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DOS PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

Determination of organic carbon in soils samples using two analytical methods.
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Resumen

Se compararon dos procedimientos analiticos para la determi-
nacién del contenido de carbono orgdnico, con el objeto de
sustituir la valoracion por la técnica colorimétrica, en el méto-
do de combustién himeda de Walkley-Black. La valoracién es-
t4 sujeta a errores operacionales debido a la dificultad en la de-
teccion del punto final. Por su parte la técnica colorimétrica
tiene la ventaja de un menor consumo de reactivos y de redu-cir
las fuentes de error. Se escogieron tres muestras de suelo con
contenido de materia orgdnica bajo, medio y alto. Se efec-
tuaron tres repeticiones diarias por muestra, durante treinta dias
no continuos. Los pardmetros estadisticos: media, coefi-ciente
de variacion, coeficiente de correlacién y prueba de me-dia,
aplicados a los resultados obtenidos, permitieron detectar que
no existen diferencias significativas entre procedimientos.
Estos resultados permiten concluir que el método de la valora-
cién puede sustituirse por el método colorimétrico.

Palabras Claves: Materia organica, analisis cuantitativo, co-
lorimetria, valoracion.

Abstract

Two analytical procedures to determine the soil organic car-
bon content were compared in order to decide whether the ti-
tration technique could be changed by the colorimetric one in
the wet combustion method of Walkley-Black. The titration is
always dependent on the final point of the indicator. On the
other hand the colorimetric technique consumes less reactive
and comprises fewer error sources than the titration. Three soil
samples were taken with high, medium and low organic matter
content. Three daily repetitions for sample were performed for
thirty no continuos days. The statistical parameters: mean, va-
riation coefficient, correlation coefficient and mean test were
applied to the final results. There was no significant difference
between techniques. In conclusion, the titration technique can
be changed for the colorimeter technique.

Key Words: Organic matter, cuantitative analysis, colorime-
try, titration.

INTRODUCCION

La importancia de la cuantificacién del carbono or-
géanico de los suelos, e indirectamente de la materia orgédnica,
se fundamenta en la influencia que ésta tiene sobre muchas de
las caracteristicas del mismo, como son: el color, formacion de

agregados, plasticidad, cohesidn, capacidad de retencién de
humedad, intercambio catiénico y aniénico, disponibilidad de
N, Py S, produccién de sustancias inhibidoras y activadoras
del crecimiento de microorganismos del suelo, participacién en
los procesos pedogenéticos, por sus propiedades de peptiza-
cién, coagulacién y formacion de quelatos (Fassbender, 1980).
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En la caracterizacion de perfiles de suelos se requiere deter-
minar el contenido de carbono orgénico, para definir el tipo de
suelo de interés para uso agricola. Su valor permite el conoci-
miento de las relaciones C/N, C/P y C/S de los suelos, pard-
metros muy importantes en la caracterizacion de la materia or-
génica.

Asimismo, conociendo el contenido de carbono orgéni-
co se puede determinar la cantidad de materia orgénica, multi-
plicando por el factor convencional de Vammelen (1,724), el
cual ha sido obtenido de la consideracién de que la materia or-
génica de los suelos contiene 58% de carbono, aunque otros
autores establecen la necesidad de mejores estudios para su
comprobacién en suelos tropicales (Broadbent, 1965).

En la estimacion del carbono orgénico se utilizan prin-
cipalmente dos métodos:

Combustion seca del carbono, en la cual se analiza el
CO, desprendido.

Combustiéon himeda del carbono basada en la reduc-
cién del anién dicromato (Cr,0O,7) y posterior evaluacion de di-
cromato no reducido (Fassbender, 1980).

El método més ampliamente utilizado, es el de com-
bustién hiimeda de Walkley-Black, descrito por Allison (1965
a), el cual se fundamenta en la siguiente ecuacion de 6xido re-
duccidn:

(1) 4 K,Cr,0, + 16 H,SO, + C;H,,0, ——>
4 Cr,(SO,); + 4 K,SO, + 22 H,0 + 6 CO,

La determinacién consiste en la oxidacién del carbono
orgdnico por una mezcla oxidante de dicromato de potasio
(K,Cr,0,) y 4cido sulfiirico concentrado (H,SO,), acelerada por
el calor de dilucién del H,SO, en agua. El carbono organi-co
reduce los iones Cr*® amarillo-naranja del dicromato inicial a
iones Cr* de color verde. Walkley y Black (1934) encontra-ron
que por este método, s6lo el 75% del carbono orgénico es
oxidado. Estequiométricamente, en la ecuacion (I), puede de-
terminarse la cantidad de dicromato en exceso que no inter-
viene en la reaccidén, mediante la técnica de valoracién. Nor-
malmente, con esta técnica se utiliza una solucién de sulfato
ferroso (FeSO, o Sal de Mohr), de concentracién conocida, y
la difenilamina como sustancia indicadora del punto de equi-
valencia o punto final, esto de acuerdo a la reaccion de 6xido-
reduccion siguiente (Kolthoff et.al., 1969):

