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INTRODUCCION

Este documento ifué elaborado con el proposito de ayudar a los cientlficos del CIAT
en ¢ entendimiento del andlisis de suelos y de tejido vegetal, y para explicar la metodologla
que se emplea en el laboratorio de servicios anallticos {LSA) del CIAT, actualmente.

Las determinaciones estan presentadas con detalles suficientes para ejecutar cada una.
Cada método tiene la metodologia, una introduccldn, comentarios y referenclas necesarlas
para entender el procedimiento.

El documento conllene, ademdas, Informacién general sobre el muestrec, la ‘

preparacion de fa muestra y la interpretacion de los restiltados.
Notas:

- Todlos los reactivos deben ser de grado reactive (GR).

- Ef agua debe ser destifada o deionizada.

- En tedlas fas determinaciones diarias siermpre se llevan &l menos tres patrones del
L8A. Estos patrones vienen al inicio de Jas muestras y las muestras mismas se
duplican la primera y fa ultima de cada serie. Para este controf de precision y
exaGlitud se usan muestras de sueip patron de Quilichao, CIAT y Carimagua, y de
tefido de frijol y yuca. '

- En cada método es buena prdctica incluir unos blancos que contiene todos los
reactivos menos la muestra.
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INTRODUCCION AL ANALISIS DE SUELQ

Los objetives de un analisis de suelo son los sigulentes:

Diagnosticar una deficiencia o toxicidad de un elemento en el sueio
Hacer una recomendacion para la fertilizacion futura del suelo
Determinar condiclones quimicas o isicas

Clasiticar ef suelo

LN

El énfasis en el andlisls de un suelo radica en 1a Importancla de conocer su capacidad
como medio para el desarrolio de las plantas. Sin embargo, existen otros factores que pueden
influir en el crecimiento del cuitivo, por ejemplo, el clima, la microbiologla del suelo v
propiedades fisicas del suedlo,

Un analisis del contenido total de algunos elementos en el suelo es (il para la
clasificaclon del suelo, pero el contenido total ne indica la disponibilidad del elemento para fa
planta. Méas importante en este sentido, es una estimacion del contenido de los elementos en
el suslo que la planta puede aprovechar. Muchas veces se analiza una fraccion del elemento
en el suelo, por ejempio, la fraccion soluble, la fraccion cambiable o la fraccion fijada en el
suelo. Los elementos extraldos del suelo en un analisis quimico son flamados "nutrientes
disponibles” y son imponantes para Indicar la fertilidad del suelo. Estos "nutrientes disponibles”
son aquellos que ta planta utiliza para el crecimlento. Hay varlos métodos para evaluar la
fertilidad de un suelo (Peck y Scltanpour, 1890}

Ensayos en ef campo

Ensayos en el invernadero
Sintomas del cullivo

Analisis de la plania

Andlisis de la savia de l1a planta
Ensayos bloldgicos

Analisis del suelo

N@o A Le

Los ensayos en el campo ¢ en el invernadero son costosos y toman mucho tempo,
Ei andlisls de la planta es una autopsia y cuando hayan sintomas en el cultivo, generalmente
ya es muy tarde para arreglar la fertilidad del suelo. Un andlisls del suelo puede ser rapido
e indicar facilmente la fertilidad.

El analisis de un suelo tiene varias etapas:

El muestreo

La preparacidn de la muestra

El andlisis quimico/fisico

La interpretacion ge los resuitados
Correlacion y callbracion

LB S

Las generalidades de cada etapa son desctitos en [as siguentes secciones.



introduccién al Andlisis da Suelo

1. El Muestreo

Lo més Importante del muestreo es que las muestras de suelo deben representar la
fertilidad del campo. Los resultados pueden variar pero esta varlaclon debe reflejar la
verdadera varlaclon en el campo y no el error de laboratorio.  El valor del analisis depende
mucho en un muestreo eficaz. :

La varlabilidad que se encuentra en el campeo no es solo vertical slna también
horlzontal y puede ser natural o inducida. No se puede analizar todo el campo, entonces se -
ha desarrollado varlos procedimientos para recoger muestras representativas de esla
varlabllidad (Jamas y Wells, 1990; Cenlcafe, 1985). El método de musstreo no debe alectar
los resultados sl se hace blen. Ei método mas comiln es e de ja muestra compuesta. Se
toman unos nicleos selecclonados al azar sobre un érea dentro del campo. Se combina
estos nicleos para obtener una muestra compuesta mucho més representativa del promedio
de lo que exdste en el campo,

El nimero de niicleos debe estar entre 15 y 40 (Etchevers, 1986). Un incremenio det
nimero de nicleos aumenta la precision v fa exaclitud pero no en una forma lneal.
Normalmente, se toma las muestras a la profundidad de la zona de las raices o de la capa
arable, usando un barreno o un tubo después de quitar la hojarasca. Se mezclan todos los
nicleos y se manda toda la muestra compuesta, o una parte, al laboratorio. Todo el equipo
de muestreo debe sestar limplo y libre de contaminacldn. Es melor evitar guardar las muestras
himedas por mucho tlempo. Se pueden guardar a 4°C antes de llevarlas al laboratorlo.

El muestreo debe tener en cuenta:

La profundidad del muestreo.

El nimero de muestras en el compueslo.
El tamafo del drea para muastrear.

La influencia del cultivo.

La estaclon.

La frecuencla de muesireo,

o o

2. La Preparacion de la Muestra

Antes de ltevar las muestras de suelo al laboratorio es muy Importante dentificarlas
bien. Generalmente para preparar el suelo, se seca al alre y 58 pasa por un tamiz de 2 mm
{(Malla # 10). Este tratamiento de las muestras de suelo esta estandarizado y permite una
comparacion entre laboratorios y también facilta el manejo de la muestra dentro del
laboratorio. A veces se pone la muestra en un horo para secarla mas rapido.  Las
temperaturas no,deben ser muy elevadas porque ésto puede camblar algunas propledades del
suelo. Una temperatura entre 35 y 50°C es recomendada (James y Wells, 1990). El proceso
de secar el suelo puede causas cambios en las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo
{Hesse, 1971).



Infroduccion af Andlisis da Suelo Coet

Después de secar y tamizar, Ja muestra se almacena en un reciplents implo hasta el
anallsis. _— A

La preparacidn de la muestra Implica:

1. idantificar Ia muestra o

2. Secarla al alre ¢ en un horno S
3. -+ Famizaria SRRV
4. Guardarla en un recipiente hasta el analisls . R
3. El Anslisis ! - »

El objetivo de un método de andlisls quimico de suelo es simular la actividad de las
rarces de la planta por medio de una extracclén quimica. La simulacion no es perfects, -
debido a que cada planta difiere en su habilidad de extraer nutrientes del suelo. La extracelon
qutmica extrae los nutrientes rapidamente y muchas veces en forma destructiva mientras que
¢l cultivo, por medio de las raices, extrae los nutrientes del suelo durante todo su crecimiento,

ey g

Idealmente ol método debe extraer nutrientes del suelo en forma semejante a la planta
y mostrar una diferencia entre un nivel toxico del elemento y un nivel dellclente en el suelo.
Existen muchos conceptos equivocados respecto a la Interpretacion de los resultados de un
analisls.

£l método solo puede dar una aproximaclon de los nutrlentes disponibles en el suelo.
Los resultados dependen mucho del tipo da suelo y det cultivo,

Los métodos deben ser aplicables al uso eventual de los resultados y ser aproplados -
al tipo de suelo. Desafortunadamente, todavia no hay un meétodo univetsal para todo tipo de
suelo.

Ef procedimiento para desarrollar un método es:

1. Escoger el extractante (agua, resina, acido, etc), teniendo en cuenta el tipo de sue%a
y el propdsito del experimento. + 1
2. Correlacionar la cantidad del nutriente extratdo del suelo en el andlisis con Ia cantidad
extratda por la planta.
3. Calibrar los resultados con el crecimiento del cultivo. _
4, La Interpretacion de los Resultados

La interpretacion de los resultados de un andlisis de suelo depende de correlacionas =
y calibraclones anteriores. Una interpretacion no puede ser mas exacta que 1a correlacion.

Las diterencias en metodologia y en la expresidn de los resultados crean mas
confusion en la Interpretacidn.  Existen varios proyectos que se llaman 'Programas de



Introduceion al Andlisls de Suelo

intercambio’ que tratan de estandarizar los métodos y crear muestras de referencias. Esto
ayudarfa a la interpretacion de los resullados y a la comparaclén entre laboratorlos.

Aunque es aconsejable tener datos de coirelacion y calibracion para una buena
intarpretacidn, es posibla hacer unas generalizaciones sobre Jos andlisls de suelos. La Tabla
ta. muestra un resumen de algunos da los anallsls empleados en el LSA y los rangos de
nutrientes normalments encontrados en &l suelo y su Interpretacion. La Tabla 1b muestra una
astimacion de los niveles de nutrientes necesarios en el suelo para un crecimiento éptimo de
algunos cultives del CIAT. <

5. Correlacidn y Calibracidn

La correlacion de un analisis es la determinacion de la relacibn que existe entre la
cantidad de nutriente aprovechado por la planta y la cantidad extrarda por el método (Corey,
1987). :

* La calibraclon de un analisis es el procedimienio de dar sentido a los resultados en
términos de la repuesta del cultivo.

A veces el método no mide la forma disponible del nutrlente en el suelo y resulta en
una correlacion baja. Para obtener datos para calibrar un método, el extractante tiene que
extraer una cantidad del nutriente la cual es proporcional a la cantidad que extrae 1a planta.
t.os resultados solo tlenen sentldo en cuanto estén relaclonadoes con la respuesta del cultivo.

El tipo de*suelo y el cullive son importantes en estudios de correlacion y callbracion.
Un método puede ser adecuado para un suelo y un cultivo pero no adecuado en otra
situaclon,

-~ Debido a que no todos los métodos miden la forma disponible del nutriente, se -
presentan errores en las correlaciones y no en el procedimiento mismo.

i
La Varlabilidad en los Resultados,

En el camino desde ef campo hasta el laboratorio existen muchas fuentes de error.
La variabilidad méas grande se encuentra en la misma muestra. Los olros errores gcurren en
el muestreo y submuestreo, en el anélisls y en los instrumentos. Algunas propledades tienen
menos variaciones que otras,

Las variaciones que se encuentran en el andlisls no son siempte errores en el método
sino son varlaciones verdaderas de la muestra,

L
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TABLA 1a. Los rangos y la clasificacion de los niveles de nutrientes enconirados 7

en algunos andlisls de suelo.*

L

Ca: Mg

K : Mg

Sat Al %

Cic meg/100g
Ca meq/100g
Mg meq/100g
K . meq/100g
Na meg/100g
pH

5 ug/g

B ug/g
PBray li ug/g

P Olsen ua/g

C Organico %

N %

Landon (1984).

