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RESUMEN

Se compararon dos métodos (M1 y M2) para la
determinacion de la materia organica (MO) de los
suelos, en los laboratorios de seis instituciones:
UCV-Agronomia, INIA-Yaracuy, UNERG, EDAFO-
FINCA, INIA-Guarico y AGRI de Venezuela, con la
finalidad de unificar criterios y bajar la dispersion
en los resultados analiticos de la MO entre labora-
torios. Los métodos estan basados en la digestion
humeda de la muestra con &cido sulfdrico y dicro-
mato de potasio, y la cuantificacién del carbono
organico por espectrofotometria UV-Visible. Las
diferencias fundamentales comprendian: peso de
muestra 0,1 g y 0,5 g; longitud de onda de 650 y
590 nm; y tiempo de reaccién entre 3 y 24 horas
para M2 y M1 respectivamente. Se utilizaron dos
muestras con niveles de MO bajo y alto. Se evalu6
la precisiéon de los métodos en términos de repeti-
bilidad (r) y Reproducibilidad (R). Se encontr6 que
al aplicar el método M1 se obtuvieron valores de
MO mas exactos (en relacién al valor medio del
limite de confianza establecido en las muestras de
suelos) tanto para las muestras como para los la-
boratorios. Los valores de MO obtenidos por am-
bos métodos correlacionaron significativamente (r
=0,6591; p = 0,0005) para la muestra de nivel alto
en MO; y no presentaron diferencias significativas
entre laboratorios. En comparacién con el método
M2, el método M1 oxida mas carbono orgéanico del
suelo, con una mayor precisién y menor variabili-
dad entre laboratorios, por lo que se recomienda
adoptar este ultimo en el andlisis de suelos con
fines de fertilidad.

Palabras clave: Carbono organico de suelos; mé-
todos de analisis; intercomparacion de laboratorios.

ABSTRACT

Two methods (M1 and M2) used to determine soil
organic matter (SOM), were compared, in different
laboratories from the following institutions: UCV-
Agronomy, INIA-Yaracuy, UNERG, EDAFOFIN-
CA, INIA-Guarico and AGRI of Venezuela. The
aim was to unify criteria and to get the lower dis-
persion of the analytical results between laborato-
ries. The methods are based on wet digestion
with sulfuric acid and potassium dichromate, and
quantification of organic carbon by UV-Visible
spectrophotometry. The fundamental differences
among them, comprising: sample weight of 0.1 g
and 0.5 g, the wavelength of 650 and 590 nm, and
the reaction time between 3 and 24 hours for M2
and M1 respectively. Two control samples with low
and high level of SOM were used. The accuracy of
the methods in terms of repeatability (r) and Re-
producibility (R) was evaluated. It was found that
by applying the method M1, organic matter values
were more accurate (relative to the mean value
confidence limits established in soils samples) for
both samples and laboratories. SMO values
obtained for both methods were significantly corre-
lated (r = 0.6591, p = 0.0005) for the sample with
high SMO concentration, and no significant differ-
ences between laboratories were found. Compar-
ing both methods, M1 oxidized more soil organic
carbon than M2, with the greatest precision and
the lowest variability between laboratories, for this
we recommend to adopt M1 in soil fertility analy-
sis.

Key Word: Soil organic carbon; analysis methods;
interlaboratory studies.
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INTRODUCCION

Los estudios de comparacion de datos experimentales tienen como propdsito validar métodos, evaluar
el desempefio técnico de los laboratorios, y/o unificar procedimientos de andlisis que permitan asegurar
la calidad analitica de resultados, entre otros. Asi, podrian citarse algunas investigaciones como la reali-
zada por Hartonen et al., (2002), en la que participaron 11 laboratorios y se evaluaron dos métodos para
la determinacién de hidrocarburos totales de petrdleo en suelos, con la finalidad de comparar su eficien-
cia y precisién en relacién al método convencional. Llamosa y Villareal (2010) proponen que algunos de
los criterios utilizados en la intercomparacion de laboratorios de calibracion y ensayos, podrian imple-
mentarse en laboratorios de fisica experimental, argumentando que las comparaciones entre los labora-
torios son necesarias para verificar y/o asegurar la “Equivalencia” entre los participantes. Estudios de
intercomparacion de analisis de suelos y plantas en México, han permitido identificar aquellos laborato-
rios que generaban resultados fiables en el andlisis foliar (Lopez et al. 2007).