Cr,0,"+ 6 Fe™ + 14 H* —>2Cr” + 6 Fe” + 7H,0 ()

Enel procedimiento se deben agregar ciertas sustan-cias
quimicas con la finalidad de precisar ese punto de equiva-
lencia. En este sentido, Schollenberger (1927 y 1945), y Alli-
son (1965b), usaron difenilamina en 4cido sulftirico como in-
dicador; Jackson (1958), usé el acido fosférico para lograr ma-
yor nitidez en el cambio del color de azul a verde. Por otro la-
do, cuando en los suelos existen elementos facilmente oxida-
bles como el cloruro (CI™), hierro ferroso (Fe*?) y manganeso

(Mn*?), se deben tomar las precauciones necesarias para eli-
minar las interferencias. La literatura sefiala el uso del nitrato
de plata para eliminar los cloruros, secar suficientemente al ai-
re para reducir el hierro, y en cuanto a la presencia de manga-
neso es muy pequefa en casi todos los suelos (Walkley, 1946).
En lo referente al indicador, Knop (1924) fue el primero en
proponer el uso de la difenilamina en la titulacién del hierro
ferroso con dicromato de potasio; establece que la velocidad de
oxidacién de la difenilamina por el dicromato en medio 4cido
es relativamente lenta, aunque se cataliza con la reaccion entre
el hierro ferroso y el agente oxidante. Sin embargo, la poca so-
lubilidad de la difenilamina dificulta su aplicacién en presen-
cia de tunsgtato, asi como el exceso que pueda agregarse del
mismo, conlleva en ocasiones a resultados irregulares cuando
se aplica este indicador (Kolthof y Sandell, 1965). Uno de los
inconvenientes de la técnica de valoracion radica precisamen-
te, en el uso del indicador, debido a la dependencia operador-
punto final de la valoracién, ademads del tiempo que el proceso
consume.

El método de Walkley-Black, por su parte, ha sufrido
diversas modificaciones, siempre con la finalidad de mejorar la
precisiéon de los valores obtenidos. Graham (1948), fue el
primero en sustituir la valoracién por la técnica colorimétrica
para los andlisis rutinarios, usando el verde del fon Cr** redu-
cido como una medida directa de la cantidad de carbono oxi-
dado.

En esta investigacion se empled un colorimetro con fil-
tro rojo cercano a una longitud de onda de 620 um. De igual
forma, Carolan (1948), también usé la colorimetria, pero de-
terminando el color amarillo del dicromato no reducido y obte-
niendo en forma indirecta el carbono medido, al igual que Gra-
ham, utiliz6 un filtro rojo para su cuantificacién. Posterior-
mente, Metson (1956), estudié ambas técnicas ampliamente e
indicd preferencia por la modificacién de Graham en el método
de Walkley—Black, debido a la obtencién de datos mds repro-
ducibles. Heanes (1984), comparé varios métodos para la de-
terminacién del carbono orgénico de los suelos, pero variando
el procedimiento colorimétrico para hacerlo mds preciso. In-
troduce la modalidad del calor externo para digerir las mues-
tras y lee la intensidad de los iones Cr** en un Spectronic 1001,
a la longitud de onda de 600 pm. En relacién a la longitud de
onda, Arrieche y Pacheco (datos no publicados) determinaron
en 1992 a nivel experimental, mediante el espectro de absor-
cién, que el maximo de absorbancia del complejo formado por
los iones cromo (Cr*?), se encuentra a 590 pum. Por otro lado,
en los talleres de uniformizacién de procedimientos analiticos
para caracterizar perfiles, llevados a cabo por varias institucio-
nes del pais: FONAIAP, CENIAP, FUSAGRI, UCV, MAR-
NR, EDAFOFINCA (1992), enla verificaciéon cruzada de datos
de muestras de suelos referenciales, los valores corre-
spondientes a la determinacién de carbono orgénico presenta-
ron mucha variabilidad entre laboratorios. (FONA-IAP, 1992).