ALTO

B e e e e e e et ettt

> 51

> 85
25-40

>4
> 0.6
> 1

7.0-8.5

MEDIO BAJO

4:1 < 31

2:1

30-85 < 30

15-25 5-15
< 4
< 05
< 0.2

5.5-7.0 <55

6.0-12

1.5-3.0

15-50 < 15

5-15 <5

4-10 < 4

0.2-0.5 < 0.2

Poeoes g

*Estas concentraciones solo pueden servir como una gufa en la Interpretacion
de ios resultados del anéllsls de sueto.
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TABLA 1b. Una estimacidn de los niveles ds nutrlentes necesarios en ¢l suelo para
un crecimlento optimo de los cultivos del CIAT.*

CULTIVO
FRIJOL YUCA PASTOS LEGUMINOSAS
FORRAJERAS
Ca meq/100g 45 - 0.4-15 05
Mg ' meq/100g - - 0.2-0.8 0.2
K meq/100g 0.15 0.15 0.20 0.2
Al Sat % 10 70 30-60 -
P Bray lf ug/g 15 10 25" 2-5
P Olsen ug/g 14 8 B .
Cu ug/g' - - 0.5-1.0 1.0
Mn ug/g' 59 5.7 10-15 .
Zn ug/g' 0.8 1.0 0.5-10 15
78 ug/g' . . 10-15 10
B ug/q' 0.5 0.5 0.30.5 0.1

Fuente: Howeler (1983), Sanz Scovino {pc), CIAT informes anuales.

*Dependlendo del suelo y la especie se puede tener buen crecimiento con niveles mas
altos y bajos que éstos.
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La confianza de un método depende de:

El muastreo y la preparacion de la muestra. .

La especificidad det anélisls. ‘ T el
' La exactitud del analisis. ‘

La precisibn det analisls.

La sensitividad del Instumento.

U

“iint}
El muestreo pueda introducir los mas grandes erroraes sl no se hace blen, Es muy
importante la preparacion culdadosa de [a muestra.
IR
La especificidad es afectada por la presencia de interferencias en el andllsls. Estas
imerferencias pueden causar un aparente incremento en la cantidad del elemento de interés.

La exaclitud se define como el punio en que una estimacion promedia llega a fa'!
estimacion verdadera. La exactitud es la comparacion con un estdndar absoluto. En muchos
casos en ¢! andlisis de suefo no hay estandares absolutos. Diferentes métodos pueden dar ¢
resultados distintos en la misra muesira. Todos pueden ser precisos pero no podemos decic
cudles son exactos. Un método puede dar resultados con mas exactitud bajo algunas
circunstancias pero no bajo otras. Por esta razon, el método utilizado debe ser anotado y los "
resultados solo pueden ser comparados con otres resultados del mismo método.

La precision se define como ef punio en gue un mélodo da una medida verdadera.
La desviacion estandar da la precisién. Las repeticiones pueden aumentar la precision pero *
no la exactitud. Si se repite un andlisis y da el mismo resultado, hay alta precision.

$
La sensitividad depende del Instrumento y la cantidad del elemento presente en la}
muestra. .

Cada método debe tener una desviacion estandar o error estndar acompanando los *
resultados. Algunos métodos tienen una desviacion estindar méas grande que otros debido
al procedimiento del método. ’

Para melorar fa confianza en los resultados debe implementar:

1. Una manera uniforme para reportar los resultados.

2 Mejorar la técnica del muestreo.

3. Mejorar los analisis y la conveniencia de los métodos a la circunstancia.

4, Mejorar la correlacidn y calibracion para ayudar la interpretacion de los resullados.
Resumen

Un conocimiento.de las posibilidades y las limitaciones de un método y los factores

que pueden afectar la calidad de los resultados ayuda en la Interpretacion del andllsls del
suelo, *
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Andlisis de Suelo. Delerminacidn de pH

METODO 1

DETERMINACION DE pH

Ry

Principio

La determinacién de pH estd basada en ia medida de la actividad de hidrdgeno
jonizado (H*) en la solucion del suelo. El pH es definldo como el logaritmo negativo, en base
10, de la actividad del H* o el logaritmo de! reciproco de la actividad del H* :

pH = -log,, [H'] = log,, 1/{H")

Puesto que el pH es logaritmico, es importante tener en mente que la concentracion del H*
aumenta dlez veces cuando ¢l pH disminuye en una unidad. Una descripcién més detallada
sobre el acidez y la alcalinidad del suelo se puede encontrar en Rowell {1988},

. Inmtreduccion

El pH del suelo es uno de los parametros que mejor relleja las propiedades quimicas
de cualquier suelo, EI pH es un factor que determina la disponibilidad de muchos de los
elementos necesarios para el crecimiento de las plantas (Tabla 2. Aunque no sea posible
deducir la acidez total del suelo midiendo el pH, seglin Thomas {1957} hay tres rangos de pH
que son muy Informativos sobre fa quimica del suelo :

Un pH < 4 indica la presencla de acldos libres, generaimente resultantes de la oxida-
cléon de sulfuro.

Un pH < 5.5 indica la presencla de aluminlo intercambliable.
Un pH entre 7.8 y 8.2 Indica con frecuencia la presencia de alto contenido de CaCO,.

Se puede medir ef pH del suelo colerimétricamente utilizande soluciones indicadores

- como el azul de bromothymol o utllizando Indicadores de papel como el papel de litmus. La

manera mas preclsa para medirlc es por potenclometria. El potenclémetro (pH metro) utiliza
un efectrodo de vidrio que es sensible a H' y un elecirodo de reflerencla que es normalmente
Calomel. Debido a que el pH es sensible a la temperatura, muchas veces el potenciémetro
viene con compensacion interna a la temperatura.  Con soluckones amortiguadas de pH
conocido, € pH metro puede ser estandarizado, Se presenta el suelo al pH metro en forma
de suspension, la mas comin es 1:1 {suelo:solucidn).
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TABLA 2. Disponibilidad de ios nutrlentes en el suelo segin el pH.
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Delicienclas posibics & pil bajo.

Reduccién a pH bajo, pero las bacterias
sulféricas adn activas.

Simsitar sl K.

Pifacidn bacterial reducida a pli < 55.

Pucden see deficiente en suzlos Scidos.
No disponibles » pid moy alio,

Pucden sor 10xicos en suclos dcidos,
deficienes a plf » 7

Similara Cv, Zn y Co,

Posible fijacidn por Pe, Al y Mp a pli bajo.
Formas insolubles & pil alio; tambitn
inkibicién poz Ca. |

El sobreencalamicnio puede causar deficicncia.
Teligro de toxicidad & ptl muy aito.
Similar 8 Cu, Zn y Co.

S¢ recomienda encalar hasta pll 5.5 para cvitar
peligro de toxicidad s bajo pll



Andlisis de Suelo. Determinacicn de la Humedad (%)

METODO 2

DETERMINACION DE t A HUMEDAD (%)

Principio

Se seca el suelo en un horno a una temperatura de 105°C. Se asume que el peso que
se pierde es debido al agua en el suelo {vea los comentatios).

Introduccldn

Normalmente se analizan los suslos después de que bayan sido secados al aite.
Muchas veces se reportan los resultados basados en el suelo secado a 105°C. Esto facilita la
comparacion de resultados de suelos secados al aire a temperaturas diferentes que hayan sldo
obtenidos en épocas diferentes o de varlos laboratorios. Cuando se conoce la humedad de

un suelo, se puede calcular el peso del suelo secado a 105 °C del secado al aire y usar un —

factor de conversion para obtener todos los resultados basados en el suelo secado a 105 °C.

Procedimiento

1. Pese un crisol (X.0000 g}
2. Pesa en el crisal 10.0000 g de suelo secado al aire.
3. Ponga el crisol en el horno a una temperatura ds 105°C por 24 horas.
4. Deje enfrlar en un desecador y pese da nuevo,
B, Por convencion se calcula la humedad en basse del suelo seco a 105°C :
Humedad % = suefg seco al alre {q} - suelo seco al 105 °C * 100
suelo seco a 105 °C

8. Para convertir los resultados a suelo secado al 105 °C, se usa e factor de converslon

{FC):

FC = _suelo seco al gire
suelo seco a 105°C

Comentarios
1. A veces ef suelo también pierde materia orgdnica a esta temperalura.
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Andlisis da Suelo. Estimacidn de fa Salinldad dol Suelo por Conductividad Eléctrica,

METODO 3

ESTIMACION D ALINIDAD DEL SUELQ P ON IDAD E T

Principio

Se puede estimar la salinidad de! suelo midiendo ta conductividad eléctrica del extracto
del suelo. La salinidad es daterminada por convencion en extractos acuosos de ura pasta
saturada de suelo (US Salinlty Laboratory Stalf, 1864).

Introduccidn

La facilidad con que la planta puede aprovechar el agua en el suelo depende no
solaments del contenido de agua en &! suelo, sino también de la concentraclon de sales
disueltas en la soluclon del,suelo. La presion osmodtica de la solucidbn aumenta con un
incremento del contenido de sales e incrementa la dificultad que tlene la planta para aprovechar
el agua. La tolerancia de los cultivos a la salinidad estd relaclonada con la conductividad
eléctrica del extracte saturado del suelo. Encontrara una descripclon general de los suelos
salinos en Nortcliff (1988). Algunos analisis particutares de tales suelos en Colombia estan
descritos en el libro del Inslituto Geogratico Agustin Codazzi {1973). Con el presente método
se puede estimar la salinidad del suelo.

Raactivos

1. Cloruro de potasio 0.02 M (KCi).
Disuelva 1.481 g de KC! en agua y lleve a un volumen de 1 1. La conductividad del
0.02 M KCL a 25°C es 2.768 mmhos cm”’ (2.768 dS m™),

‘

Procedimiento

—

Pese aproximadamente de 100 a 200 g de suelo en un vaso de 600 ml,

2 Agregue agua poco a poco mezclando con una espatula hasta obtener la pasta

saturada (vea los comentarios).
3. Dele en reposo por 4 horas y compruebe el punto de saturaclon. o
4, Transtiera la muestra a un embudo Buchner con papel fitro y aplique al vacfo, La

extraccibn al vaclo termina cuando el alre comienza a pasar a través del filtro.
5. Lea la conductividad del extracto en el conductometro usando el KCl para callbrar e

metro.
6. Los resultados se expresan en mmhos cm™ o dS m™.

fa’ ,
S ﬂ%}
15 w{,,(
Iy
e
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Andlisis de Suelo. Estimacion de la Salinidad del Suelo por Conductividad Eféclrica.

Comentarios

1. Sueloz orgdnicos & veces pracisan ser defados en reposo una noche. Suelos
arcilfosos necesitan mezclarse muy poco.

2. El contenidlo de agua debe estar al punto de saturacion. Los criterios para saturacicn

. son log siguientes ; La muestra britla al reflejar 1a uz, luye con faciliidad cuando se
inclina el vaso vy no debe haber exceso de agua en la superlficie.

3. La conductividad aumenta con fa lemperalura,

4. Rhoades (1882} lene una descripcion del andlisis del extracto de suelo para los sales
solubles. ~

8 Una conductividad de mds de 4 mmhos cm™ (4 dS m') indica un suelo salino. La

tabla 3 muestra unos valores indicativos de suelos salinos y alcalinos.

TABLA 3. La clasificacion por USDA de suelos afectados por sates. {(Landon,

1984). . C
: SUELO CONDUCTIVIDAD "PSI pH
A ELECTRICA {dS m™) .
Saling >4 <15 <88
Salino-‘aicalino >4 >15 <8.5
Alcalino <4 >15 >B.5

‘P8I = el porcentajs de sodio Intercambiable. Esta es una medida del porcentaje
de la capacidad catiénica Intercamblable que esti ocupada por ionas de sodio.

