueron meno-
res, parametros que lo catalogan como el
método mas preciso.

Ademas, para tener un mayor soporte
analitico se implementaron las metodolo-
gias en diferentes tipos de suelos; los re-
sultados indicaron que el método colori-
métrico para la determinacién de carbono
orgénico en suelos presentd menores cos-
tos y nimero de reactivos por analisis, y a
su vez fue el que ofreci6 la mejor repetibi-
lidad.

Palabras clave: carbono orgénico,
método Walkley-Black, suelos, parame-
tros de calidad.

ABSTRACT

The organic carbon quantification in soils
by the Walkley-Black method was stu-
died using two analytical techniques (co-
lorimetry and volumetry) to evaluate qua-
lity parameters of each one and point out
the most convenient technique to be im-
plemented in soil analysis. It was deter-
mined a linear interval, for sucrose, from
5 to 50 mg/mL with a maximum absorp-
tion wave length of 585 nm for reduced
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chromic acid. The comparison of the two
quantifying methods showed systematic
errors in the evaluated sucrose concentra-
tion levels (high, medium and low) for the
volumetric method, whereas for the colo-
rimetric method the quantification was
more acurrate and the standard deviation
values and variation coefficients were lo-
wer, which indicates that the last one is
the most precise method.

Moreover, the two methodologies
were implemented with different soils
and these results indicated that colorime-
tric method was less expensive and sho-
wed more repetibility in organic carbon
quantification.

Key words: organic carbon, Wal-
kley-Black method, soils, quality para-
meters.

INTRODUCCION

La determinacion de carbono orgéanico ha
recibido considerable atencion en el anali-
sis de suelos a consecuencia de su impor-
tancia en la fertilidad (1). El significado
particular que tiene la materia organica
(MO) del suelo con respecto a la fertilidad
radica en que ésta influye sobre diversas
propiedades del suelo, y ademéas desempe-
fia un papel primordial ya que es fuente de
elementos nutritivos utilizados por la plan-
ta, como nitrogeno, fosforo y azufre, asi
como otros micronutrientes (2, 3).

Dada la importancia de confirmar que
las metodologias usadas en dichos anali-
sis rutinarios pueden aplicarse adecuada-
mente, se hace necesario garantizar la
confiabilidad de las medidas para asi ase-
gurar que los datos obtenidos sean de alta
calidad y por tanto el resultado de em-
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plear metodologias analiticas seguras, re-
producibles, fidedignas y adecuadas para
la finalidad a la cual se han destinado, es
decir, satisfacer las necesidades y expec-
tativas de los agricultores (4, 5).

Existen varios procedimientos para la
determinacion del carbono orgéanico (6,
7); dos técnicas muy utilizadas son la es-
pectrofotometria y la volumetria, en las
cuales la muestra de suelo se trata con un
volumen suficiente de una solucién de di-
cromato de potasio que actiia como agen-
te oxidante en un medio fuertemente 4ci-
do, en una proporcién determinada. Por
tanto, en este trabajo se evaluaron algu-
nos de los pardmetros de calidad de las
dos metodologias analiticas mas frecuen-
temente utilizadas para la determinacion
de carbono orgénico; se establecieron asi
las caracteristicas para la aplicacion de
las técnicas, asi como sus limitaciones en
la cuantificacion y los posibles factores
que afectan la medicion.

MATERIALES Y METODOS
Suelos

Se evaluaron tres tipos de suelos, con
contenidos altos, medios y bajos de mate-
ria orgénica. Las muestras procedian de
Mondofiedo (Cundinamarca), Rosario
(Antioquia) y Villa de Leyva (Boyacd).

Método Walkley-Black

La determinacion de carbono orgénico se
hizo por el método Walkley-Black, en el
cual el suelo se oxida con una solucién de
dicromato de potasio estandarizada, utili-
zando el calor producido por la dilucién
de acido sulfurico concentrado, en la so-
lucién créomica. La determinacion se rea-
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liz6 valorando por retroceso la cantidad
de dicromato que no ha sido reducido por
la MO, con una solucién de sulfato ferro-
so, utilizando como indicador difenilami-
na, y también se determind por colorime-
tria, cuantificando el color verde del
acido crémico reducido a Amax =585
nm, el cual es proporcional a la materia
organica que reacciona. Ademas, se rea-
liz6 la respectiva curva de calibracion con
patrones de sacarosa R.A.