Sleutel et al., (2007) con el objetivo de sustituir los métodos de oxidacién en hiumedo de Walkley y
Black, para determinar el carbono organico de los suelos, los compararon con aquellos que utilizan
analizadores modernos de combustion seca. Ellos encontraron excelentes correlaciones entre ambos
métodos, lo que a su vez era necesario para poder comparar los datos pasados y actuales en estudios
de suelos belgas a largo plazo. Otra de las conclusiones de este trabajo fue que el factor de 1,724 tradi-
cionalmente usado en la cuantificacion del porcentaje de materia organica no fue valido para este tipo
de suelo, por lo que recomendaban establecer y adoptar factores especificos en cada regioén. De igual
forma, La Manna et al., (2007) comparando el procedimiento de combustion humeda de Walkley-Black
con el de ignicion en la cuantificacién de la materia organica de suelos de la Patagonia en Argentina,
establecieron ecuaciones de regresion con valores de coeficientes de correlacion altos entre ambas
modalidades; asimismo, determinaron que los métodos se comportaban de manera diferente con res-
pecto a los suelos que soportan distintos tipo de vegetacion.

En Costa Rica se han llevado a cabo programas de intercomparacién entre laboratorios durante 6 afnos,
con los cuales han logrado una exitosa homologacion de metodologias en los analisis de suelos y teji-
dos foliares, con una variabilidad baja dentro de los laboratorios y una variacion entre los resultados de
diferentes laboratorios bastante aceptable pero mejorable (Corrales et al., 2005). Por otra parte, Sad-
zawka et al., (2005), destacan que el Indice de excelencia de los laboratorios aumenté de 78% en 1995
a més de 90% a partir del ario 2000, producto de las comparaciones entre diversos laboratorios de ana-
lisis de suelos en Chile.

En Venezuela el Grupo Interinstitucional para Uniformar Metodologias Analiticas (GIUMA), ha realizado
diversos estudios interlaboratorio de métodos para analizar fertilizantes (Carrillo de Cori y Ruiz, 2008).
Hasta el presente se han unificado métodos para determinar nitrégeno (Carrillo de Cori et al., 1998) fos-
foro (Carrillo de Cori et al., 1999, 2002, 2008, 2012), potasio (Ruiz et al., 2010), y azufre (Carrillo de Cori
et al., 2010).

En vista de que en el pais se habian observado diferencias importantes en los resultados de las deter-
minaciones de la materia organica del suelo generados por distintos laboratorios, el GIUMA se propuso
hacer una revision de los métodos que se estaban utilizando.

La materia organica es un componente importante de la calidad del suelo (Doran et al, 1998). La contri-
bucion de la materia organica a la productividad de los suelos ha sido reconocida en la agricultura tradi-
cional ya que es la base de su fertilidad, de alli la importancia de cuantificar su contenido en el suelo.
En todos los laboratorios de andlisis de suelos de Venezuela, la materia organica (MO) se mide por el
método de Walkley y Black (1934), el cual consiste en una oxidacion parcial del carbono (C) organico
por la adicién de una mezcla acida de dicromato de potasio, sin la aplicacion externa de calor. Sin em-
bargo las diferencias en el procedimiento analitico en cada laboratorio, tales como el peso de muestra,
longitudes de ondas, tiempo de reaccion, instrumentos de medidas entre otros generan valores de MO
dispersos, que a su vez conllevan a interpretaciones distintas desde un punto de vista de fertilidad. Se
detect6 que el fundamento de los métodos era el mismo, digestion himeda segun Walkley y Black
(1934), determinacién por espectrofotometria (UV-visible) y el uso de los factores de conversién de
1,333 y 1,742 para calcular los valores de porcentaje de MO. No obstante se encontraron diferencias
fundamentales en: el peso de la muestra, entre 0,1g y 0,5 g; la longitud de onda (A) entre 590 nm y 650
nm y el tiempo de reaccion: entre 3 y 24 horas. Con el proposito de unificar criterios y obtener resulta-
dos analiticos confiables en los contenidos de materia orgéanica de los suelos, en este estudio se com-
pararon los dos métodos que presentaron variaciones extremas en las diferencias antes mencionadas.
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MATERIALES Y METODOS