Bibliogratia

Instituto Geogratico Agustin Codazzi, 1973, Métodos analiticos de laboratoric de suelos.
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Andlisis de Suclo. Detorminacidn do fa Prosoncia do Carbonatos,

METODO 4

DETERMINACION DE ENCIADE CA NAT

Principio

Usande acido clorhidrico se puede hacer una prueba rapida para determinar la
ausencla ¢ presencia de carbonatos en el suelo. El acldo causa elervescencia debldo al
desprendimiento de CO, que indica la presencla de carbonatos libres.

Introduceion

Las formas més comunes de carbonatos en el suelo son los carbonatos de calcio,
como calcita. Esta prueba por lo tanto Indica si ! suelo es calcareo ¢ no calcareo. Siel suelo
as s0dico, la forma mas comin serla carbonalo de sodio.

Reactivos

1. Acido clorhldrico concentrado (HCH 36%).

Procedimiento

1. Agregue unas gotas del HCI al suelo seco.
2. Sl hay efervescencia ef suelo es calcareo.

£

19



Anidlisis de Suelo. Dotorminacién de Carbdn Orgdnico Oxidable on Suelo (MO).

METOQDO 5

DETERMINACION DE CARBONO ORGANICO OXIDABLE EN SUELO (MATERIA
ORGANICA)

Principio

No existe un método de rulina con el cual se puede determinar la malterla orgénica
(MO) en el suelo de una manera satiglactoria, Por esa razbn normalmente se estima
Indrectamenta uthlizando la medida del contenido del carbédn organico {CO) en el suelo. Se
usa un procedimiento modificado de Walkley y Black (1934), que estd basado en una
oxidacion hitmeda, para determinar el contenido de CO en el suelo. Se oxida la muestra en
una solucion de dicromato de potasio, utilizando el calor producido por la dilucién de acido
sulfirico concentrado ;

;’;cﬁ* + 3C0O, f H,0

* Se asume que ef carbono tiene una valencia de 0.

2Cr,0,% + "3C + 16H* -

El acido crémico producido se puede medir colorimétricamente a una longitud de
onda de 620 nm.

Introduccibn

)3 . . H
La MO del sueio es definida como la fraccion del suelo que incluye los residucs de

plantas y animales, macro como microbitticos en todas las etapas de dascomposicidn,”

incluyendo el humus del suelo que es bastante resistente (S584, 1979). La MO influye mucheo
en las propledades quimicas y flsicas del suelo, por lo tanto, es Importante tener una idea
del contenido de MO en el suelo. Se puede encontrar una descripcidn conclsa de ta MO en
Buckman y Brady (1977) y una mas detallada en &l libro de Kononova (1966},

Es diflcil cuantificar precisamente la cantidad de MO en el suelo, pero se puede medir
el contenido de CO y estimar la MO usando un factor de conversion basado en el porcentaje

de CO en la MO. Se asume gue la MO contiene 58% de CO y se usa el factor de Van —

Bemmelen de 1,72 para estimar la MO. En realidad, este factor es muy variable entre diferentes
suelos, por tanto se recomienda trabajar con e valor de CO y no con MO,

$e puede medir el CO de tres maneras :
Por la diferencia entre C total y C Inorganico.

Midiendo e C total después de que se elimine el C Inorganico.
Por oxldaclén con dicromato,

Ll
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Andlisis do Suelo. Determinacion de Carbdén Orgdnlco Oxidable en Suelo (MO).

Los métodos para medir el C total en suelos como el de Allison (1960} de combustidn
himeda, o & basado en combustion seca (Carr, 1973), son generalmente muy precisos, pero
demaslado lentos ¢ costosos para €l andlisis de rutina.  l.os métodos de oxidacidn con
dicromato han sldo muy poputares debldo a que son muy senclllos, rapidos y necesitan poco
squipe.

El método que mas se usa es el de Walkley y Black {1934). La oxidaclén no es
completa y Walkdey y Black estimaron que un promedio de 76% se oxida y sugirieron un factor
de converslon de 1.32 para calcular e contenido de CO en el suslo. Meblus (1960) moditlco
el método Introduciendo una fuente de calor externa y de ese modo producly una oxidaclon
completa. Para que of método quede senclllo se recomlanda reportar los resultados como CO
oxidable. De esa manera no tlene que usarse el factor de conversion al CO total.

Después de la oxidacion se puede determinar el CO por:

1. Titulacidn usando indicadores de color. €l dicromato no utilizado en la oxidacién del

CO ses determina mediante titulacién con sulfato ferrose aménico.  El método esta

escrito en ¢l libro de Salinas y Garcla (1985).

Titulacién potenclométrica {Raveh y Avnimelech, 1972},

3 Colorimetria. El acido cromico producido durante la oxidaclon se puede leer a 620
nm usando patrones de sacarosa {(Cenicafé, 1985; Sims y Haby, 1971).

M

El Uitimo es ef mas preciso y usa menos reactivos que Ios otros dos métodos.

Reactivos

1. Acido sulfrico. Grado analltico 96 % (H,50,). Se necesita 20 ml de &clde por cada
muestra y estandar.

2. . Dicromale de potasio .17 M ( K,Cr,0, ).

Pese 50 g y disuelva sn agua. lleve a volumen de 1 1. Se neceslta 10 ml de esta
&+ solucion por cada muestra y estandar, :
3. Solucion Patron,
Sacarosa. Grado analitico {C,;H,,0,,).
Seque la sacarosa en el horno a una temperatura de 105°C durante dos horas y deje
enfriar. Pese 20.69 g de sacarosa, disuelva en agua y Hleve a 250 ml. Esta soluclon
contiene 50 mg C mi”. Guarde esta solucion patrén en la nevera.
4, Sciuciones patrones de trabajo.
© Toma de la soluclon patrdn, alicuctas de 2, 5, 10 15, 20, 25 ml y leve con agua &
volumen en balones de 100 ml, Las scluciones contiene 1, 2,5, 5, 7.5, 10 y 125 mg
C mi” respectivamente.
Coloque 2 mi de cada una de las soluclones preparadas en un edenmeyer de 250 ml.
Seque completamente en el horno a una temperatura de 105°C y deja enfriar. En esta
manera cada uno contiene 2, 5, 10, 15, 20, 25 mg de C.
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Andlisis do Suolo. Delorminacidn da Carbdén Orgdnico Oxidable on Suelo (MO).

Procedimiento

1. Pase en un erlenmeyer de 250 ml, 0.5000 g de suelo seco. . .
Si el suelo es negro y contiene ralces pese menos (0.2600a0.1250¢). =~ 7}

2, Con una replpeta agregue 10 m! de dicromato de potasio 0.17 M a las muestras do

’ suelo y a los estindares y agite bién. bortert)

3. ‘Con una repipela agregue 20 mi de H,80, a las muestra y los patrones de trabajo,
agite por espacio de un minuto. Deje en reposo por media hora para enlriar.

4, Agregue con una repipeta, 100 mi de agua, agite blen las muestras y los pairones, deje
an reposo durante la noche parg asentar.

5. Trasvase la soluclon sobrenadanie a tubos de ensayo tenlendo culdado de no °
mezciara, '

6. Usando jos patrones calibre el espectrolotdmetro a una longitud de onda de 620 nm
en concentracidn o absorbancla. ‘

7. Lea las muestras y calcule 1a concentracion de carbon oxidable (COj en mg.

Célculos

El contenido de carbone organico oxidable en las muestras se reglistra en porcentaje defa °
siguiente manera ;

%COOxid. = mg C * 1

e

g muestra 10 St

Comentarios

1. Debido a que fa oxidacidn no es completa, multiplique el resultade por el factor de
1.32 para tener-gl porceniaje de CO tolal.

2. St guiere convertir al porcentale de MO multiplique primero por el factor de 1.32 y
despuds por el de 1,72.

3 Davis (1974) explicd un mélode sencillo para estimar la MO ulilizando una

combustion de alta temperatura basada en Ia pérdida de peso de la muesira.

4. Suelos con altos contenidos de Mn?*, Fe* v CI dardn resultados demasiado altos.
5. Mejores resuftados pueden ser obtenidos usando suelo linamente molido (0.25 mm),
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Andlisls do Suofo. Dotorminacion de fos Cationes Camblabloz en Suolos no Calcdreos.

MEY{)QO 6 : D = n

CAMBIABLES EN SUEL

T T E— 2 & e

introduccién

Los catlones intercambiables son ios que se pueden cambiar por los catlones de una
solucidn salina (por ejemplo KCI) cuando se la agrega al suelo. Los cationas Intercambiables
incluyen Ca, Mg, K, Na (los catlones baslcos) y en los suelos acldos también incluyen Aly H
{fa acldez Intercamblable). La concentracidn de cada cation intercambiable es una indicacion
de la fertilidad del sueto y muestra el balance de los cationes en el suelo el cual es muy
importante en la nutricién de las plantas. A veces la medicién de cada catién es mucho més
valida para indicar la fertilidad del suelo que la medicion de la capacldad de intercambio
catldnico (CIC). Sin embargo, la CIC se evalua para valorar la fertilidad potenclal del suelo.
La CIC es una megida de la cantidad de catlones Intercamblables los cuates astén
neutralizando la carga negativa del suglo,

La CIC no es una propiedad fija; varia con las condiciones en que se mida..
Generalmente, la CIC se estima ds fa cantidad de cationes adsorbides por el suelo de una
solucion amortiguada como el acetato de amonio a pH 7. En suelos alcalinos ésto reflefa en
forma adecuada la CIC, En suelos acldos (pH < 5.5} con carga variable, un Incremento del
pH aumenta la CIC y este método sobreestima la GIC. También, en suelos calcéreos o
salinos, la disolucion de carbonato de calclo presente en el suelo, puede causar una
subestimaclon de la CIC. Por esas razones, normalments se usa diferentes métodos para
anallzar los suelos acldos, suelos alcalinos y suelos calcdreos. En suelos acidos con carga
variable, los cationes intercambiables son desplazados por una sal, no amortiguada, como ¢l
cloruro de potasio y la suma de eslos cationes se refiers como la capacidad de Intercambio
catlonico efectiva (CICE). Para el andlisis de suelos calchreos que no se describe aqul, se
recomlenda el método de Polemlo y Rhoades {1977).

25



Andlisis da Suelo. Determinacidn de los Cationes Cambiables en Suelos no Calcdreos.

A. SUELOS CON pH MENOR DE 5.5,

1, Calci
Principio

En suelos Acldos con carga varlable, los catlones Intercamblables calclo y magnesio
s8 desplazan con una soluclbn no amortiguada ds cloruro de potasio (1 M), Se mide la
_ concentraclon de cada cation en el extraclo por absorcion atdmica.

