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RESUMEN

Se compararon dos metodos (M1 y M2) para la determinacion de materia orgénica de
los suelos (MO), en laboratorios de suelos de seis instituciones: UCV-Agronomia,
INIA-Yaracuy, CIESA-UNERG, EDAFOFINCA, INIA-Guérico y AGRI de Venezuela,
con la finalidad de unificar criterios y bajar la dispersion en los resultados analiticos de
la MO entre laboratorios. Los métodos estdn basados en la digestion himeda con acido
sulfurico y dicromato de potasio, y cuantificados por espectrofotometria UV-Visible.
Las diferencias fundamentales entre métodos, fueron el peso de muestra 0,19 y 0,5g;
longitud de onda de 650 y 590 nm; y tiempo de reaccion de 3 y 24 horas para M2 y M1
respectivamente. Se utilizaron dos muestras controles con niveles de MO bajo y alto. El
analisis estadistico arrojé mayor variabilidad en M2, y mayor precisién en M1, por lo
que se recomienda adoptar este Gltimo método en los laboratorios de suelos con fines de
fertilidad.
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INTRODUCCION
La materia organica (MO) es un componente importante de la calidad del suelo (Doran
et. al., 1998). La contribucién de la materia orgénica a la productividad de los suelos ha
sido reconocida en la agricultura tradicional ya que es la base de su fertilizacion, de alli
la importancia de cuantificar su contenido en el suelo. En la mayoria de los laboratorios
de analisis de suelos del pais, la materia organica se mide por el método de Walkley y
Black (1934), el cual consiste en una oxidacion parcial del carbono (C) orgéanico por la
adicion de una mezcla acida de dicromato de potasio, sin la aplicacion externa de calor.
Sin embargo las diferencias en el procedimiento analitico en cada laboratorio, tales
como el peso de muestra, longitudes de ondas, tiempo de reaccidn, 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. En este sentido en los
laboratorios participantes en el GIUMA (Grupo Interinstitucional para Uniformar
Métodos Analiticos) se discutié la necesidad de hacer una revision de los métodos que
se estaban utilizando. Se detectd que el fundamento de los métodos era el mismo,
digestion himeda segin Walkley y Black (1934), determinacion por espectrofotometria
(UV-visible) y el uso de los factores de conversion de 1,333 y 1,742 para emitir los
valores de porcentaje de MO. No obstante se encontraron diferencias fundamentales en:
peso de la muestra, entre 0,1g y 0,5 g; longitud de onda (A) entre 590 nm y 650 nm y



tiempo de reaccion: entre 3 y 24 horas. En este estudio se seleccionaron dos de los
meétodos rutinarios participantes que presentaron variaciones extremas en las diferencias
antes mencionadas, para comparar los valores de carbono orgénico generados por seis
laboratorios, con el propésito de unificar criterios y obtener resultados analiticos
confiables en los contenidos de materia organica de los suelos agricolas venezolanos.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio participaron seis laboratorios que analizan en forma rutinaria el contenido
de materia orgénica en el suelo: Universidad Central de Venezuela-Agronomia, Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias-Yaracuy, Universidad Rémulo Gallegos-
CIESA, EDAFOFINCA, Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias-Guérico
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 establecid
de acuerdo a las pruebas preliminares un valor de longitud de onda de 590 nm para
ambos. Los métodos consistieron en:

Método M1: Pesar 0,50009 + 0,0050g de cada una de las muestras de suelo seco al aire
en balén aforado de 50 mL, afiadir 5 mL de solucién de dicromato de potasio 1N, rotar
suavemente el frasco para mezclar bien, agregar 10 mL de &cido sulfirico concentrado
96%-98% p/p, y agitar nuevamente durante 5 a 10 segundos. Luego agregar agua
destilada cercano al enrase, en el mismo orden en que se agregd el &cido a las muestras.
Dejar en reposo 3 6 4 horas y enrasar a 50 mL con agua destilada, mezclar y dejar en
reposo durante la noche. Al dia siguiente trasvasar el sobrenadante transparente a las
celdas y leer a la longitud de onda (A) de 590 nm en espectrofotdmetro 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 o Glucosa equivalente a 2,1753 mg C/mL Agregar en
forma sucesiva 5 mL de dicromato de potasio 1N, 10 mL de &cido sulfarico y luego
aforar a 50 mL con agua destilada con igual procedimiento que con las muestras. Dejar
en reposo hasta el dia siguiente y leer en espectrofotémetro UV-Visible a A de 590 nm
en orden ascendente. El % MO se calcul6 segln la formula: %MO = [Lect. Absorb.-
Intercepto Curva calib.]*(1,3333)* (1,724)*(100) / [Pendiente de la Curva calib.*Pm*1000],
donde Pm = Peso de muestra, 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 carbono orgénico (CO) en materia orgénica.