En el estudio participaron seis laboratorios que analizan en forma rutinaria el contenido de materia orgéa-
nica en el suelo, adscritos a las siguientes instituciones: Universidad Central de Venezuela-Agronomia,
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas-Yaracuy (INIA-Yaracuy), Universidad Rémulo Gallegos-
CIESA, EDAFOFINCA, Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas-Guarico (INIA-Guarico) y AGRI
de Venezuela. Entre los métodos utilizados por esos laboratorios se seleccionaron para la comparacion
los dos procedimientos que presentaban mayores diferencias, los cuales se distinguieron como método
M1 y método M2; y se establecié de acuerdo a las pruebas preliminares, un valor de longitud de onda
de 590 nm para ambos. Las metodologias aplicadas se describen a continuacién:

Método M1: Pesar 0,5000g + 0,0050g de cada una de las muestras de suelo seco al aire en balén afo-
rado de 50 mL, afadir 5 mL de solucion de dicromato de potasio 1N, rotar suavemente el frasco para
mezclar bien, agregar 10 mL de acido sulfarico concentrado 96%-98% p/p, y agitar nuevamente durante
5 a 10 segundos. Luego agregar agua destilada hasta alcanzar un volumen cercano al enrase, en el
mismo orden en que se agregd el acido a las muestras. Dejar en reposo 3 0 4 horas y enrasar a 50 mL
con agua destilada, mezclar y dejar en reposo durante la noche. Al dia siguiente trasvasar el sobrena-
dante transparente a las celdas y leer a la longitud de onda (A) de 590 nm en espectrofotémetro UV-
Visible. Previamente preparar patrones en balones de 50 mL que contengan 0,0000; 1,0876; 2,1753;
4,3506; 6,5259; 8,7012; 10,8765; 13,0518 y 17,4024 mg C; a partir de una solucion patrén de sacarosa
0 glucosa equivalente a 2,1753 mg C/mL. Agregar en forma sucesiva 5 mL de dicromato de potasio 1N,
10 mL de acido sulfdrico y luego aforar a 50 mL con agua destilada siguiendo el mismo procedimiento
que se aplicé a las muestras. Dejar en reposo hasta al dia siguiente y leer en espectrofotémetro UV-
Visible a A de 590 nm en orden ascendente. El % MO se calcul6 segun la formula:

Lectura absorbancia — Intercepto curva calibracion) x 1,3333 x 1,724 x 100

%MO = ( , . —
(Pendiente curva calibracién x Pm x 1000)

Donde:

Pm = Peso de muestra, (g)

1,333 = Factor resultante de la consideracion que la oxidacion promedio del carbono por este método
es del 75% y

1,724 = Factor de Van Bemmelen para convertir el contenido de carbono organico en materia organica.