Introduccién

El calcio y el magnesio existen en la solucidn del suelo, fijados en el complejo
intercamblable y en algunos minerales. La forma Intercamblable es la mas imponante para la
planta. Normalmente el calcio es el ion més abundante en el suelo pero en los suelos acidos
so lixivia v o aluminio 1o reemplaza. Las propledades del suelo que mas afectan la
disponibilidad del calcio para la planta son el material parental, el pH, la capacidad de
intercambio caliénico (CIC) y la relacidn entre el calcio v los otros cationes. La disponibilidad
del magneslo tamhlén es afectada por la textura def suelo. Una relacién entre calclo y
magneslo de méas de 5:1 puede resultar en una deliclencia de magneslo; la normal os 4:1. 8!
fa relacion entre magnesio y potasio es menor de 1:2 hay posibilldad de una fjaﬁciancia de
magneslo. En suelos acidos, una concentracidn de menos de 4 meq Ca 100 g pueds ser
deficiente; més de 10 meqg 100 g'es a¥m Una baja concentracidn de mgaesio o5 menos de
0.5 meq 100 g"' ¥ més de 4 meq 100 g~ es alta.

Reactivos
1. Cloruro de potasia (KOl 1 M.

Pese 74.56 g de KCl y disuelva en 500 ml de agua. Complete a un volumen de 1 lcon
agua. Se necesita 50 ml por cada muestra,

Procedimiento

1. Pase 10 g de suelo.

2, Afiada 50 mi de KCl 1 M y agite durante 5 minutos.

3. Filtre por gravedad en balones de 100 ml Iavando el suelo con 5 porclones de 10 mi
de KCL

6. Complete a volumen con KCl y aglte para obtener una mezcla homogénea.

7. Este fitrado constituye el extracto a panir del cual, se determinan los cationes

cambilables Ca y Mg por absorcién atdmica {Metddo 208 1).
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Andiisls da Suolo. Dolorminacion do fos Cationos Cambiablog on Suoios no Calcdreos.

2. Potasio.

Principio e

" Para desplazar el potasio intercamblable en el suelo se puede usar una solucidn de

cloruro de amonio {i M) ¢ la solucion de Bray Hl (HCI 0.1 M y NH,F 0.03 M), Ja cual se usa '’

para ceterminar fésforo en el suelo (Método 7A). Ambas extraen una canlidad similar de "
potasio intercambiable, pero es mas econdmico usar la solucion de Bray 1) st estd anallzando
la muestra para f6sforo al mismo tiempo. El potasio intercambiable se mide en el extractopor

emiston.

Introduccibén

El contenldo del potaslo en el suelo depende mucho del material parental del suelo.™

Existe sn cuatro formas en el suelo: Estructural, fijado, intercambiable y soluble. Los minerales
como los feldespatos y micas contienen el potasio estructural que es poco disponible a corto -

plazo para {a planta. E! potasio fijado en otros mineraltes en el suelo puede volverse disponible -

a largo plazo. Las formas mas disponibles para la planta son el potasio soluble y el potaslo
intercambiable el cual estd asociado con la materla organica, los sesquidxidos y algunas
arcllas. Estas dos formas estan en un equilibrio dindmico en el suelo. En suelos troplcales
una concentracion de potaslo de 0.2 meq 100 ¢ es bajo mientras una de 0.6 meq 100 g es
alta. La determinacidn de potasio no indica la capacidad del suelo para liberar a largo plazo
el potasio filado aprovechable por la planta,

Reactivos

A

1. Solucion de Bray il (HCI 0.1 M y NH,F 0.03 M).

Disvuelva 1.11 g de NH,F en 16.64 m! de HCI 6 M y complele of volumena 11 con™

agua. Se necesila 20 mi de esta soluclén por cada muestra.

+

[

Procedimiento o

Pese 2,85 g de suelo en un vaso de 50 ml,

Agregue 20 mi de la solucion de Bray il

Agite durante 40 segundos.

Flitre la suspension inmediatemente a través de papel filtro.
Determine ol potasio en el extracto por emision {Método 20B 2},

Al o
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Anglisis de Suelo. Determinacidn de los Cationes Cambiables en Suelos no Calcdreos.

3. Acidez Intercambiable

Principlo

La acldez intercambiable de un suelo con pH < 5.5, es una estimacion de la cantidad
de hidrogeno (H') y aluminio (A**} intercamblables en el suelo, La acidez intercambiable se
estima por titulacion con hidroxido de sodio {(NaOH) después de una extraccidn con una
soluclon de KCi 1 M (Método At). Para estimar el Al intercambiabla se vuelve a titular con
acido clorhidrico (HCI). La diferencia entre los dos indica &f H intercamblable en el suelo,

pntroduccién

La acidez Intercamblable en el suelo es una medida arbitraria la cual se compone de
cuatro tipos de acldez:

Los iones de hidroégeno que vienen de la hidrdlisis de AP* Intercambiable.
., « La hidrdlisis del Al hidrolizado y no Intercamblable.

Los acidos en la materia organica.

Los iones de hidrogeno Intercambiables.

SR

La acidez en suelos con un pH mayor de 5.5 proviene de los punlos 2 ¥ 3.

" Los suelos con un pH menor de 5.5 deben su acidez especialmente a el punto 1 y los
suelos con un pH menor de 4 al punto numero 4 (Thomas, 1982).

" Se puede estimar la acidez potencial usando una solucidn de clorure de bario - -
trietanolamina (BaCl, - TEA) a un pH de 8.3 (Mehlich, 1953). También, para suelos muy
-&cidos, se puede usar una solucién de una sal, no amortiguada, como et cloruro de potasio
(KCl), para quitar la acldez presente al pH del suelo (Coleman g1, al,, 1959; Yuan, 1959).

Reactlvos
1. Hidréxido de sodio (NaOH) 0.05 M.

Pese 2 g de NaOH (GR) y complete a volumen de 11 con agua.
2. Fanolftaleina 1% en alcohol.

Pess 1 g de fenolfialeina y disuelva en 70 ml de alcohol etliico. Complete con alcohol
a un volumen de 100 mi.
3 Acido clorhidrico (HCI) 0.05 M.
. Mida 4.14 ml de HCI (37%) y complete a volumen de 1} con agua.
4. Fluoruro de sodlo {NaF) 1 M. '
Pese 40 g y disueliva en 1.l de agua. Prepare diariamente. Se necesita 10 mi por cada
muestra,
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Andlisis de Suelo. Determinacién de los Cationes Cambiables en Suelos no Calcdreos.

Procedimienio

Acldez Intercamblable (Al y H):

1. Transfiera 50 ml de! extracto obtenido con KCI 1 M a un elernmeyer de 125 ml. —_

2, Agregua 3 gotas de fenolftaleina y titule con NaOH 0.05 M hasta la aparicldén de un
color rosade palldo permanentes. Anote los mi de NaOH gastados en la titulacion.

Procedimiento

Al intercamblable:

PO VLA

1. Después de la titulacton anterior, agregue una gota de HCI 0.01 M para que el color
rosado desaparezes.

2. Agregue 10 ml de NaF 1 M.

A Titule con HCI 0.05 M hasta que el color desaparezca otra vez por mas de un minuto.

Chlculos | N

La acidez y el aluminio intercambiable se expresan en meq 100 g de suelo:

Acidez Intercambiable = mi NaOH * N NaOH * vol extracto/vol alicuota * 100/peso
de la muestra.
= mi NaOH * 0.05 * 100/50 * 100/10.
= mlNaOH *1 = maq 100" g de suelo.

[

Aluminio Intercamblable = mi HCL * N HCI * vol extracto/vol alicuota * 100/peso
de la muestra. o
= ml HCI * 0.05 * 100/50 * 100/10. b

= ml HCI* t = meq 100" de suelo.

Hidrbgeno intercambiable = meq de acldez Intercambiable - meq de Al intercambiable.

Comentarios
1. Para estimar directamente el Hidrégeno Intercambiable:
1, Transtlera 50 ml del extracto e KCI 1 M a un erlenmeyer de 125 mif agregue
3 gotas del indicador de melil naranja 0.1% (pese 0.7 g y disuelva en 100 mi
de agua). Tiule con NaOH 0.05 M hasta Ia aparicion de un color amarillo
permanente. Anote los ml de NaOH gastados en ia titulacion.
2 Los mf de NaOH son equivalentes a fos meqg de H imtercambiabla por 100 g
de suelo..
3. Tambign se puede determinar amonio y nitrato en el extracio de KCI (Método
71)
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4 cidad de Intercambi tibnico Efectiv ICE

Principlo

En suslos con carga variable, los cationes intercambiables, Incluyendo Al, se desplazan
con una sal no amortiguada y la CICE se toma como la suma de los catlones en el extracto.

Célculos

Se expresan en meq 100 g de suelo, usando los resultados obtanidos de los Métodos
6A t para Ca y Mg, 6A 2 para Ky 6A 3 para Al

CICE= Ca+Mg+K+AlL

5. Por¢ceniaje de Saturacidén de Aluminio,

Pringipio

Otra medida de la acldez del suelo es el porcentaje de la saturacion de aluminio de
la CICE. Esta estimaclén se usa como una Indicaclon sencilla de la quimica y fertilidad
potenclal del suelo.
Céleulos

Usando los resultados obtenidos de los Métodos 6A 1 para Ca, Mg, 6A 2 para Ky 6A
3 para Al

% Saturacion de Al = Al/Ca+Mg+K+Al * 100.



Andlisis do Suelo. Detorminacidn do fos Cotiones Camblables en Suolos no Calcdreos.’

+

B, ON pH MAYOR DE 5.5.
1 i i tagl IR
Pﬁncipio' et

wopeban

Se desplazan los cationes intercambiables con una solucidn de ‘acetato de amonio !
amortiguada. Se mide la concentracidn de cada catldén por medio de absorcién atdmica.” """

introduccién CotH

Se encuentra una desciipcidon de Ca, Mg y K en ¢l suelo en la seccidn A1 y 2. EI !
contenido de sodio en el suelo puede varlar desde cantidades pequefias hasta una porcian ©
grande de la capacidad intercambiable del suelo dependiendo de las condiclones del medio
amblente. En suelos sddicos/salinos se encuentra una alta concentracion da sodio enla *
solucién del suelo. Una concentracidn de mas de 1 meq 100 g’ indica un suelo sddico y |
puede causar problemas flsicos en el suelo,

b

Reactivos

1. Acetato de amonic ({CH,COONH,} 1 M, pH 7. Col
Pese 77.08 g de CH,COONH, y disuelva en 500 ml de agua. Complete a un volumen

da 11 con agua. ’

Procedimlento ) ¢

1. Pese 5 g de suelo en un edenmeyer de 125 ril, C i
2. Agregue 25 ml de acelato de amonlo 1 M y agite por 30 minutos.

3. Filtre al vacio. El filtrado se recoge en balones volumétricos de 100 ml,

4, Lave ef suelo con pequehas cantidades de la solucion de acetato de amonlo y

complete a volumen con agua doblemente delonizada.

Este fiitrado constituye el extracto de suelo a parlir del cual, se determinan log cationes -
cambilables (Ca, Mg) por absorcidn atbmica o por emision (K, Na){Método 20B 1,2
Y 3). ‘

2
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idad Inter ig Cationi

Principlo

Para determinar la CIC del suelo se satura los sitlos de Intercamblo con un exceso de
acetato de amonio. Luego se lava el suelo con alcohol para eliminar el exceso de amonlo en
la solucion del suelo, El amonlo que queda ocupa los sitios de camblo. Se lixivia el susio con
una soluclon de cloruro de sodio para desplazar el amonlo y se mide la concentraclén de
amonio en el extracto por titulacion con hidréxido de sodic.