Técnica volumétrica

Se pesaron 0,30 g de muestra tamizada de
suelo (2 mm) y se colocaron en un erlen-
meyer de 250 mL, se agregaron 10 mL de
solucién de dicromato de potasio 0,17 M
y 10 mL de 4cido sulfirico concentrado y
se agit vigorosamente durante un minu-
to. Se dejo reposar durante 30 minutos.
Una vez frio, se diluy6 con agua destilada
hasta completar un volumen de 100 mL y
se adicionaron 5 mL de 4acido fosférico
concentrado. Se dejé reposar durante 10
minutos, se agregaron de 20 a 30 gotas de
difenilamina al 0,5% y se valor¢ el exce-
so de dicromato con una solucién de sul-
fato ferroso 1 M, teniendo en cuenta el
paso de un color pirpura oscuro a un ver-
de brillante, llevando un blanco para cada
serie de muestras.

Técnica colorimétrica

En un erlenmeyer se colocaron 0,30 g de
suelo seco pasado por un tamiz de 2 mm;
se agregaron 10 mL de dicromato de po-
tasio 0,17 M y 10 mL de acido sulftirico
concentrado, agitando vigorosamente du-
rante un minuto. Se dej6 en reposo hasta
alcanzar temperatura ambiente (aproxi-

madamente 30 min), posteriormente se
complet6 un volumen de 150 mL con
agua destilada, y se agit6 de nuevo. Se
dej6 decantar y enfriar durante dos horas
y el sobrenadante se transvasoé a los tubos
de ensayo, se dejo en reposo de un dia
para otro y se determiné la absorbancia a
una longitud de onda de 585 nm ajustando
el equipo con un blanco de reactivos. Se
construy6 la respectiva curva de calibra-
cion a partir de una solucién patrén de sa-
carosa al 5%. Posteriormente, se prepa-
raron las soluciones de trabajo: de la
solucién patrén se tomaron alicuotas de
5, 10, 15, 20, 25 y 50 mL, se depositaron
en balones aforados de 100 mL y se lleva-
ron a volumen. De cada una de las solu-
ciones preparadas se tomaron 2 mL, y se
siguié el mismo procedimiento descrito
para las muestras de suelo.

Reactivos

Dicromato de potasio 0,17 M; 4cido sul-
farico R.A.; acido fosférico R.A.; dife-
nilamina 0,5 %; sulfato ferroso 1 M; sa-
carosa R.A.

RESULTADOS
Y ANALISIS DE RESULTADOS

Verificacion de los parametros

de las metodologias analiticas
para la determinacién de carbono
organico en suelos

Después de realizar un barrido espectral
en el espectrofotdmetro Perkin Elmer
Lambda-1 UV-Visible entre 450 y 900
nm para el &cido crémico reducido de una
solucion de sacarosa R.A. de 10 mg/mL,
se obtuvo el espectro que se muestra en la
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Figura 1. Espectro de absorcién del acido créomico reducido.

Figura 1, donde se presenta una longitud
de onda de maxima absorcion a 585 nm,
valor que coincide con el reportado en la
literatura. Una vez evaluada la longitud
de méixima absorcién, se construyé la
curva de Ringbom utilizando soluciones
patrén de sacarosa R.A., con concentra-
ciones entre 0 y 100 mg/mL (Figura 2),
encontrandose un intervalo lineal entre 5
y 50 mg/mL de sacarosa, el cual se esta-
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bleci6 para la construccidn de las respec-
tivas curvas de calibracién por el método
colorimétrico.

Enlaevaluacion del intervalo de 5 a 50
mg/mL por el método colorimétrico se
encontraron muy buenos coeficientes de
regresion lineal, superiores a 0,9994. Por
otra parte, con el fin de verificar la exis-
tencia o no de datos anémalos en la regre-
sién, se analizaron los graficos de resi-

duos en el diagnéstico de la
regresion para cada una de
las curvas de calibracion.
En todos se comprobd que
hay una distribucion satis-
factoria de los residuos,
como se observa en las Fi-
gura 3, en donde los resi-
duos no tienen ninguna
tendencia establecida ni
ningdn dato andémalo; por
el contrario, presentan una
distribucion aleatoria, lo
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Figura 2. Curva de Ringbom obtenida en la determinacién de carbono

por el método calorimétrico.
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cual indica que los resulta-
dos no estuvieron sujetos a
errores sistematicos (8).
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Figura 3. Grifico de los residuos para la curva de calibracion por el método colorimétrico.

