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RESUMEN

En el estudio de la cuantificación de car-

bono orgánico en suelos por el método

Walkley-Black se compararon dos técni-

cas de análisis (colorimetría y volume-

tría) con el fin de evaluar los parámetros

de calidad y así indicar la técnica más

conveniente para implementarla en el

análisis de suelos. Se determinó un inter-

valo lineal de 5 a 50 mg/mL de sacarosa a

una longitud de onda de máxima absor-

ción de 585 nm del ácido crómico reduci-

do. Al comparar los dos métodos de cuan-

tificación se encontraron evidencias de

errores sistemáticos en el método volu-

métrico para los niveles evaluados (alto,

medio y bajo) de concentración de saca-

rosa, mientras que por el método colori-

métrico la cuantificación fue más exacta y

además los valores de desviación estándar

y coeficientes de variación fueron meno-

res, parámetros que lo catalogan como el

método más preciso.

Además, para tener un mayor soporte

analítico se implementaron las metodolo-

gías en diferentes tipos de suelos; los re-

sultados indicaron que el método colori-

métrico para la determinación de carbono

orgánico en suelos presentó menores cos-

tos y número de reactivos por análisis, y a

su vez fue el que ofreció la mejor repetibi-

lidad.

Palabras clave: carbono orgánico,

método Walkley-Black, suelos, paráme-

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.

INTRODUCCIÓN

La determinación de carbono orgánico ha

recibido considerable atención en el análi-

sis de suelos a consecuencia de su impor-

tancia en la fertilidad (1). El significado

particular que tiene la materia orgánica

(MO) del suelo con respecto a la fertilidad

radica en que ésta influye sobre diversas

propiedades del suelo, y además desempe-

ña un papel primordial ya que es fuente de

elementos nutritivos utilizados por la plan-

ta, como nitrógeno, fósforo y azufre, así

como otros micronutrientes (2, 3).

Dada la importancia de confirmar que

las metodologías usadas en dichos análi-

sis rutinarios pueden aplicarse adecuada-

mente, se hace necesario garantizar la

confiabilidad de las medidas para así ase-

gurar que los datos obtenidos sean de alta

calidad y por tanto el resultado de em-

plear metodologías analíticas 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

determinación del carbono orgánico (6,

7); dos técnicas muy utilizadas son la es-

pectrofotometría y la volumetría, en las

cuales la muestra de suelo se trata con un

volumen suficiente de una solución de di-

cromato de potasio que actúa como agen-

te oxidante en un medio fuertemente áci-

do, en una proporción determinada. Por

tanto, en este trabajo se evaluaron algu-

nos de los parámetros de calidad de las

dos metodologías analíticas más frecuen-

temente utilizadas para la determinación

de carbono orgánico; se establecieron así

las características para la aplicación de

las técnicas, así como sus limitaciones en

la cuantificación y los posibles factores

que afectan la medición.

MATERIALES Y MÉTODOS

Suelos

Se evaluaron tres tipos de suelos, con

contenidos altos, medios y bajos de mate-

ria orgánica. Las muestras procedían de

Mondoñedo (Cundinamarca), Rosario

(Antioquia) y Villa de Leyva (Boyacá).

Método Walkley-Black

La determinación de carbono orgánico se

hizo por el método Walkley-Black, en el

cual el suelo se oxida con una solución de

dicromato de potasio estandarizada, utili-

zando el calor producido por la dilución

de ácido sulfúrico concentrado, en la so-

lución crómica. La determinación se rea-



lizó valorando por retroceso la cantidad

de dicromato que no ha sido reducido por

la MO, con una solución de sulfato ferro-

so, utilizando como indicador difenilami-

na, y también se determinó por colorime-

tría, cuantificando el color verde del

ácido crómico reducido a �max =585

nm, el cual es proporcional a la materia

orgánica que reacciona. Además, se rea-

lizó la respectiva curva de calibración 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

solución de dicromato de potasio 0,17 M

y 10 mL de ácido sulfúrico concentrado y

se agitó vigorosamente durante un minu-

to. Se dejó reposar durante 30 minutos.