Reaclivos :

1. Alcohadl ttllico (C,H,COOH) 96%.
2, Cloruro de sodio (NaCl} 10 %.
Pese 10 mg de NaCl y complete a volumen de 100 ml con agua.
3. . Formaldehido 38%.
4, Fenclitalelna 1 % en etanol.
Pese 1 g y disuelva en 70 ml de etanol. Complete a volumen de 100 mi con etanoi. .
5. Hidroxido de sodio {(NaOH) 0.1 M.
Pess 4 g de NaOH v complete a volumen de 1 | con agua.

Procedimiento
1. Lave el suelo que queda en el embudo después de oblener el exiracto de acetato de

amonlo para determinar catlones camblables, con 5 porciones de alcohol etllico del
96 % neutralizado desechandose luego estos lavados.

2. Desplace el amonia intetcamblable mediante 5 lavados de 10 ml cada uno de NaCl al -
10 % los cuales son recogidos en ertenmeyers de 125 ml.

3 Después de finalizar fa filtracidn (al vaclo) agregue al filtrado 10 ml de formaldehido |

al 38 %, 3 gotas de fenolftaleina y titule con NaOH 0.1 M hasla un color rosado palido

petrmanente. £

Calculos
La capacidad de intercambio caliénico se expresa en meq 100 g* g de suelo.
CIC = mi NaOH X N de NaOH X vol extracto/vol alicuota X 100/peso de la muestra.

CIC = ml NaOH X 0.1 X 50/50 X 100/5.
CIC = ml NaOH X 2 = meq 100" g de suelo.
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Andlisis de Suelo. Delerminacion de Fasfora en Suelo.

METQDO 7 . ) ,.; 2!;
ETERMINACION FOSF E EL . by
Introduccibn I T 1 I v

Existen muchos métodos para medir el fasfore (P) en el suelo. Cada uno puede variar!
en el principio y en el procedimiento, Su seleccion depends en los objetivos del estudio, Ia
muestra y st propledades, la presicion necesaria y las facilidades del ¥aboraterio ’ -j‘_.

La razén principal para medir P en el suelo es para evitar su deficlencla en la planta
y predecir e requerimiento de lertllizante. Otra razon es para investigar el P disponible para
la planta a traves del tiempo.

=] P se encuentra en el suelo en forma organica e Inorganica. Se asocia con la’
miateria orgéﬁ!ca. las arcillag y los compuestos de Al, Fe y Ca. Para ser aprovechable para la
planta el P tlene que estar en la solucion det suelo. Los iones da P presentes dependen del
. pH del suelo pero los dos mas comunes son H,PO, y HPO,*. El P se somele a varias’
transformaciones en el suelo las cuales hacen qua el P sea menos o mas disponible para la
planta. La deficiencla de P en los suelos os extensa. El P total puede ser alto pero la
soncentracidn disponible muy baja debldo a las reacclones en el suelo. Los lones de P puede
ser adsorbldos por los componentes del suelo o precipltados en productos poco solubles. La
concentracion de P en la solucion del suelo depende del suministro de P por la reacclon de
desorcién de P desde los companentes del suelo o la mineralizacion del P organico. En
algunos suelos la ¢desorclén s muy lenta y aparece una dellclencia de P en la planta.

La evaluacién y comparacion de los diferentes métodos es extensa {Slbessen, 1983;
Wolf y Baker, 1985; Mato, gt _al., 1986, Menon, et_al., 1990). Todos los métodos han sido
calibrados en alguna clrcunstancia con e P aprovechado por un cultivo o una planta. Estas
calibraclones son necesarias porque los métodos mas comunes y rutinarios no miden la
cantidad de P disponible en el suelo sino un Indice relativo. El P extraldo se calibra de
alguna manera con el P en la solucidn del sueto. Los métodos mas comunes son Bray 1 y
i, Oisen y Mehfich. :

Con mas conocimignto de las reacciones del P en ef suelo, hay Interés en métodos
que puedan extraer el P de! suelo de una manera y cantidad parecidos a las de Iz planta.
Idealmente estos métodos medirlan fa cantidad de P en la solucion del suelo y también ja
cantidad de P desorbido de los componentes def suelo. Estos métodos son menos rutinarlos;
como ¢l de Ia resina (Sibessen, 1977} y del papel Impregnado (Menon ¢ al,, 1990).

Todos los méitodos tienen un perlodo de extraccion, seguido por la medida del P en
el extracto por colorimetria. La manera mas comimn para determinar el P en ef extracto s
¢l método de azul de mollbdeno (Murphy y Riley, 1962). E! mélodo se basa en la produccitn
de un complejo de fosfomolibdato en una solucion acida el cual es reducido por acldo -
ascorbico para formar un color azul. Es muy senstble y la Intensidad del color azul varla con
la concentraclon de P en la solucidn. Cada método para determinar fosforo tiene su proplo
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método de azul de mollbdeno debldo a las diferenclas en las condiciones quimicas en las
soluclones extractoras. También tlens sus proplos estandares de $6sforo. Para facilitar estas
diferencias se preparan soluciones patrones que sirven para lodos los métodos.

Reactivos

1. Molibdato de amonio {[NH,],M0,0,,.4H,0).

2. Tartrato de antimonlo y polasio (K[SbO]C,H,0,.0.5H,0}.
3. Acido sultiyico (H,S0,)

4, Acldo ascbrblco (CHO0)

SolucibnA ¢

1. Disuelva 60 g de molibdato de amonio en 200 ml de agua.

2..  Anada 1.455 g de tartrato de antimonio y potasio y disuelva.

3. Agregue lentamente y con agltacion suave, 700 ml de acido sulfiirico concentrado.
4, -Deje enfriar y diluya con agua a un volumen de 1 1.

Solucién B

. Disuelva 132 g de &cldo ascorblco en agua'y complets a un volumen da 1 |,

Guarde ambas soluciones en la nevera. Se prepara la soluclén de trabajo a partis de
. estas dos soluciones diarlaments.

lucidn pat org;

Reactiires
1. Fosfato dihidrogenado de potasio (KH,PO,)

Solucién patron de 50 ugP mi'

1. Seque unos gramos de KH,PO, en el hormo por una hora a 105°C.
2. Pese (.2195 g de KH, PO, y desusiva en agua.
3. - Complete a un volumen de 1 ] con agua.

Guarde la solucién en la nevera. Se hace los patrones de trabajo para todos los
métodos a partlr de esta solucibn.
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Andlisis da Suelo. Determinacion de Fésloro en el Suelo por el Método Bray .

METODO 7A
DETER CION DE FOSFORO EN SUEL RE DO DE BRAY Nl '
Principlo

La solucidn da Bray Il (HCH 0.1 M y NH,F 0.03 M} disuelve algunos fostatos facimente
solubles en acido como los fostatos de calclo y una parte de log fosfatos da higrro y aluminlo.
En fa solucldn écida, el NHF disuelve los fosfalos de hlerro y aluminlo por meéio de la
tormaclon de complejos con ¢l lon fluoruro.

introduccion

El método de la extraccion del tésforo por fluorure - acldo diluidos fue desarollado
por Bray y Kurtz (1845). Es extensamente usado en suelos acidos con bajos niveles de
nutrientes.  En los suelos calcéreos, el efecto del Acldo es disminuido debldo a su
neutralizacién por el CaCO, en el suelo. Por esta razén el método no es el indicado para
suelos con un pH > 6.8. Vea la Tabla 12 en la Introduccibn al Andlisis de Suelo para los
rangos de P encontrados por medio de este método.

|

Reactivog

1. Solucidn de Bray L
Acldo clorhidrico (MCI 0.1 M} y flucruro de amonio (NH,F 0.03 M),
Disvuelva 1.11 g de NH,F en 16.64 mi de HCl 8 M y compiete el volumen a 1icon
agua. Se necesita 20 mi de esta soluclén por cada muestra.
2. Solucion de trabajo para desarrolio de color.
La preparacion de las soluciones patrones (A y B} es descrito en la introduccion de
los métodos para fosforo (Método 7). La solucion de trabajo tiene que ser preparada
diariamente.
Tome 25 ml de la solucién A y agregue 800 mi de agua. Mezcle y afiada 10 ml dela’
solucion B. Complete el volumen a 1| con agua. Se necesita 18 ml de esta sclucion
por cada muestra y patrén, SN
3. Soluclones patrones de trabajo. '
La preparacién de la solucion estandar de toslofo (50 ug mi”) es descrita en Ia
Introducclion de los métodos para tosfore (Método 7). A partic de esta soluolérz so’
prepara los patrones de trabalo.
Tome alicuctas de 0, 1, 2, 4, 8, 12, v 16 ml y diluya & 100 ml con la soluclon de ray ,

it. Estos patrones contienen 0,05 1,24, 6, y8ugP mi. H
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Procedimiento

1. Pesa 2.85 g de suslo en un vaso de 50 mi.

2. Agregie 20 ml de la solucidn de Bray 1.

a. Aglte durante 40 segundos.

4. Fitire la suspension Inmediatemente a través de papel filtro,

5. Usando el diluter (2/18), tome 2 mi del extracto o de patrdn y afiada 18 ml de la

solucidn de trabajo para desarollo de color. Mezcle bien y espere 15 minutos para el
desarrcllo del color.

Calibre el espectofotémetro con los patrones a una longltud de onda de 660 nm
usando concentracion o absorbancla.

7. Lea las musstras y calcule la concentracion de #dsloro en la muestra en ug P g™ suslo,

Comentarios

1.. La relacion susio:solucidn y la duracidn de fa agitacion de la muestra varkn entre

.1, . faborgtorios. :

2, Una refacion de 1:50 (suelo:solucion) sirve para analizar algunos suelos calcdraos
{Randall y Grava, 1971).

3. El coeficiente de variacidn del método deberka ser cerca de 5 %.

4. Ef método de Bray | usa una solucion de HCI 0.025 My NHF 0.03 M. Se agita fa
suspensidn de suelo por un minuto.

5. El método de Bray Il modificado fué desarroliado para mejorar Ia sensibilidad del

método, Se utiliza una solucion de HCI 0.1M y NHF 0.2M (Pese 74 g de NHF y
disuelve en 16.64 m! de HCI 6M. Complete a volumen de 1 | con agua). El

©incremento en la concentracion de NH F en ia solucicn extractora extrae mas fdsfore

del suelo y han enconirado que los valores correlacionan bien con los parametros

de crecimiento e la p!an!& (Selinas y Garcla, 1885).
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Andlisls de Suelo, Determinacidn de Fésforo en el Suelo por el Método de Oisen.

METODO 78

DETERM

Principio

Esta extraccidn usa una soltucién de bicarbonato de sodio a un pH de 8.50. En los
suelos calcareos o alcalinos los lones de bicarbonato causan la precipitacion del calelo como
CaCo, y por lo tanto la actividad de calclo en fa solucidn disminuye. Esto facilita la extraccion
de los foslatos de caiclo mas solubles. En los suelos méas acidos los jones de bicarbonato
reamplazan a los fosfatos de aluminio y hierro. El Incremento del pH de la solucidn facilita 1a
extracclon de fosfato de las superficies que tienen una carga dependients del pH.