Evaluacion de los parametros
de calidad

Exactitud

Se realiz6 el estudio de los porcentajes de
recuperacion (porcentajes de error) para
cada uno de los métodos, en los diferentes
niveles de concentracion de sacarosa (5, 10
y 50 mg/mL), con el fin de evaluar la exac-
titud. Los resultados que se encontraron al
aplicar la prueba t-student para cada uno de
los niveles de concentracién de sacarosa
(Tabla 1) utilizando como hipétesis nula el
que “no existen errores sistematicos en el
analisis de sacarosa” mostraron que los va-
lores t-student calculados en el método de

valoracion por volumetria para las distintas
concentraciones de sacarosa son mayores al
compararlos con el t-tabulado (4g.1,
P=0,05); por tanto, hay evidencia de la
existencia de errores sistematicos en la de-
terminacion, lo cual hace menos confiable
la cuantificacion de sacarosa. Por el contra-
rio, en el método colorimétrico todos los
valores t-student calculados son menores
que el t-tabulado (4g.1, P=0,05), lo cual in-
dica que para los niveles de concentracién
de sacarosa analizados no hay evidencia de
la existencia de errores sistematicos y por
tal razén la cantidad de sacarosa cuantifica-
da no muestra diferencias significativas con
los valores esperados.

Tabla 1. Resultados prueba t-student de los métodos volumétrico y colorimétrico para
cada uno de los niveles de concentracion de sacarosa

% Recuperacion | Desviacion estandar t-student
promedio (mg/mL sacarosa) (P=0,05)
o | 0mg/mL 9473 0.309 19.04
° .::) sacarosa
==
2% | |0mgml 92.95 0,345 4,58
é’ g sacarosa
=
> > mg/mL 87,50 0,086 9,68
sacarosa
o | 0 memb 100,61 0,258 2.64
2 sacarosa
g E
Q
gg | 10mgmlL 100,33 0,088 0.87
é’ = sacarosa
(=}
g | Sme/mL 96,85 0,248 0.56
sacarosa
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Precision del sistema

Con el fin de evaluar la precision o, me-
jor, la repetibilidad instrumental se hizo
el anilisis de la precision del sistema para
los mismos tres niveles de concentracion
de sacarosa utilizados para la evaluacion
de la exactitud; todos los ensayos se reali-
zaron bajo las mismas condiciones, es de-
cir, el mismo experimentador, con los
mismos instrumentos, en el mismo labo-
ratorio y durante el mismo dia. Para la
evaluacion de este parametro se determi-
naron las desviaciones estandar y los coe-
ficientes de variaciéon (CV) para cada ni-
vel de concentracion de sacarosa
estudiado; se observo que los coeficientes
de variacion fueron menores en la técnica
colorimétrica comparados con la valora-
cién por retroceso; por tanto, tuvo una
mejor repetibilidad instrumental el resul-
tado obtenido por el método colorimétri-
co, como se observa en la Figura 4.

Precision del método

Para tener un mejor soporte analitico de
las dos técnicas empleadas para la deter-

minacién de carbono organico en suelos
(7, 10, 11), se seleccionaron tres mues-
tras de suelos con diferentes contenidos
de materia organica, procedentes de
Mondofiedo (Cundinamarca), Rosario
(Antioquia) y Villa de Leyva (Boyaca);
estos suelos se analizaron en cinco oca-
siones diferentes bajo las mismas condi-
ciones de analisis, es decir el mismo ex-
perimentador, los mismos equipos y el
mismo dia.

Se observd que, al comparar ambas
técnicas, en todas las muestras de suelos
es mayor el porcentaje de carbono orga-
nico determinado por colorimetria que
por volumetria (Tabla 2), lo cual indica
que la valoracién por volumetria esta su-
jeta a errores sistematicos que no permi-
ten cuantificar tan eficientemente la canti-
dad de materia orgéanica en el suelo.