Una vez frío, se diluyó con agua destilada

hasta completar un volumen de 100 mL y

se adicionaron 5 mL de ácido fosfórico

concentrado. Se dejó reposar durante 10

minutos, se agregaron de 20 a 30 gotas de

difenilamina al 0,5% y se valoró el exce-

so de dicromato con una solución de sul-

fato ferroso 1 M, teniendo en cuenta el

paso de un color púrpura 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 ácido sulfúrico

concentrado, agitando vigorosamente du-

rante un minuto. Se dejó en reposo hasta

alcanzar temperatura ambiente (aproxi-

madamente 30 min), posteriormente se

completó un volumen de 150 mL con

agua destilada, y se agitó de nuevo. Se

dejó decantar y enfriar durante dos horas

y el sobrenadante se transvasó a los tubos

de ensayo, se dejó en reposo de un día

para otro y se determinó la absorbancia a

una longitud de onda de 585 nm ajustando

el equipo con un blanco de reactivos. Se

construyó la respectiva curva de calibra-

ción a partir de una solución patrón de sa-

carosa al 5%. Posteriormente, se prepa-

raron las soluciones de trabajo: de la

solución patrón se tomaron alícuotas 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

siguió el mismo procedimiento descrito

para las muestras de suelo.

Reactivos

Dicromato de potasio 0,17 M; ácido sul-

fúrico R.A.; ácido fosfórico R.A.; dife-

nilamina 0,5%; sulfato ferroso 1 M; sa-

carosa R.A.

RESULTADOS
Y ANÁLISIS DE RESULTADOS

Verificación de los parámetros
de las metodologías analíticas
para la determinación de carbono
orgánico en suelos

Después de realizar un barrido espectral

en el espectrofotómetro Perkin Elmer

Lambda-1 UV-Visible entre 450 y 900

nm para el ácido crómico reducido de una

solución de sacarosa R.A. de 10 mg/mL,

se obtuvo el espectro que se muestra en la
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Figura 1, donde se presenta una longitud

de onda de máxima absorción a 585 nm,

valor que coincide con el reportado en la

literatura. Una vez evaluada la longitud

de máxima absorción, se construyó la

curva de Ringbom utilizando soluciones

patrón de sacarosa R.A., con concentra-

ciones entre 0 y 100 mg/mL (Figura 2),

encontrándose un intervalo lineal entre 5

y 50 mg/mL de sacarosa, el cual se esta-

bleció para la construcción de las respec-

tivas curvas de calibración por el método

colorimétrico.

En la evaluación del intervalo de 5 a 50

mg/mL por el método colorimétrico se

encontraron muy buenos coeficientes de

regresión lineal, superiores a 0,9994. Por

otra parte, con el fin de verificar la exis-

tencia o no de datos anómalos en la regre-

sión, se analizaron los gráficos de resi-

duos en el diagnóstico de la

regresión para cada una de

las curvas de calibración.

En todos se comprobó que

hay una distribución satis-

factoria de los residuos,

como se observa en las Fi-

gura 3, en donde los resi-

duos no tienen ninguna

tendencia establecida ni

ningún dato anómalo; por

el contrario, presentan una

distribución aleatoria, lo

cual indica que los resulta-

dos no estuvieron sujetos a

errores sistemáticos (8).
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Figura 1. Espectro de absorción del ácido crómico reducido.

Figura 2. Curva de Ringbom obtenida en la determinación de carbono

por el método calorimétrico.



Evaluación de los parámetros
de calidad

Exactitud

Se realizó el estudio de los porcentajes de

recuperación (porcentajes de error) para

cada uno de los métodos, en los diferentes

niveles de concentración 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 concentración de sacarosa

(Tabla 1) utilizando como hipótesis nula el

que “no existen errores sistemáticos en el

análisis de sacarosa” mostraron que los va-

lores t-student calculados en el método de

valoración por volumetría para las distintas

concentraciones de sacarosa son mayores al

compararlos con el t-tabulado (4g.l,

P=0,05); por tanto, hay evidencia de la

existencia de errores sistemáticos en la de-

terminación, lo cual hace menos confiable

la cuantificación de sacarosa. Por el contra-

rio, en el método colorimétrico todos los

valores t-student calculados son menores

que el t-tabulado (4g.l, P=0,05), lo cual in-

dica que para los niveles de concentración

de sacarosa analizados no hay evidencia de

la existencia de errores sistemáticos y por

tal razón la cantidad de sacarosa cuantifica-

da no muestra diferencias significativas con

los valores esperados.
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Figura 3. Gráfico de los residuos para la curva de calibración por el método colorimétrico.

