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RESUMEN

En la actualidad existen varios procedi-
mientos para la determinacién de fésforo
disponible en suelos, en donde el fésforo
es cuantificado por métodos colorimétri-
cos por medio del desarrollo de un com-
plejo coloreado azul (4cido fosfomolibdi-
co); en uno, el color se presenta al utilizar
como agente reductor 4cido ascdorbico y en
el otro al emplear cloruro estannoso; am-
bos métodos utilizan la misma solucién ex-
tractora de Bray II, cuya importancia radi-
ca en que presenta una muy buena
correlacion con la respuesta de cultivos en
suelos acidos, como son la mayoria de sue-
los de Colombia. Al comparar las dos me-
todologias se encontr6 que el método mas
sensible y con los mejores limites de detec-
cién y cuantificacién para la determina-
cién de fosforo es el que utiliza como
agente reductor acido ascOrbico y tartrato
de antimonio y potasio. Al evaluar la pre-
cision del sistema y del método se observo
que tanto los coeficientes de variacion
como las desviaciones estandar fueron me-

nores en este método, por tanto se
considera como el mas preciso para la de-
terminacion de fésforo.
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ABSTRACT

There are some colorimetric procedures
for determining available phosphorous in
soils, and phosphorous is evaluated by
means of a blue complex (phosphomolib-
dic acid); in one of the methods, color ap-
pear when ascorbic acid is used as reduc-
tor agent, and in the other when stannous
chloride is used. Both methods use the
same extractive solution Bray II due to its
good response for acid soil cultures, like
most Colombian soils are. When the two
methodologies were compared it was
found that the most sensible method and
with the best limit of detection and quanti-
fication was the one that uses ascorbic
acid, antimonioum and potassium tartrate.
Its variation coefficients and standard de-
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viation were lower, and for this reason it is
considered as the most precise method for
phosphorous determination.

Key words: Available phosphorous,
soils, Bray II, Quality parameters.

INTRODUCCION

Existe una gran variedad de métodos de
extraccion del fosforo del suelo, que no
dejan de ser un reflejo de la complejidad
del comportamiento del elemento (1). El
método Bray II utiliza como medio de ex-
traccion del fésforo una solucion de fluo-
ruro de amonio en 4cido clorhidrico dilui-
do, la cual conduce a la disolucion de
algunos fosfatos presentes en el suelo
como los de calcio, hierro y aluminio;
ademas, gracias a la presencia de fluoruro
de amonio en la disolucion acida se da la
formacién de complejos con iones triva-
lentes de hierro y aluminio, con la conse-
cuente liberacion del fosforo (2).

Una vez extraido el fosforo, éste es
cuantificado por medio de la reaccion del
azul de molibdeno en la cual la tonalidad
azul es obtenida del producto de reduc-
cion del acido molibdofosférico, median-
te cloruro estannoso en medio acidificado
con acido clorhidrico; el color azul tam-
bién se puede desarrollar al reducirse el
acido ascorbico (3). Es de aclarar que se
habla de fésforo disponible como la frac-
ciébn mas inmediata utilizada por la planta
para su respectivo desarrollo, y una va-
riacion en tal fraccion sera la responsable
de los cambios en el crecimiento de la
planta.

El problema radica en que existen dife-
rencias en los procedimientos para la de-
terminacion de fosforo disponible en sue-
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los, tales como la relacién suelo-extractan-
te, el tiempo y tipo de agitacion, asi como
diferencias relacionadas con la determina-
cién de fosforo en el extracto, como el mé-
todo del desarrollo del color, la longitud
de onda de lectura espectrofotométrica, el
tiempo de lectura y la periodicidad con que
se realice la curva de calibracion (4). Enel
presente trabajo se evaluaron algunos de
los parametros de calidad de las metodolo-
gias analiticas utilizadas para la determi-
nacion de fésforo disponible en suelos, es-
tableciendo las caracteristicas para la
aplicacion de los métodos, como sus limi-
taciones en la cuantificacion y los posibles
factores que afectan la medicion (5, 6).

MATERIALES Y METODOS

Suelos. Se evaluaron tres tipos de suelos,
con contenidos altos, medios y bajos de
materia organica. Las muestras fueron
procedentes de Mondofiedo (Cundina-
marca), Rosario (Antioquia) y Villa de
Leyva (Boyaca).

Método 1. El fésforo del suelo se ex-
trae con 25 mL de la solucion extractora
de HC10,1 Ny NH,F 0,03 N, se agita, se
filtra y se cuantifica colorimétricamente
el foésforo disponible por reaccidén con
acido cloromolibdico y cloruro estanno-
so, para formar un complejo de color azul
cuya intensidad es proporcional a la canti-
dad del elemento presente en la muestra a
una longitud de onda de 660 nm. Ade-
mas, se construye una curva de calibra-
cién con patrones de fosfato monobasico
de potasio R.A. en un intervalo de 0 a 10
ppm siguiendo el mismo procedimiento
realizado a la muestra (7).