Estos laboratorios usaron la digestiéon himeda del mé-
todo de Walkley-Black, con la técnica de valoracion para de-
terminar el contenido de carbono orgdnico de esas muestras.
Aln cuando existian algunas variantes en la metodologia apli-
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cada en cada uno de los laboratorios, el denominador comun
manifestado por los operadores estuvo en la dificultad para lo-
grar determinar el punto final de la valoracion. Dada esta pro-
blemdtica, surgi6 la posibilidad de implementar la técnica co-
lorimétrica como alternativa, pero previo a una comprobacién
experimental entre procedimientos. El procedimiento colorimé-
trico, por ser espectrofométrico, proporciona precision, exac-
titud, comodidad y rapidez (Soon et. al., 1991). En éste se mi-
de la intensidad del color verde de los iones Cr*, empleando
curvas de calibracion, donde se requiere como minimo cinco
soluciones patrones de concentracién conocida, preparadas a
partir de patrones primarios de sacarosa o glucosa. Siempre y
cuando el instrumento de medicién (fotocolorimetro), esté en
buenas condiciones de operabilidad y cumpla con los rangos de
concentracion establecidos por la ley de Beer (Skoog y West,
1975), 1a técnica estard sujeta a menos errores operacio-nales
que el procedimiento de titulacién, por lo que se espera-rian
resultados reproducibles y mas confiables.

El objetivo del presente estudio fue comparar ambos
procedimientos analiticos: Valoracién y colorimetrico, parade-
terminar el porcentaje de carbono orgdnico en muestras de sue-
los, con la finalidad de sustituir la valoracién por el método co-
lorimétrico, en aquellos laboratorios donde se analizan mues-
tras de suelos para caracterizar perfiles.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se seleccionaron tres muestras de suelo,
con contenidos de materia orgdnica catalogadas como bajo,
medio y alto, segin el Manual de Procedimientos de Analisis
de Suelos con Fines de Fertilidad (Brito et. al., 1990). Estas
muestras se tomaron de suelos ubicados en el municipio Li-
bertad del estado Barinas, municipio Carache del estado Tru-
jillo y en el municipio Andrés Eloy Blanco del estado Lara, to-
madas a la profundidad de 0-20 cm.

Las muestras de suelo, cuyas propiedades fisico-quimi-
cas se muestran en el cuadro 1, fueron secadas al aire, tritura-
das en mortero y pasadas a través de un tamiz de 2 mm de dia-
metro.

El método aplicado fue el de combustiéon himeda de
Walkley-Black (Brito et al., 1990), las técnicas se detallan en
cada uno de los procedimientos descritos a continuacién:

Procedimiento 1 (P1): Pesar 0,5 a 1,0 gramos de suelo,
después de cernido con el tamiz de 2 mm de didmetro; agregar
10 ml de dicromato de potasio 1 N; agregar 20 ml de dcido sul-
firico al 97-98 %; agitar suavemente por un minuto y dejar re-
posar por 30 minutos. Diluir la suspensién a 150 ml con agua
destilada. Agregar 10 ml de 4cido fosférico al 85 % y 0,2 gra-
mos de fluoruro de sodio. Valorar el exceso de dicromato de
potasio con una solucién de sulfato ferroso 0,5 N; usar 30 go-
tas de difenilamina como indicador. El porcentaje de carbono
orgénico (CO), se calcula mediante la férmula (Martinez,
1974):

(VIN, - VN

% CO = x 0,399

Peso de muestra (g)

V, = Volumen de dicromato de potasio (ml)

N, = Normalidad del dicromato de potasio (eq.1™")

V, = Volumen del sulfato ferroso gastado en titulacién (ml)
N, = Normalidad del sulfato ferroso (eq.1")

0,399 = Factor de conversion.

Cuadro 1. Propiedades fisico- quimicas de los suelos Libertad,
Carache y Andrés Eloy Blanco.

Suelo
Propiedades Libertad Carache Andrés
Eloy

Blanco
pH (Relacién 1:2,5) 5,8 7,1 5,2
Conductividad Eléctrica (ds.m") 0,09 0,08 0,14
Materia Orgénica (%) 2,39 1,55 5,3
Arena (%) 31,6 66,4 604
Arcilla (%) 16,2 20,4 14,4
Limo (%) 52,2 132 25,2
Calcio (mg.kg™) 630 1100 640
Potasio (mg.kg™) 158 36 36
Fésforo (mg.kg™") 42 11 8

Fuente: Laboratorio de Suelos. FONAIAP. Yaracuy. 1995.