Método M2: Macerar 1,00 g de muestra de suelo y pesar 0,10 g; transferir a tubo de ensayo y adicionar
1 mL de agua destilada. Previo se preparan patrones de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 y 3,00 mg de C/mL a
partir de una solucién de glucosa que contiene 10 mg C/mL. Luego se toma 1 mL de cada una de las
soluciones patrones y 1 mL de agua destilada para realizar el blanco de la determinaciéon. Se afiade a
cada uno de los tubos de ensayo (muestra, patrones y blanco) 2 mL de dicromato de potasio (K>Cr,O-)
al 8% y 3,0 mL del acido sulfurico concentrado. Se deja enfriar por espacio de 2 a 3 horas y se agrega a
cada tubo 10 mL de agua destilada. La muestra se centrifuga durante 10 minutos a 2500 rpm. El sobre-
nadante de la muestra centrifugada se pasa a tubo de espectrofotometro al igual que los patrones y el
blanco. Se hacen las lecturas en el espectrofotémetro UV a una longitud de onda de 590 nm. El % MO
se calculd segun la férmula:

(Lectura absorbancia — Intercepto curva calibracion)x 1,3333 x 1,724 x 100

O/OMO = . . .z
(Pendiente curva calibracién x Pm x 1000)

Donde:

Pm = Peso de muestra, (g)

1,333 = Factor resultante de la consideracion que la oxidacion promedio del carbono por este método
esdel 75% y

1,724 = Factor de Van Bemmelen para convertir el contenido el carbono orgénico en materia orgénica.
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Se escogieron dos muestras de suelos procedentes del estado Yaracuy, una con alto contenido en MO
(mA), ubicada en Jurimiquire, municipio Veroes donde predomina el cultivo de platano; y otra muestra
con nivel bajo en MO (mB), localizada en Joboliso, municipio Pefia, cultivada con maiz. Estas fueron
suministradas por el Laboratorio de suelo del INIA-Yaracuy preparadas y manejadas de acuerdo a INIA
(2003) y siguiendo el protocolo ISO-REMCO N280 (2006), para el establecimiento de sus limites de
confianza. Sus caracteristicas fisicas y quimicas se presentan en el Cuadro 1. Las muestras fueron
analizadas por cuadriplicado en cada laboratorio.

Cuadro 1. Ubicacion y caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos.

CE Materia Organica (%)
Muestra Textura pH ds.m’
(dS.m™) Limite Inferior Limite Superior
mA FAL 7,7 0,410 4,84 5,14
mB Fa 6,1 0,080 1,32 1,44

Los resultados de la comparacion experimental, se procesaron con el Programa Statistix para Win-
dows, versién 8 (Statistix, 2003) y asi se analizaron las diferencias obtenidas entre laboratorios y entre
métodos. Para estudiar la precisién en términos de repetibilidad (r) y reproducibilidad (R), se aplic6 la
Norma COVENIN 2972-92 (ISO 5725-86) (COVENIN, 1992). Se determinaron los valores de r y R en
forma separada para cada nivel de materia organica, como lo establece la norma. Se calcul6 el prome-
dio y la varianza de cada laboratorio; mediante la prueba de Cochran se detectaron los laboratorios que
presentaban problemas de repetibilidad y con la prueba de Dixon, en los laboratorios que continuaban
en evaluacién, se encontraron aquellos que presentaban problemas de reproducibilidad. La repetibili-
dad permitié conocer la variabilidad del ensayo en cada laboratorio bajo condiciones constantes (el
mismo laboratorio, el mismo operador y el mismo equipo) a intervalos reducidos de tiempo y se expre-

Sa como:
r=t |20
r

La reproducibilidad mide la variabilidad entre laboratorios, ensayos realizados en condiciones amplia-
mente variables (laboratorios diferentes con operadores y equipos distintos) y se expresa como:

R=1t /26R

En ambas expresiones:

“1” es el factor t de student para dos colas, para un nivel de confianza de 95 %

“o r” es la desviacién estandar de repetibilidad

“o R” es la desviaciéon estandar de reproducibilidad

De acuerdo a la norma COVENIN 2972-92 (COVENIN, 1992) y a FONDONORMA (2002), en la
practica, como los valores exactos de “or’ y “0R” no se conocen, se reemplazan por sus valores
estimados “Sr " y “SR” y el factor t se aproxima a 2,8, lo cual conduce a las expresiones r = 2,8
Sry R =2,8 SR, las cuales se utilizaron en este trabajo para el célculo de “r’ y “R” respectivamen-
te.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas preliminares consistieron en uniformar el criterio de la longitud de onda, mediante un
barrido en el espectro comprendido entre 550 y 650 nm con seis patrones de carbono organico
(P1 a P6), lo que permitié corroborar que la mayor absorbancia se encuentra a la longitud de onda
de 590 nm (Figura 1), resultado que coincide con reportado por Arrieche y Pacheco (2000), cuan-
do compararon los datos obtenidos mediante la técnica analitica de titulacién del carbono organico



Arrieche et al., Venesuelos 21:33-42

con los procedentes de las medidas realizadas en un espectrofotometro UV-Visible.

Figura 1. Barrido de espectro obtenido con seis patrones (P1 a P6) de carbono organico entre el
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rango de longitud de onda (A) de 550 a 650 nm.
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Los promedios de cuatro repeticiones del % MO y su desviacién estandar, por laboratorio, mues-
tra y métodos de analisis se presentan en el Cuadro 2. Los valores obtenidos por el método M1,
son superiores estadisticamente (p < 0,05) a los del método M2.

Cuadro 2. Promedio del contenido de MO (%) y desviacién estandar, por laboratorio (L1 a L6),

muestra (mB y mA) y métodos de anadlisis (M1 y M2).

Promedio de MO (%) * desviacién estandar/Muestra

Laboratorio Método B A
M1 1,63 £+ 0,01 5,49 + 0,01
g M2 1,53 £+ 0,01 3,90 = 0,08
M1 1,60 £ 0,26 4,76 + 0,16
- M2 1,44 + 0,21 3,50 + 0,34
M1 1,37 + 0,06 4,76 + 0,15
- M2 1,26 + 0,45 3,32 + 0,26
L4 M1 1,19 + 0,01 5,24 + 0,00
M2 1,11 + 0,05 3,75+ 0,05
M1 1,88 + 0,05 5,04 + 0,28
- M2 1,09 £ 0,03 3,83 £ 0,08
L6 M1 1,45 + 0,09 485 + 0,23
M2 1,17 £ 0,10 3,39 + 0,29
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Cuando se compararon las medias de MO en % por laboratorio participante, se observo que con la
muestra de suelo de nivel alto (mA), los laboratorios no presentaban diferencias significativas entre los
valores arrojados, segun la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis para un total de 48 da-
tos y a la probabilidad de 0,05. En el caso de la muestra de nivel bajo en MO (mB), si existen diferen-
cias significativas entre los laboratorios con valores extremos para los laboratorios L1 y L4 (Cuadro 3).
Estos resultados confirman que existe mayor variabilidad analitica cuando el contenido de materia orga-
nica es menor en la muestra de suelo. Si se tiene en cuenta que los errores relativos en los analisis es-
pectrofotométricos estan asociados al peso de la muestra, a los instrumentos de medicién y al rango de
concentracién de los patrones en el uso de la ley de Beer (Skoog et.al., 2003), se comprende que estos
errores sean a su vez mayores cuando intervienen diferentes laboratorios.

Cuadro 3. Comparacion de rangos segun la prueba de Kruskal-Wallis para nivel alto de materia
organica (mA) y nivel bajo (mB) por laboratorio participante.

Nivel alto (mA) Nivel bajo (mB)
Laboratorio Rango medio Laboratorio Rango medio
L1 33,125 a L1 35,500 a
L5 28,750 a L2 31,938 ab
L4 27,063 a L5 26,313 ab
L2 20,500 a L6 21,000 ab
L6 19,750 a L3 20,437 ab
L3 17,813 a L4 11,812 b

En el cuadro 4 se resumen los resultados del andlisis de varianza realizado para comparar los valores
obtenidos al aplicar dos métodos diferentes para la determinacién de la materia organica del suelo.