Método 2. Pesar 2,85 g de suelo y
agregar junto con 20 mL de solucién ex-
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tractora a un tubo de ensayo de 50 mL,
agitar durante 40 segundos manualmente
y cronometrando el tiempo. Filtrar la sus-
pension de inmediato. Posteriormente se
cuantifica el fésforo colorimétricamente
por medio de la formacién de un comple-
jo azul, producto de la reduccién del 4ci-
do molibdofosférico obtenido mediante
acido ascdorbico mas tartrato de antimonio
y potasio (8).

Este procedimiento se sigue con las di-
soluciones patrén de fésforo de manera
que las soluciones finales de foésforo va-
rian entre 0,05y 2,0 ppm. Leer a 660 nm,
después de 15 minutos.

Reactivos. Fluoruro de amonio R.A.,
acido clorhidrico concentrado, molibdato
de amonio G.R., tartrato de antimonio y
potasio, 4dcido sulftrico concentrado, aci-
do ascoérbico, cloruro estannoso, fosfato
monobésico de potasio R.A.

Metodologia. Verificacion de los pa-
rametros de las metodologias analiticas
para la determinacion de f6sforo disponi-
ble en suelos, tales como longitud de onda
de méaxima absorcion, y del intervalo li-
neal de concentracion mediante las curvas
de Ringbom.
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Evaluacion de los parametros de cali-
dad para las dos metodologias en estudio
tales como exactitud del sistema, preci-
sion del método, cantidad minima cuanti-
ficable y detectable.

RESULTADOS Y ANALISIS

Verificacion de los parametros de las
metodologias analiticas para la determi-
nacion de fosforo disponible en suelos.
En las Figuras 1y 2 se observa el espectro
de absorcion correspondiente para cada
método de analisis para el producto de re-
duccion del acido molibdofosforico.

En la Figura 1 se observa claramente
que al emplear el método 1, el espectro
muestra dos longitudes de onda de méxi-
ma absorcidn las cuales se dan especifica-
mente a 660 nm y a 730 nm. En el caso de
la Figura 2, es decir, al utilizar el método
2, el espectro también muestra dos longi-
tudes de onda de maxima absorcioén, una
a 710 nm y otra 890 nm. Comparando
ambos espectros obtenidos con los repor-
tados por Murphy y Riley en 1962, se
nota que las curvas de absorcion y sus res-
pectivas longitudes de onda de maxima
absorcion son muy similares.
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Figura 1. Espectro de absorcién del acido molibdofosférico reducido con cloruro estannoso.
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Figura 2. Espectro de absorcién del dcido molibdofosférico reducido con acido ascérbico + tartrato de anti-

monio y potasio.

Una vez evaluada la longitud de méxi-
ma absorcién se construyeron las respec-
tivas curvas de Ringbom (Figuras 3 y 4),
obteniendo los siguientes intervalos li-
neales los cuales fueron de 0,80-3,00
ppm en fosforo para el método 1 a una
longitud de maxima absorcioén de 730 nm,
y de 0,30-1,60 ppm en fésforo para el mé-
todo 2 a una longitud de onda de maxima
absorcion de 890 nm.

En las curvas de calibracién obtenidas
por el método 1 se consiguieron coefi-
cientes de regresion lineal inferiores a los
obtenidos para el método 2, los cuales

fueron mejores, siendo todos ellos supe-
riores a 0,999 y encontrandose en un
intervalo de 0,9992-0,9996. Ademas,
con el fin de saber si existian datos and-
malos en la regresion, se analizaron los
gréficos de residuos para cada una de las
curvas de calibracion realizadas por los
dos métodos; en todos se comprobd que
hay una distribucién satisfactoria de los
residuos (Figuras 5 y 6), en donde éstos
no tienen ninguna tendencia establecida
ni ningln dato anémalo, sino valores de
residuos de absorbancia con una distribu-
cion aleatoria lo que nos indica que estos
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Figura 3. Curva de Ringbom para la determinacién del intervalo lineal en la cuantificacion de fosforo por el

método 1 a 730 nm.

84



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 35, No. 1 DE 2006

Mbeenr i

* - =

-1 -1.5 -1

A

| A0

| L -
| .40

| 200 -

|||!|:| ;*
500

1l g
Ju-d‘.‘m

-
11,2011
1104

a 5 i

Lag |ppes fafore]

Figura 4. Curva de Ringbom para la determinacion del intervalo lineal en la cuantificacién de fosforo por el

método 2 a 890 nm.

resultados no estin sujetos a errores siste-
maticos.

Evaluacion de los parametros
de calidad

Cantidad minima detectable y cuantifica-
ble. Para los dos métodos de cuantifica-
cion se obtuvieron resultados muy dife-
rentes, en el método 1 se obtuvo un limite
de deteccién de 0,0092 ppm en fésforo
con un nivel de confianza del 95 %, mien-
tras que en el método 2 el limite de detec-
cion fue menor 0,0035, siendo ésta la mi-
nima cantidad de analito que puede ser

detectada (10, 11). El limite de cuantifi-
cacion de fésforo en el caso del método 1
resulté de 0,031 ppm y en el método 2 fue
de 0,012 ppm, valores que se encuentran
por debajo del intervalo de respuesta li-
neal encontrado en las curvas de calibra-
cién, el cual iniciaba en 0,80 ppm en f6s-
foro para el método 1y en 0,30 ppm para
el método 2.