Introduccion

£l método de la extraccidn con blcarbonato de sodio fud desarrollado por Oisen gt
al., {1954). Es un método gque sirve para extraer fésforo de todos los tipos de suelo, tanto en
suelos acldos como alealings {Thomas y Peaslee, 1973). Vea la Tabla 1a en la Introduccion —
al Analisis de Suelo para los rangos de P encontrados por medio de este método.

Reactlvos

1. Solucidn de Superfloc o "polyacrylamide gel’ 0.05 % p/v.
Disvuelva 0.5 g de Superfioc en 1 1 de agua. Agite la solucidn por una hora para
digctveﬂa,
2. Hidroxido de sodio 1 M (NaOH)
Disuelva 40 g NaOH en 1 { de agua.
3. Bicarbonato de sodio 0.5 M {NaHCO,} pH 8.50.
Disuelva 42 g de NaHCQ, en agua, agregus 5 ml de la solucidn de Superfloc y mezcle
bien. Diluya a un volumen de 1 lconaguay con NaOH 1 M ajuste el pHa B.50. S
necesita 30 ml de esta solucidn por cada muestra y 100 mi por cada estandar.
Carbon activado lavado.
Acido sulfirico 2.5 M (H,50,).
Anada 140 ml de H,80, concentrado a 600 ml de agua. Deje enfrlar y lleve a un
volumen de 1 1. Se necesita 1 m! por cada muestra y estandar, "
6. Soluclon de trabajo para el desarcllo de color. v
La preparacion de las soluciones patrones (A y B) esta descrita en la introducciénde
los métodos para el fosforo (Método 7). La solucibn de trabajo tiene que ser
preparada diartamente.
Tome 35 ml de solucién A y agregue BOO ml de agua. Mezcle y afiada 10 ml de
soluclon B. Comptete el volumen a 1 | con agua. Se necesitan 10 mil de esta solucidon
por cada muestra y estandar.

S e’ |

oo

41



Andlisis de Suelo. Determinacion da Fésioro en el Suelo por el Método de Olsen.

7. Solucionas patrongs.
La preparaclon de la solucldn estdndar (50 ug mi'} de t6sforo es descrita en Ia
Introduccion de los métodos para el idsforo (Método 7). A pattir de esta soluclon se
preparan los patrones de trabajo diarlamente.
Soluclbn patrdn de 5 ug P mi™.
Tome 10 ml de la solucidn patrén de 50 ug ml” y diluya a 100 mi con &aHCQ., u 5M
{pH 8.5).
A partir de esta solucidn de 5 ug mi”, prepare los patrones de trabajo.
Tome allcuctas de 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 mi y diluya a 100 ml con NaHCO, 0.5 M {pH
" 8.5). Estos patrones contienen 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 ug P mi".

Catmdhs J 10D

Procedimiento

AT Olsgn = A0
1. En un tuba con tapa (50 mi), cologque 2.5 g de suelo y agregue 30 ml de 0.5 M
NaHCQ, (pH 8.50}.
2. Agite por 30 minutos.
3. Filtre fas muestras en tubos de ensayo. Pare la lillracion después de 5 minutes. A

vaces 8s hacesarlo usar carbdn para qultar el color que aparece debido a la materla

organica en el suelo. En estos casos coloque 0.5 g de carbdn activado en cada papel -

. filtro antes de la filtracibn. Tamblén es necesario hacer lo mismo con los patrones de
trabajo.

4, . Tome 5 ml de la soluctdn filtrada o del patrdn con una plpeta automética y afiada 1 '

5. Agregue (10 ml de la solucidn de trabalo para ¢l desarrollo de color con una repipsta

y espere nutos.
6. Calibre el espectrofotdmetro con los patrones a una longitud de onda d
usandeo concentracién o absorbancla. :

ml de sziﬁ M). Agite bien para quitar fas burbujas. C\ AR O
i

7. Lea las muestras y calcule la concentracidn de fosforo en ug P g soil.

Comentarios

1. . Elcoeficients ds variacion suele encontrarse enire 5 - 10 %.

2. . Se usa el carbon para eliminar el color'del extracto. El uso de carbon es menos

necasario sl se usa el método de azul de molibdeno para medir el fdsforo. Si se lea

el color azul dasarrollado a una longitud de onda de 880 nm el color del extracito no.

Interfiere y no es necesario agregar carbon.

3
i
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Aniilisis do Suolo. Dotorminacion de los Micronutriontos {CuMn,Fo y Zn) on Suolo.

AL

METODO 8

: i
DETERMINACION DE LOS MICRONUTRIENTES (Cu, Mn, Fe Y Zn) EN SUELQ  °
Piincipio Lo 5

1

Ef suelo se trata con una solucion extraclora simultanea para disolver una cantidad
de los micronutrientes cobre (Cu), manganeso (Mn), hierro {Fe) y zinc (Zn), ia cual esta
relacionada con la cantidad que la planta puede aprovechar del suelo. La solucidn se flama
dobile &cido, solucion Norte Carolina o Mehlich | (Mehlich, 3953} y contiene una mezcla de los '™
acldos clorhidrico y sulfQrico.

Introduceion

Cu, Mn, Fo y Zn son esenciales para la planta pero son requeridos en cantidades *
pequeiias y por esa razon se llaman micronutrientes. Los micronutrientes mas disponibles
para la planta existen en lorma libra © en complejos en la soluclén del suelo. Tamblén pueden
estar fljados por la materia organica, fos sesquidxidos ¢ carbonalos,

En suelos acldos los micronutrientes son mas disponibles y en algunas clicunstanclas
pueden llegar a ser 1oxicos. Su disponibilidad baja en suelos alcalinos. Una deficlencia de Zn
gs comin en suelos alcallnos debido a la formacion de complejos de Zn de muy bala
solubliidad. Una toxicidad de hierro es rara, pero puede ser deficlente en los suelos calcareos
deblido a ia baja solubilidad del elemento. El hierro y el manganeso estan afectados por la
aireaclon del suelo y pueden ser toxicos en condiclones de baja alreacidn, El manganeso
aparece en varlos estados de oxidaclon en el suelo, 1os mis Importantes son Mn®* en las
arciflas y en materia organica y Mn** en éxidos. El manganeso puede Hegar a ser tdxico en
suelos cidos.

La interpretacion de los resullados no solo requlere una calibracion con resultados en 1!
el campe sino también una conclencia que los resultados pueden varlar diarlamente
dependlendo de las condliciones del suelo, el amblente y el tratamiento del suelo antes de
analizarlo, Tt o byt

Se han desarollado muchos métodos para extraer estos elementos del suelo en
cantidades similares a las que la planta puede aprovechar (Cox y Kamprath, 1972). Las..»
soluciones exiractoras simulténeas, como la de Mehlich, son muy populares pero falta una
estandarizaclon de sus resultados.

En la interpretaclon de los resuftados es imponante conocer ef pH del suelo, fa
cantidad de materla organica y la textura. Estas medidas pueden indicar una probabilidad de
deflclencia o toxicidad de un micronutriente (Martens and Lindsay, 1990}, "l

»
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Andlisis de Suelo. Determinacion de los Micronutrientes {Cu,Mn,Fe y Zn} en Suelo.

Reactivos

1. Acido clorhldrico (HCI) 1 M.
Mida 82.7 mi de HCl (37%) y complete a volumen de 1 1 con agua. ' ;
2, Acido sulfarico (H,S0,) 5 M.
Mida 277.8 ml de H,S0, (96%) y complete a volumen de 1 | con agua.
3. Solucion«extractora (HCl 0.05 M + H,SO, 0.0125 M),
Tome 50 mi de HCI 1 M y 2.5 ml de H,SO, 5 M y lleve a un volumen de 1 | con agua.
Se necesita 20 ml para cada muestra.

Procedlmientd

Pese 5 g de suelo y agregue 20 ml de la solucidn extractora.
Agite por 15 minutos.
Filtre por gravedad usando pape! fitro Whatman No. 42.
.- Lea la concentracldn de Cu, Mn, Fe y Zn en el extracto por absorcion atdmica
(Método 208 4),

hLN =

Comentarios

1. :. Se puede usar la misma solucion para extraer fisforo del suelo.
, i Ultimamente la solucion de Mehlich Ill (0.2 M CH,COOH, 0.25 M NHNO, 0.15 M
. NHF, 0.01 M HNO,, 0.0005 M EDTA) (Mehlich, 1984) ha sido usado para extraer no
. solamente Cu, Mn, Fe y Zn sino también P, Ca, Mg, K, Na, y B. Esta solucion
-+ extractora universal se estd usando para el desarolio de la metodologfa de ICP en
suelos (Benton Jones, 1991).
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Andlisis de Suefo. Determinacion de Azufre en Suelo.

METCGDO 9 N
DETERMINACION DE AZUFRE EN SUELD ) ' S
Principio ' !

Las plantas aprovechan el azufre (8} del suelo en la forma de sulfato {SO,) y por lo
tanto, se estima el azufre disponible en el suelo midiendo ¢ sulfato. Existen bastantes ©
métodos para exiraer el sulfato del suelo. Probert (1976) encontrd que los mejores métodos
empleaban una solucidn que contiene fGsforo en la forma de fosfato de calcio {Ca{H,PO,),}.
Esta solucion extrae los suifatos solubles y el fosfato saca el sulfato que esta adsorbido en el
suelo, el cual también es disponible para |a planta. Se recomienda e uso de fosfato de calclo
ya que el calcio ayuda a !a floculacion de los cololdes del suelo y a é&sto se debe que Ja -
solucion filtrada sea mas clara.

Para medir el sulfato extraldo, el método de turbidimetrla es el més usado.
Turbidimetria es la medida de la pérdida de la luz transmitida que se pietds debido a las —
particutas suspendidas en fa solucién. El método se basa en la baja solubllidad de sulfato
de barlo. « Se agregan cristales de cloruro de bario a la solucion filtrada, para Iniciar la
formacion de cristales de suifato de bario. Se usa tamblén gelatina para suspender o !
precipitado, lo cual permite la medida de sulfato por turbidimetria.

Introduccldn

La interpretacion de la cantidad de azufre disponibie en el suelo para la planta es -
complicada debldo a que exIsten otras fuentes, ademas del suelo, que pueden proporclonar
azufre a la planla. Estas fuentes son el S0, en la aimodslera, S en fertilizantes, pesticidas y en .
agua de riego. La calibracidn de resultados es dificl debldo & la mobilidad del azufre en el *
suelo y {a minerallzacldn de azufre orgénico. La concentrackdn de S en el suelo normalmente
varla entre 6 y 12 ug”. Las soluciones extractanies que retiran el sulfato soluble y adsorbido
en el suelo han sido correlacionadas muy blen con el azufre aprovechado por la planta -
{(Probert, 1976). Una exiraccion con (Ca(H,PO,);) 0.01 M, desarollade por Fox et al., (1964),
ha mostrado superioridad sobre otros extractantes. :

Reactivos
1. Foslato monobésico de calclo 0.08 M {Ca(H,PO,),.H,0}.
Pese 2.02 g y disuelva en 1 | de agua. Se neceslta 50 m! por cada muestra.
2 Acido clorhddrico concentrade {HCH).
3. Solucién semilfa,

Sulfate de potaslo GR (K,SQ,).