En la Figura 5 se nota que, al imple-
mentar las dos metodologias, por el méto-
do colorimétrico en todos los suelos se
obtienen porcentajes de coeficientes de
variacion mucho menores que los obteni-
dos en la valoracioén por volumetria. En
esta ultima técnica el intervalo de los coe-
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Figura 4. Coeficientes de variacién de los métodos volumétrico y colorimétrico para cada uno de los niveles

de concentracion de sacarosa.
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Tabla 2. Resultados de porcentaje de carbono orgénico promedio y coeficiente de varia-
cioén encontrados en los diferentes tipos de suelos utilizados para la implementacién

Método volumétrico Método colorimétrico

Suelo % CO % CV % CO % CV
Mondofiedo 1,32 5,83 1,88 2,16
Rosario 3,28 3,78 3,42 1,82
Villa de Leyva 9,28 2,64 9,34 1,19

ficientes de variacion estuvo entre 2,64 %
y 5,83%, mientras que por colorimetria
fue mucho menor: entre 1,19% y2,16%.

Evaluacion aproximada del costo
y tiempo de andlisis

Para completar la evaluacion de los crite-
rios de calidad se determind el costo apro-
ximado de reactivos por anilisis y del
tiempo de anilisis (4). Al analizar el costo
aproximado de reactivos por muestra de
suelo en pesos colombianos, es evidente
(Tablas 3 y 4) que los costos son mayores
en la valoracion por volumetria debido al
mayor gasto y mayor nimero de reactivos
utilizados en la determinacién. Los costos
por anilisis, los cuales incluyeron los
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reactivos utilizados para la correccién
por el blanco de reactivos, fueron 2,4 ve-
ces mayores en la valoracion por volume-
tria que por colorimetria.

Se debe aclarar que por volumetria el
resultado del anilisis se obtiene el mismo
dia, mientras que por colorimetria se ob-
tiene de un dia para otro, debido al tiempo
que la soluciéon debe dejarse en reposo
para que sedimenten las particulas pre-
sentes de suelo y asi no haya interferencia
en la solucioén al momento de realizar la
medicién. Ademas de que la técnica colo-
rimétrica tiene un menor costo de reacti-
vos por andlisis de muestra, también esta
técnica present6 la mejor repetibilidad de
analisis.

E Volumetria

Bl Colorimetria

Suelo

Figura 5. Coeficientes de variacion del método volumétrico y colorimétrico en la cuantificacién de carbono

organico en los diferentes suelos utilizados.
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Tabla 3. Costo aproximado de reactivos por muestra de suelo en pesos por el método

volumétrico Walkley-Black

Reactivo Cilé;ift?fode Prec(i;ets’zzsﬁvo Cantidad/muestra pes‘;:;zueelz tra

Dicromato de potasio R.A. 1000 g 277.000 049¢g 136
Acido sulfirico R.A. 1L 89.000 =1l mL 979
Acido fosforico R.A. 25L 327.000 5mL 654
Sulfato ferroso R.A. 1000 g 247.000 2,78 g 687
Difenilamina 100 g 381.000 =0,0021 g 8

Costo aproximado de reactivos por muestra (pesos) 2.464

Costo aproximado de reactivos por andlisis™ (pesos) 4.928

Tiempo de analisis 45 minutos

* Costo aproximado de reactivos por muestra mas blanco de reactivos.

Tabla 4. Costo aproximado de reactivos por muestra de suelo en pesos en la determina-
cion de materia organica por colorimetria

Reactivo Ciz:gt?jode Prec(i‘())el;z:;tivo Cantidad/muestra pes‘;:}?;ui': ra
Dicromato de potasio R.A. 1.000 g 277.000 049¢g 136
Acido sulfiirico R.A. L 89.000 10 mL 890
Costo aproximado de reactivos por muestra (pesos) 1.026
Costo aproximado de reactivos por analisis* (pesos) 2.052
Tiempo de analisis 30 minutos

* Costo aproximado de reactivos por muestra mds blanco de reactivos.

CONCLUSIONES

Al comparar los dos métodos de cuantifi-
cacion de carbono organico se encontrd
que hay evidencias de errores sistemati-
cos en el método volumétrico para los ni-
veles alto, medio y bajo de concentracion
de sacarosa, mientras que por el método
colorimétrico la cuantificacion fue mas
exacta. En promedio se obtuvieron valo-
res mas altos de porcentaje de carbono or-
ganico en suelos por el método colorimé-
trico que en la valoracién por volumetria.
Ademas, los valores de desviacion estan-
dar y los coeficientes de variacion fueron
también menores, lo que indica que es el
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método mas preciso. El método colori-
métrico present0 menores CoOStos Y
nimero de reactivos por analisis, a la vez
que ofreci6 la mejor repetibilidad.
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