Exactitud. Se encontré que al aplicar
la prueba t-student para los niveles bajos
de concentraciéon en cada método (Tabla
1), éstos son mayores comparandolos con
el t tabulado (4g.1, P=0,05) el cual es de
2,776 (10) rechazando de esta forma la
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Figura 5. Griéfico de los residuos curva de calibracién método cloruro estannoso.
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Figura 6. Grafico de los residuos curva de calibracién método acido ascorbico.
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Tabla 1. Resultados prueba t-student de los métodos de estudio para cada uno de los di-

ferentes niveles de concentracion de fésforo

Recuperacion | Desviacién estandar
promedio (%) (ppm)
g e 54.68 0,00638
5 o fosforo
1)
S g
= £ 1,00 ppm
= E fosforo 99,35 0,0252
S w
3 “ | 3,00ppm
= fosforo 94,70 0,0223
g | 0.05ppm 95,46 000134
= fosforo
<3
g | 00pm 99,65 0.00230
s < fosforo
E| 1s0pom 100,1 0,00370
s fosforo ’ ,

hipétesis nula y dando evidencia de la
existencia de errores sistematicos en la
determinacion de fésforo por ambos mé-
todos de cuantificacién al analizar con-
centraciones bajas de fésforo.

En cambio, en los niveles de concen-
tracién medios y altos de fosforo todos
los valores t-student calculados fueron
menores al t tabulado (4g.1, P=0,05) el
cual es de 2,776, indicando asi que para
estos niveles de concentracion en fésforo
analizados no hay evidencia de la exis-
tencia de errores sistematicos y por tanto
la cantidad de fésforo encontrada no

muestra diferencias significativas con la
esperada (12).

Precision del método. En los resulta-
dos encontrados se observa que al com-
parar ambos métodos, en todas las mues-
tras de suelos es mayor el contenido en
ppm de fosforo al utilizar el método 2
que en el método 1, lo cual indica que la
determinacion de fésforo disponible en
suelos por el método Bray II utilizando
cloruro estannoso esta sujeta a errores
sistematicos que no permiten cuantificar
completamente la cantidad de fésforo
disponible en suelos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos de fésforo disponible por ambos métodos de estudio

ppm en fosforo ppm en fosforo
Suelo Método 1 Método 2
Mondoiedo 224 2,77
Villa de Leyva 4,82 4,59
Zipaquira 111,06 118,52
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También en estos resultados se puede
ver que al implementar las metodologias
por el método 2, en todas las muestras de
suelos se obtienen valores de coeficiente
de variacién mucho menores que los ob-
tenidos para cada tipo de suelo al utilizar
el método 2. En el método 1 el intervalo
de los coeficientes de variacion esté entre
1,92y 16,50%, mientras que por el méto-
do 2 es mucho menor encontrandose entre
0,44y 4,64% (Figura 7).

Evaluacion de la metodologia
para lograr las mejores condiciones
de analisis

Una vez escogido el método Bray II utili-
zando los agentes reductores acido ascor-
bico y tartrato de antimonio y potasio
como la mejor opcion para analizar el f6s-
foro disponible en suelos, se realizd una
evaluacion mas completa del método para
dicha determinacion, y debido a la gran
variabilidad en los procedimientos para la

determinacion de fésforo disponible en
suelos, fue necesario realizar ensayos con
el fin de conocer si existen diferencias
significativas al variar los recipientes de
extraccion, y mucho mas al utilizar dife-
rentes tipos de agitacion: manual y meca-
nico, ya que al tener un mayor conoci-
miento de estos factores podrian
solucionarse algunos problemas asocia-
dos a la interpretacion del resultado del
anélisis del fosforo disponible puesto que
las diferencias metodoldgicas causan in-
certidumbre en el resultado final.

Se encontr6 (Figura 8) que al agitar
manualmente siempre se obtienen coefi-
cientes de variacion mayores que al reali-
zar la agitacion mecanica en los tres dife-
rentes recipientes de extraccién; esto
debido a que al agitar manualmente la for-
ma de agitar varia, y ademas la fuerza y la
forma de agitar son subjetivas y dependen
bastante del experimentador. También se
aprecia que los mayores coeficientes de
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Figura 7. Grafico de C. V. De los métodos en estudio en la cuantificacién de fésforo disponible en los diferen-

tes suelos utilizados para la implementacion.
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Figura 8. Grafico de los coeficientes de variacion obtenidos al evaluar los recipientes de extraccién y la forma

de agitacion.

variacién se obtuvieron al utilizar tubos
de ensayo como recipientes de extrac-
cion, en comparacion con los erlenmeyer
de 125 mL y con los frascos plasticos los
cuales presentan una extraccion similar.

Es importante resaltar que tanto en la
agitacién manual como mecénica, la can-
tidad de fosforo extraida utilizando tubos
de ensayo fue menor en comparacion con
la extraida en frascos y erlenmeyer, los
cuales presentan valores promedio muy
similares.
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