Pese 0.2270 g de K,SO, y disuelva en 200 ml dJe agua. Agregue 99.34 ml de HCl cone. -
y diluya a 500 mi con agua.

4, Cloruro ¢fe barlo {BaCl,}.
Vea Comentario 1 abajo.
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Andlisis de Suelo. Determinacion de Azidre en Suelo,

5.

Gelalina "Gelatin Difco Certified”,

Caliente 800 mi de agua a una temperatura entre 60-70°C y afade 0.6 g de gelatina.
Deje enfrlar la solucion con agitacléon suave y constante. Cuando esté a la
temperatura ambiente (mas o menos 2 horas) coloque en la nevera durante 4 horas.
Después saque de la nevera y continlie agitando por 2 horas mas. Agregue 100 g
de BaCl, y aglte hasta cuando esté disuelto. Coloque en la nevera durante 16 horas.
Al otro dla saque de la nevera y agite por 1 hora.

Solucldn patron.

Prepare una solucion de 1000 ug S mi” a pantir de K,SO,. Pese 5.4354 g de K,S0,
¥ desuelva en 1 1 de agua.

Tome una aflcuota de 20 ml de esta solucidn estandar y complete a 250 ml con agua
Esta solutlén contiene 80 ug S ml™,

Soluclones patrones de trabajo.

A partir de la solucldn patrdn prepare los patrones de trabajo diarlamente:

Tome allcuotas de 0, 1, 2, 4, 6, 8, 14 y 16 mt y lleve a 50 m! con la solucidn extractora

. de fosfato de caic:ia {0.08 M). Estos patrones contienen 0, 1.6, 3.2, 6.4, 9.6, 12.8, 224
y 2568 ug S ml'.

Procedimiento

pil

@ HEO RN

Pese 10 g de suslo en un edenmeyer de 125 ml.

Agregue 50 mi de fosfato de calcio {0.08M) y agite por 3¢ minulos.

Usando papel filtro doble, filtre la suspensidn por gravedad en un fubo de ensayo.
Tome una allcucta de 10 ml de las muestras y de los patrones de trabajo.
Adiciona 2 mi da la solucldn semilla.

Agregue 4 ml de gelatina vy aglite suavementa.

Deje en reposo por 456 minutos.

Calibre el espectrofotdmetro con los palrones a una longitud de onda de 420 nm.
. usarkio concentraclon o absorbancla.
.+ Lea la wrbidimetria de las muestras agitando da nuevo antes de jeer.

Calcule la concentracion de azufre enug S g saelo

Gmemarios

1.

2,

El cloruro de barfo es muy toxico. Se debe manejar con guantes. El antidoto es una
solucion de sulfato de magnesio (MgS0 ) de 10 %.
St quiere extraer el sulfato en el suelo con agua, prepare Ios patrones de trabajo en

agua. Se uliliza la misma solucidn de semilla y gelatina y se toma una alkuota de -

10 mi daspudés da filiracion.

Existen otros métodos para determinar el sulfato en suelos : ICP (Novozamsky gf. gl

1986); chromatograffa Idnica (Dick y Tabatabal, 1979); colorimetria (Johnson y
Nishita, 1952).
El contenida de azulre aumenta si el suelo se seca en el horno (Barrow, 1967).

Se puede automatizar e método de turbidimeirla usando un autoanalizador (Wail gt

al, 1980)
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Andiisis de Suefo. Determinacidn de Boro en Susio.

METODO 10

DETERMINACION DE BORO EN SUELO

Principio

El método mas usado para la determinacion del boro en el suelo es la extraceldn con
agua callente de Berger y Truog (1939). El agua callents dlsuelve una fraccldn del boro que
estd adsorbido a los componentas del suelo. El método descrito aqul estd basado en la
adaptacién de Mahler gt.al. (1984). Se agrega agua al suelo en tubos plasticos cenados y

después se colocan en un bafio de agua hirviendo. Esta adaptacion del método de Berger -

y Truog hace que no haya pérdida de agua de la muestra y que l1a fuente de calor sea mas
uniforme. Se lee ef boro en el exiracto por colorimetrla, usando el método de azometina-H
{Shanina et.al., 1867}, el cual es senciilo, rapido y tiene pocas Interferencias. Es necesaric
agregar EQTA para eliminar interferencias y usar un buffer de acetato de amonio para llevar &l
pH del extracto entre 4.9 y 5.1. A este pH la azomelina y el boro en solucion forman un
complefo estable, el cual tiene un color amarillo.

introduccibn

La determinacion del boro en &f suelo es uno de los andlisls de rutina mas dificit para
realizar. Aunque tenga baja precisidn, el método de Berger y Truog {1939} sigue siendo el

mélodo mas comln para determinar boro. La fraccidn extraida por este método as suficlente -
para indicar sl ef suelo es deficlente en boro. La deficiencla de boro occurre en muchos mas -

ci.zltisfes y bajo muchos mas condiciones que cualquier otro micronutriente.  El boro puede

llegar a ser taxico a niveles solo un poco més altos que el normal, Un suelo con menos de
1 ug B g es deficiente, pero mas de 5 ug g paede ser toxico. Por ess razdén el método -

debe ser preciso y sensible.

La planta aprovecha boro en la forma del anion borato (BO,?). La disponibilidad de -

boro, baja con un incremento de pH debido a su insolubllidad, pero también puede ser de baja
disponibilidad en suelos acidos y arcillosos. Tiene disponibilidad maxima entre pH 5 a 7.
Mucho del boro disponible se asacia con la materia organica.

Reactlvos

1. Acetato de amonlo (CH,COONH,}.

2. Acldo acétlco (CH,COOH).

3. Sal distdica de ethylenediamine tetra acético acido (EDTA).
4. Acido tiogliclico 98 % (HSCH,COOH).
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Andlisis de Suelo. Determinacion de Boro en Suelo.

10.

Solucién Buffer.

Pese 400 g de acetato de amonlio y agregue 260 ml de acldo acético. Anada 10.72
g de EDTA y 9.6 ml de 4&cldo tloglicdlico. Posterlormente agregue 640 ml de agua y
agite bien.

Azometina-H.

Acldo ascorbico (CgHgOp)-

Reactivo de color.

Pese 0.9 g de azometina-H y 2 g de acido ascorbico, agregue 100 ml de agua y agite
bien. Esta solucion debe prepararse cada que se va a hacer la determinacion.
Soiucion patron.

Prepare una solucion de 100 ug B ml" a partir de H,BO,. Pese 0.5716 g de H;BO, y
disuelva en 1 | de agua.

Soluciones patrones de trabajo.

A partir de la solucion de 100 ug B mi”' prepare una de 10 ug mi”'. Tome alicuotas
de 0, 2, 4, 6, 8y 10 ml de la solucion de 10 ug B mi"* y diluya a 100 ml con agua.
Estos patrones contienen 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ug B ml™.

Procedimiento

(OF 0 SNEOY N PEECO IR S

—
e

Pese 10 g de suelo en tubos plasticos de 50 ml con tapa rosca.

Agregue 20 ml de agua y tape los tubos.

Coloque los tubos en bafio marfa a 100 °C durante 15 minutos.

Filtre la suspension por succion en frascos plasticos.

Guarde los extractos en la nevera si no va leer inmediatemente.

Tome allcuotas de 2 ml de los extractos y patrones de trabajo en tubos plasticos.
Agregue 4 mi de la solucion buffer y 2 ml de reactivo de color.

Agite muy bien y deje en reposo por 45 minutos. - -

Calibre el espectrofotometro para leer concentracion o absorbancia con los patrones
usando una longitud de onda de 430 nm.

Lea las muestras y calcule la concentracion de boro en ug g"' de suelo.

Comentarios

Se usa el EDTA para evitar las interferencias de cobre, hierro, aluminio y materia
orgdnica.

El color del complejo de azometina y el boro es mds estable cuando se usa dcido
ascorbico.

Si no puede utilizar fraseos y tubos de pldstico, se debe usar vidrio que no contenga
boro.
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Andlisis de Susio. Determinacidn de Nitrato y Amonio en Suelo.

METQDO 13
DETERMINACION DE AMONIO Y NITRATQ EN SUELO. Co &

introduccibn

El nitrogeno total en el suelo esta compuesto de 97 hasta 99 % de nitrogeno organico
¥ menos de 2 % inorganico. La fraccidn organica se hace disponible a la planta a través del
tlernpo dependiendo de las condiciones en el suelo. La fracclon Inorganica que la planta
aprovecha contiene los iones amonlo (NH,*), nitrato (NO,) vy nitrito (NO,). La forma de
nitrégenc aprovechado por la planta depende del pH del suelo, la temperatura, la actividad
microbiana y la presencia de otros lones en la solucion del suelo, pero normalments la planta
aprovecha el ion nitrato y lo reduce después a amonio. Bajo condiciones anaerdbicas el lon
nitrito puede estar en la soluclon del suelo y es toxico ain en niveles bajos.

Debido a la importancia del papel del nitrégeno en el crecimiento de la planta, es muy
importante buscar una valoracién precisa del nitrogeno disponible para la planta. La
determinacion del amonio y nitrato extractables en el suelo se confunde por las -
transtormaciones blolgleas las cuales camblan los niveles y formas del nitrégeno en el suelo
{Buckman y Brady, 1977). Per causa de estas transformaclones, idealmente las muestras de
suelo deben ser analizadas Inmedlatamente después de tomarlas. Muchas vaces éslo es
Impaoslible y existen varios pretratamientos para consarvar la muestra (Nelson y Bremner, 1972}, -

A, Preparacion del exdract

Principio

Para extraer el amonlo (NH,*) y el nitrato (NQ,) Intercambiables del suelo, se emplea
una solucidbn de clorure de potasio (1M} (Bremner 1965). En este extracto se puede
determinar ef amonio y e nitrato colorimétricaments. - S

Reactivos
1. Cloruro de potasio {(KCI) 1 M.

Pess 74.56 g de KCI y disuelva en 500 ml de agua. Complete a unvolumende 1lcon
agua. Se necesita 25 mi por cada muestra.

Procedimiento
Fase 10 g de suelo.
Agregue 25 ml de 1M KCL
Agite durante 5 minutos en un agitador mecénico.
Filtre en balones.de 100 ml lavando el suelo cinco veces con porciones de 10 mil del

F L3

RCL
Complete a volumen y mezcle bien,

m
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Andlisis de Suelo. Determinacidn de Nitrato y Amonio en Suelo.

Comentarios

1. En este extracto se determina amonlo, nitrato y tamblén, calcio, magnesio y aluminio
cuando el pH del suelo es inferior a 5.5 (Método 6A 1,3).

B. Soluciones patrones combinadas para Amonio y Nitrato

Reactivos
= Nitrato de sodio (NaNQO,).
2. Cloruro de amonio (NH,CI).

Procedimiento

i Solucion 1.
En un reclplénte volumétrico de 1 |, pese 1.214 g de NaNO, y 1.528 g de NH,CI.
Disuelva en 500 ml de agua, complete a volumen y mezcle. Esta solucion contiene 400
ug mi"' de N-NH, y 200 ug miI"' de N-NO,,

2 Solucién Il
Tome 10 ml de la solucién | y disuelva en 50 ml de solucion extractora (KCI 1M).
Complete a 100 ml y mezcle. Esta solucion contiene 40 ug mi"* de N-NH, y 20 ug m!"
de N-NO,. .