Procedimiento 2 (P2): Pesar 0,5 a 1,0 gramos de suelo,
después de cernido por un tamiz de 2 mm de didmetro; agregar
5 ml de dicromato de potasio 1 N y rotar suavemente; agregar
10 ml de 4cido sulftrico al 97-98 % y agitar por 5 a 10 segun-
dos. Dejar reposar por 30 minutos y agregar 50 ml de agua des-
tilada, mezclar y dejar reposar durante toda la noche. Trasvasar
la solucién sobrenadante a celdas fotocolorimétricas y leer el
porcentaje de transmitancia en un fotocolorimetro, a la longi-
tud de onda de 590 um. El porcentaje de carbono orgéanico se
determina por la ecuacion de regresion de la curva de calibra-
cién, determinada previamente, a partir de los patrones prima-
rios de glucosa o sacarosa, preparados en un rango de concen-
tracién de 0,00 a 0,04 % de carbono, sometidos al miso pro-
ceso de las muestras, y leidos a la misma longitud de onda. El
porcentaje de carbono organico se calcul6 de acuerdo a la si-
guiente férmula:

% Carbono Orgénico = Absorbancia x factor de dilucién

Se efectuaron tres repeticiones diarias a cada uno de los
suelos por los procedimientos sefialados, durante un lapso de
treinta dias no continuos, para un total de noventa determina-
ciones analiticas para cada muestra y procedimiento. A los va-
lores obtenidos para cada determinacién de carbono orgénico,
se les determiné la media, el coeficiente de correlacion, prueba
de media entre procedimientos para cada uno de los suelos se-
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leccionados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de carbono organico promedio de tres re-
peticiones, asi como el limite superior e inferior de los valores
medidos diariamente, estan dados en el cuadro 2. De acuerdo
a estos valores, la cantidad de carbono organico promedio del
suelo Andrés Eloy Blanco, es mayor que los suelos Libertad y
Carache, y a su vez el suelo Libertad presenta mayor contenido
de carbono orgéanico que el suelo Carache, lo cual fue esta-
disticamente significativo al 95 % de probabilidad (P< 0,05).

Cuadro 2. Limite superior (Ls), limite inferior (Li) y valores
promedio (Media) de carbono orgénico.

Suelo Procedimiento  Carbono organico (%)
Ls Li Media
Libertad Valoracion 1,63 1,17 1,420
Colorimetria 1,62 1,28 1,450
Carache Valoracién 1,01 0,68 0,84 ¢
Colorimetria 1,10 0,84 0,92 ¢
Andrés Eloy Valoracién 3,45 2,98 3,23 a
Blanco Colorimetria 3,54 3,09 3,38 a

Cuadro 3. Coeficiente de variacién (CV) y Coeficiente de co-
rrelacién (R) obtenidos entre suelos y procedi-

mientos.

Suelo Procedimiento Cv R

Libertad Valoracion 12,7 0,69
Colorimétrico 6,2

Carache Valoracién 10,7 0,76
Colorimétrico 8,7

Andrés Eloy Blanco Valoracién 4,33 0,96
Colorimétrico 4,14

En el cuadro 3 se presentan los datos correspondientes
al coeficiente de variacién (CV), coeficiente de correlacion (1),
existentes entre procedimientos y muestras de suelos.

Al analizar estos resultados se tiene que el coeficiente
de variacion fue mayor en los tres suelos bajo estudio con el
procedimiento de valoracion, que con el procedimiento colori-
métrico.

Cuando se establecid la correlacién entre procedimien-
tos, para una misma muestra, el coeficiente de correlacion (r)
fue mas alto para el suelo Andrés Eloy Blanco que para los o-
tros dos suelos, debido probablemente, que al contener los sue-
los Libertad y Carache menor cantidad de carbono orgénico
que el suelo Andrés Eloy Blanco, la variabilidad analitica por
la magnitud de la pesada es menor para este dltimo, ya que en
este estudio el peso fue uniforme para todas las muestras, 0,5
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gramos.

En cuanto al coeficiente de variacién (CV), se mantuvo
alto con el suelo Carache con ambos procedimientos, siendo
esta muestra la de menor contenido de carbono orgénico, lo
que implica que el error por el tamafio de muestra (peso), se
magnifica por cualquiera de los dos procedimientos, esto de-
termina que cuando la muestra de suelo, tiene un contenido de
carbono organico menor al 1%, el peso de muestra para el ana-
lisis debe ser mayor a 0,5 gramos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que el pro-
cedimiento colorimétrico para evaluar el carbono orgédnico de
los suelos puede sustituir al procedimiento de titulacién en el
método de combustién himeda de Walkley Black, ya que no
existen diferencias significativas entre los procedimientos, ex-
cepto para la muestra Carache, que presenta menor contenido
de carbono orgéanico, por lo que se deben tomar las precau-
ciones para minimizar el error de la determinacién por efecto
de pesada.

Finalmente, en este estudio se recomienda adoptar la
técnica colorimétrica, por resultar mas eficiente, econdémica y
rapida, manteniendo a la vez la reproducibilidad de los resul-
tados con menor variabilidad entre ellos, en aquellos laborato-
rios en los que se emplea la titulacion para evaluar el carbono
orgdnico en muestras de suelos para caracterizar perfiles.
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