Con respecto a la precision, los pardmetros de repetibilidad y reproducibilidad en la mayoria de los ca-
sos, fueron menores en el método M1, indicando una mayor precisién de este método (Cuadro 5).

Cuadro 4. Resumen del andlisis de varianza de los métodos analiticos y laboratorios considerados
para los resultados de la determinacion de materia organica en suelos.

Nivel de materia organica en el suelo

Fuente de variacion Nivel Bajo Nivel Alto
(mB) (mA)
Métodos * *
Laboratorios * NS

NS: diferencias no significativas. * Diferencias significativas al 5%.



Arrieche et al., Venesuelos 21:33-42 39

Cuadro 5. Valores de repetibilidad (r) y reproducibilidad (R) de los métodos evaluados (M1 y (M2)
en los suelos (mA) y (mB) en la determinacién de la MO entre los laboratorios.

Muestra de suelo

Método mB mA mB mA
r r R R
M1 0,147 0,482 0,7046 0,9240
M2 0,166 0,614 0,8098 0,8685

La Figura 2 muestra la relacion entre el contenido de materia organica determinado con M1 y M2, para
la muestra de suelo de nivel alto (mA). El analisis de regresioén lineal mostré una correlacion significativa
al 95% con un coeficiente de correlacion (r) igual a 0,6591 (p = 0,0005). Segun la ecuacién de regre-
sién, los valores obtenidos por el método M2 resultan menores que los del método M1.

43 - y = 0,664x + 0,272
R? = 0,4344

3,9

3,5 1
3,3

% MO - M2

29 -

2.? T T T T T 1
4,5 47 49 51 53 55 57

% MO - M1

Figura 2. Regresion lineal del contenido de MO obtenido por seis laboratorios, con los
métodos M1 y M2, en la muestra del nivel alto (mA).

En el caso de la muestra de suelo nivel bajo (mB), no se consiguid significancia al relacionar los datos
mediante una regresion lineal, la cual presenté un coeficiente de correlacion muy bajo (r = 0,2566; p =
0,2747), lo que ratifica que cuando las concentraciones de MO son bajas, los métodos de analisis son
mucho mas sensibles a errores en el procedimiento analitico (Figura 3). A esto se suma el hecho que
M2 implica el uso de menor cantidad de muestra, lo cual coincide con los resultados de Sleutel et al.,
(2007), quienes al comparar el método de digestién hiimeda con combustién seca en la cuantificacion
del carbono organico de los suelos, corroboraron que la precision de los métodos mejora cuando la
cantidad de muestra es mayor.



Arrieche et al., Venesuelos 21:33-42 40

157 y = 0,198x + 0,887
14 - R2= 0,066

13 I
12 -
1.1 *e ¢ o
1,0 - ¢ ¢
09 -
0,8 -
0,7 . . .

1,0 12 1,4 16 1.8 2,0

% MO - M1

MO - M2

Figura 3. Regresion lineal del contenido de MO obtenido por seis laboratorios, con los
métodos M1 y M2, en la muestra del nivel bajo (mB).

CONCLUSIONES
A partir de este estudio de comparacion se derivan las siguientes conclusiones:

1. El método M1 arroj6 en todos los casos, muestras y laboratorios, valores de materia organica mas
exactos al comparar con el valor medio de limite de confianza establecido como muestra control y una
mayor precisién y menor variabilidad entre laboratorios.

2. La utilizacion de pesos de muestras reducidos (0,1 g) conduce a resultados dispersos demostrados
en la ronda experimental; y cuando se compararon los valores generados entre laboratorios.

El método M2 contempla la medicién de volumenes muy pequenos de reactivos para la elaboracion de
la curva de calibracién, y los instrumentos empleados en este caso no tienen la precisién adecuada pa-
ra garantizar un margen aceptable de error experimental.

RECOMENDACIONES

El método M1 se adapta mejor a las condiciones de un laboratorio de rutina, por lo que se recomienda
sea adoptado en los laboratorios de andlisis de suelos para la determinaciéon de materia organica con
fines de fertilidad.
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