Tabla 1. Resultados prueba t-student de los métodos volumétrico y colorimétrico para

cada uno de los niveles de concentración de sacarosa



Precisión del sistema

Con el fin de evaluar la precisión o, me-

jor, la repetibilidad instrumental se hizo

el análisis de la precisión del sistema para

los mismos tres niveles de concentración

de sacarosa utilizados para la evaluación

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 día. Para la

evaluación de este parámetro se determi-

naron las desviaciones estándar y los coe-

ficientes de variación (CV) para cada ni-

vel de concentración de sacarosa

estudiado; se observó que los coeficientes

de variación fueron menores en la técnica

colorimétrica comparados con la valora-

ción 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.

Precisión del método

Para tener un mejor soporte analítico de

las dos técnicas empleadas para la deter-

minación de carbono orgánico en suelos

(7, 10, 11), se seleccionaron tres mues-

tras de suelos con diferentes contenidos

de materia orgánica, procedentes de

Mondoñedo (Cundinamarca), Rosario

(Antioquia) y Villa de Leyva (Boyacá);

estos suelos se analizaron en cinco oca-

siones diferentes bajo las mismas condi-

ciones de análisis, es decir el mismo ex-

perimentador, los mismos equipos y el

mismo día.

Se observó que, al comparar ambas

técnicas, en todas las muestras de suelos

es mayor el porcentaje de carbono orgá-

nico determinado por colorimetría que

por volumetría (Tabla 2), lo cual indica

que la valoración por volumetría está su-

jeta a errores sistemáticos que no permi-

ten cuantificar tan eficientemente la canti-

dad de materia orgánica en el suelo.

En la Figura 5 se nota que, al imple-

mentar las dos metodologías, por el méto-

do colorimétrico en todos los suelos se

obtienen porcentajes de coeficientes de

variación mucho menores que los obteni-

dos en la valoración por volumetría. En

esta última técnica el intervalo de los coe-
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Figura 4. Coeficientes de variación de los métodos volumétrico y colorimétrico para cada uno de los niveles

de concentración de sacarosa.



ficientes de variación estuvo entre 2,64%

y 5,83%, mientras que por colorimetría

fue mucho menor: entre 1,19% y 2,16%.

Evaluación aproximada del costo

y tiempo de análisis

Para completar la evaluación de los crite-

rios de calidad se determinó el costo apro-

ximado de reactivos por análisis y del

tiempo de análisis (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 valoración por volumetría debido al

mayor gasto y mayor número de reactivos

utilizados en la determinación. Los costos

por análisis, los cuales incluyeron los

reactivos utilizados para la corrección

por el blanco de reactivos, fueron 2,4 ve-

ces mayores en la valoración por volume-

tría que por colorimetría.

Se debe aclarar que por volumetría el

resultado del análisis se obtiene el mismo

día, mientras que por colorimetría se ob-

tiene de un día para otro, debido al tiempo

que la solución debe dejarse en reposo

para que sedimenten las partículas pre-

sentes de suelo y así no haya interferencia

en la solución al momento de realizar la

medición. Además de que la técnica colo-

rimétrica tiene un menor costo de reacti-

vos por análisis de muestra, también esta

técnica presentó la mejor repetibilidad de

análisis.
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Tabla 2. Resultados de porcentaje de carbono orgánico promedio y coeficiente de varia-

ción encontrados en los diferentes tipos de suelos utilizados para la implementación

Figura 5. Coeficientes de variación del método volumétrico y colorimétrico en la cuantificación de carbono

orgánico en los diferentes suelos utilizados.



CONCLUSIONES

Al comparar los dos métodos de cuantifi-

cación de carbono orgánico se encontró

que hay evidencias de errores sistemáti-

cos en el método volumétrico para los ni-

veles alto, medio y bajo de concentración

de sacarosa, mientras que por el método

colorimétrico la cuantificación fue más

exacta. En promedio se obtuvieron valo-

res más altos de porcentaje de carbono or-

gánico en suelos por el método colorimé-

trico que en la valoración por volumetría.

Además, los valores de desviación están-

dar y los coeficientes de variación fueron

también menores, lo que indica que es el

método más preciso. El método colori-

métrico presentó menores costos y

número de reactivos por análisis, a la vez

que ofreció la mejor repetibilidad.
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