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 CO/mL a partir de una solucién de glucosa que contiene 10 mg
CO/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 determinacion. Se afiade a cada uno de los tubos
de ensayo (muestra, patrones y blanco) 2 mL de dicromato de potasio (K;Cr,0;) al 8%
y 3,0 mL del &cido sulfarico concentrado. Se deja enfriar por 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 sobrenadante de la muestra centrifugada se pasa a tubo de espectrofotometro al
igual que los patrones y el blanco. Se hacen las lecturas en el espectrofotometro UV a

una longitud de onda de 590 nm. El % MO se calculé segun la formula: %MO = [Lect.
Absorb.- Intercepto Curva calib.]*(1,3333)* (1,724)*(100) / [Pendiente de la Curva
calib.*Pm*1000], donde Pm = Peso de muestra, 1,333 = Factor resultante de la



consideracion que la oxidacion promedio del carbono por este método es del 75% vy
1,724 = Factor de Van Bemmelen para convertir el carbono organico en materia
orgéanica.

Se escogieron dos muestras de suelos, una con bajo (mB) y otra con alto contenido en
MO (mA\). Estas fueron suministradas por el Laboratorio de suelo del INIA Yaracuy
preparadas y manejadas de acuerdo a Cabrera (2003) y siguiendo el protocolo ISO-
REMCO N280 (2006), para el establecimiento de sus limites de confianza. Su ubicacion
y caracteristicas fisico quimicas se presentan en el Cuadro 1. Las muestras fueron
analizadas por cuadriplicado por cada laboratorio.

Cuadro 1. Ubicacion y caracteristicas fisico quimicas de los suelos de referencia
Materia Organica (%)

Muestra Ubicacion Textura pH CE 1 Limite Limite
(ds.m™) . .
Inferior Superior
mA Jurimiquire FAL 7,7 0410 4,84 5,14
Estado Yaracuy
Joboliso
mB Estado Yaracuy Fa 6,1 0,080 1,32 1,44

Los resultados de la comparacion experimental, se procesaron con el Programa Statistix
para Windows, version 8 (Statistix, 2003) y asi se analizaron las diferencias obtenidas
entre laboratorios y entre métodos. Para estudiar la precision en términos de
repetibilidad (r) y reproducibilidad (R), se aplic6 la Norma COVENIN 2972-92 (ISO
5725-86) (COVENIN, 1992).

RESULTADOS
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 orgénico (P1 a P6), que permitidé corroborar que la mayor absorbancia se
encontrd a la longitud de onda de 590 nm (Figura 1), resultado que coincide con el
encontrado por Arrieche y Pacheco (2000), cuando compararon la técnica analitica de
valoracion del carbono orgénico con el medido en un espectrofotometro UV-Visible.
Los promedios del % MO de cuatro repeticiones y su desviacion estandar, por
laboratorio, muestra y métodos de analisis se presentan en el Cuadro 2. Se aprecia que
los valores obtenidos por el método M1, son superiores a los del método M2, estas
diferencias fueron pequefas en la muestra con nivel bajo de MO, y mayores en el caso
de la muestra con alto contenido de MO. El andlisis estadistico revel6 que las mismas
eran significativas al nivel de probabilidad de 0,05 entre métodos (Cuadro 3).
Al comparar los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios, las diferencias son
estadisticamente significativas (p<0,05) solamente para la muestra con bajo contenido
de MO (Cuadro 3), lo que es logico suponer ya que los errores relativos en los anlisis
espectrofotométricos estan asociados al peso de la muestra, a los instrumentos de
medicion y al rango de operacion de concentracion de los patrones en el uso de la ley de
Beer (Skoog et.al., 2004), estos errores son a su vez mayores cuando intervienen
diferentes laboratorios.
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Figura 1. Barrido de espectro obtenido con seis patrones (P1 a P6) de carbono organico
entre el rango de de longitud de onda (A) de 550 a 650 nm.

Cuadro2. Promedio (n=4) del contenido de MO (%) y desviacion estandar, por
laboratorio (L1 a L6), muestra (mB y mA) y métodos de analisis (M1, M2).

Promedio de MO (%) + desviacion estandar/Muestra
Laboratorio Método B A
M1 163 £ 0,01 549 £ 0,01
H M2 153 £ 0,01 3,90 £ 0,08
M1 160 £ 0,26 4776 = 0,16
- M2 144 + 0,21 3,50 £ 0,34
M1 1,37 £ 0,06 476 = 0,15
- M2 126 £ 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
M1 145 £ 0,09 485 = 0,23
o M2 1,17 £ 0,10 3,39 £ 0,29




Cuadro 3. Resumen del analisis de varianza de los métodos analiticos y laboratorios
considerados para los resultados de la determinacion de materia orgéanica en suelos.

Fuente de variacion Nivel de materia organica en el suelo
Nivel Bajo (mB) Nivel Alto (mA)

Métodos * *

Laboratorios * NS

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

Con respecto a la precision, los parametros de repetibilidad y reproducibilidad en la
mayoria de los casos, fueron menores en el M1, indicando una mayor precision de este
método (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores de repetibilidad (r) y reproducibilidad (R) de los métodos evaluados
(M1y (M2) en la determinacion de la MO entre los laboratorios.
Muestra de suelo

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

CONCLUSIONES

El método M2 contempla la medicion de volimenes muy pequefios de reactivos para la
elaboracion de la curva de calibracion y los instrumentos empleados en este caso no
tienen la precision adecuada para garantizar un margen aceptable de error experimental.
De igual forma la utilizacién de pesos de muestras reducidos (0,1 g) conduce a
resultados dispersos demostrados en la ronda experimental. EI método M1 arrojo 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 precision y menor variabilidad entre laboratorios.

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
determinacion de materia orgénica con fines de fertilidad.
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