3. Soluciones patrones de trabajo.

Tome de la solucion I, las alicuotas indicadas y complete a volumen en balones de
100 ml con la solucion extractora (KCl 1M) y mezcle.

Alfcuota (ml)  ug N-NH, mI! ug N-NO, mI"!
0 0 0
5 2 1
10 4 2
15 6 3
20 8 4
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C. Determinacién de Amonio

Intreducelén

El amonio se pueda determinar colorimetricamente después de extracclon por el
método de Nessler {Greweling y Peech, 1960). Tamblén se puede utilzar los métodos de
microdifusion {Stanford et. al., 1973), destilacion por vapor (Bremner y Keeney, 1966) o sl
método del electrodo especifico (Bremner y Tabatabal, 1972), Se puede enconirar una
descripcidn de estos métodos y las ventajas y desventajas de cada uno en Keeney y Nelson

. (1987).

<+ Principio

El método colorimétrico, ¢l cual es el mas rapido y el mas usado para la
determinacidn del amonio en el suelo, se basa en la reaccion de Berthelot (1858); a veces se
le llama fa reaccidn del azul indofenol. En la reaccion, el amonio en el extracto de suelo (KCi
1M) reacciona con un fenol en una solucién alcalina en la presencia de un agente oxidante,
normalmenta hipoclorito. En este método se usa salicliato de sodio y dicloroisoclanurato de
sudlo como el fencl y el hipoclorito respectivamente.  Estas soluclones son mas estables v
menos toxicas. El complejo que resulta de la reaccidn tiene un color verde azul o cus se
puede medir manualmente o automalicamente a una longitud de onda de 660 nm.

En este método se usa un autoanalizador para automatizar ef proceso.

Reactivos

1, Tartrato de sodio y potasio {C,H,0,KNa.4H,0).
2, Citrato de sodio (C,H,0,Na, 2H,0).
3 Solucion Buffer.
Disuelva 33 g de tartrato de sodlo y potasio en 800 mi de agua. Afada 24 g de citrato
de sodio y disuelva. Calibre el pH a 5.2 con acido clorhidrico y complele a volumen
de 1 1. Mezcia bien.
Hidréxido de sodlo (NaCH).
Salicilato de sodio {C,HNaQ,).
Disuelva 25 g de NaOH en 50 mi de agua. Afiada 700 ml mas de agua, adicione 80
g de salicllato de sodio. Disuelva, complete a 1 [ con agua y mezcle blen. Esta
solucion es estable por una semana.
6. Nitraprusiato de sodlo {Na,[Fe{CN),NO}.2H,0).
Disuelva 1 g de nitroprusiato de sodio en 800 mi de agua. Complete a 1 | y mezcle.
Esta solucidon es estable por una semana. .
7. Dicloroisoclanurato de sodio (C,N,0,CLNa.2H,0).
Disuelva 2 g del dicloroisoclanurato de sodio en 800 mil de agua. Completea 11y
mezcle. Esta scolucién es estable por una semana.
8. Solucion para lavar el sistema
Cloruro de potasie (KCIJ 1 M.
Pese 74.56 g de KCI y disuelva en 500 mi de agua. Complete a un volumende 11 con
agua.

R

55



Andlisis de Suelo. Determinacion de Nitrato y Amonio en Suelo.

_ SERPERTIN DR VIDRIO

g SERPENTIN DE VIDRIO

al/uin
|
|
|
|
DICLOROISOCIANURATO DE Sopro  9+32 '
I
|
: [
NITROPRUSIATO 0E Sop10  ~ 0:16 :
|
|
|
SALICLLATO DE SODIO 0.32 {
AIRE |
poppR 140 el
ARE |
pppR 120 Ts]cie cmmdeg
0.32 |/ SERPENTIN D
i | VIDRIO
|
0'
4 —~ DESECHOS
MUESTREADOR |

Y N

DESECHOS

f0°C
REACTOR

F DIALISIS

DESECHOS

FIGURA 1. Diagrama de Flujo - Amonio

56

SKALAR ARALYTICAL BY

CELDA DE FLWJO 30 m
FILTRO 660 nn
FILTRO CORR. 520 my



Andlisis de Suelo. Determinacidn de Nitrate y Amonio en Suelo.

Procedimiento
4

El slstema que se utlliza en esta descripcion es el de Skalar Instruments y fa Figura 1
muestra ¢l diagrama de flujo.

Los patrongs y muestras se presentan al sistema bajo los sigulentes ajustes:

1. Tiempo de toma de muestra 60 segundos

2. Tiempo de lavado 60 segundos ~

3 Tiempo para aire 1 segundo

4, Registrador 200 mv

5. Tiempo de estabilizacién 15 minutos

La sensitividad del palrén mas concentrada {10 ppm N} es 500 unidades de absorcion,
Comentarios

1. Vea las instruciones del autoanalizador para mantener ¢l sistema.

D. Determinacion de Nitrato
Introducclion

El nitrato se puede determinar directamente por métodos colorimétricos como el
acido fenoldisulfonico (Bremner, 1965), la Brucina (Baker, 1969), o el acido cromotrdpico
{Sims y Jackson, 1971). Tamblen se puede estimar por reduccion a amonlo y la subsecuente
determinacion por destilacion {Bremmer and Keeney, 1966}, o por el métedo de microdifusion
de Conway {Stanford etal., 1973}, Hay una buena descripcion de estos métodaos en Keeney
¥ Neison (1987).

Debido al exito del métoda de Griess-llosvay (Bremner, 1965) para determinar nitrito,
frecuentemente se mide el nitrato, después de una reduccion a nitrito.  Existen varios métodos -
para reducir ef nitrato a nitrito (Keeney y Netson, 1987). Entre ellos existen varios métodos que
usan reductores metaticos como limaduras de cobre/cadmio {Henriksen y Selmer-Olsen, 1970},
alambre de cobre/cadmio (Stainton, 1974), y alambre de aleacion de cadmio/plata (Willis &
Gentry, 1987).

Princlpio

El método es autornatizado y el nitrato se determina en el extrato (KCI 1M) después -
de una reduccién a nitrito {NO,}. Se pasa el extracto a traves de una columna que contiene
limaduras de cobre/cadmio. El nitrito se determina por la reaccion de Griess-fiosvay (Bremner,
1965) en la cual ¢l nitrito reacciona con sulfanilamida formando una sal diazo que luego es
enlazada con N-1 naftilendiamino para formar un compuesto azo ¢on el color rosa,
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Andlisis de Suelo. Determinacidn de Nitrato y Amonio en Suelo.

Reactivos

1. Cloruro de amonlo (NH,CI).

2. Solucion de amoniaco (NH,OH 25%).
3. Solucion Buffer

Pese 25 g de cloruro de amonio (NH,Cl) en 800 ml de agua, ajuste a pH 8.2 con
solucion de amonlaco, complete a 1 | y agite blen.
Acido ortofosforico 85% (H,PO,).
Sulfanilamida (CgHgN,0,S).
z-naftiletilendiamino (C,,H,sCI,N,).
Reactivo de color
Diluya 150 ml de acido ortofosforico 85% en 800 ml de agua. Adicione 10 g de
sulfanilamida y 0.5 g de «-naftiletilendiamino. Disuelva, complete a 1 | y mezcle bien.
Almacene ésta solucion en un recipiente ambar.
8. Solucion para lavar el sistema
Agua
9. Reactivos para la activacion de la columna.
A. Acldo clorhidrico (HCI) 4 M.
- Tome 400 ml de HCI 32% y agregue 600 ml de agua.
B. Sulfato de cobre (CuS0,.H,0) 0.11 m.
Pese 20 g de sulfato de cobre y disuelve en 800 ml de agua. Complete a 1 I.
10. Limaduras de cadmio 2.5 g (0.3-1.0 mm).
Mezcle las limaduras con 30 mil del HCI por 1 minuto. Lave bien con agua y agregue
50 mi del CuS0,.H,0 y agite por 5 minutos. Lave de nuevo y después seque con papel
filtro. Llene la columna con las limaduras activadas hasta unos 5 mm de la boca. Tape
y con una Jeringa llene la columna con la solucidn buffer. Coloque la columna en el
sistema.

SO

Procedimiento

El sistema que se utiliza es el de Skalar Instruments y la Figura 2 muestra el diagrama
de flujo.

Los patrones y muestras se presentan al sistema bajo los siguientes ajustes:

Tiempo de toma de muestra 60 segundos

Tlempo de lavado 60 segundos

Tlempo para alre 1 segundo

Registrador 500 mV

; Tiempo de estabilizacion 20 minutos

La sensitividad del patron mas concentrado (20 ppm N) es de 1140 unidades de absorcion.

SIS
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Andlisis de Suelo. Determinacién de Nitrato y Amonio en Suelo.

Comentarios

1. Vea las instruciones del autoanalizador para mantener el sistema.

2. No deje que entre aire a la columna.

3. Se puede almacenar las limaduras activadas en una botella.

4. Hierro y Cobre pueden interferir causando resultados negativos en el andlisis de

nitrato. Arada 1 g de EDTANa, por cada litro de buffer para evitar interferencias.

5. Con un autoanalizador de dos canales se puede leer nitrato y amonio

simultdneamente en el extracto de KCI.
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Andlisis de Suelo. Determinacién de la Textura del Suelo por ef Método de Bouyoucos.

METODO 12

AMINACION DE LA TEXTURA DEL SUELQ

Principio

Se usa el andlisis mecanico (la clasificacién por tamaho de las particulas del suelo)
pata evaluar la textura. Los dos métodos mas comunes (el de pipeta y el de hidrémetro) se
basan en la iey de Stokes (1851} que dice que hay una relacion entre la velocidad de
asentarniento y el diametro de la particula. El método del hidrometro es menos exacto que
¢l de la pipeta, pero es mas rapldo y es bastante preclso para propésitos agricolas. EIl
método descrito agul se basa en ¢l método de Bouyoucos (1962) usando un hidrOmetro.
E! hidrometro mide la disminucidon de la densidad de la suspensidn debido al asentamiento
de las particulas del suelo. Un pretratamiento es necesario para separar o dispersar los
agregados del suelo en las pariculas principales de arena, Hmo y arclla. El pretratamiento
puede ser quimico o fisico. En este procedimiento se usa una solucién quimica.

introduccidn

La textura es una de las propiedades mas estable del suelo. Es un Indice muy Gt
para indicar otras propiedades {quimicas y fisicas), las cuales pueden determinar su uso
potencial en fa agricultura.

La textura del suelo se compone de diferentes combinaclones de arena, limo y arcitla.
Se puede estimar los porcentajes de arena, limo y arcilla en el suelo usando e método de
Bouyoucos. En el método solo se toman dos lecturas y aunque ésto no sea sulicientemente
detaliado para hacer una buena clasificacidn de las particulas del suelo, es adecuado para
una Identilicacién de la clase de textura. Para identificar la textura del suslo usando los
resultados de los porcentajes de arena, limo y arcilla presents, se tsa el tridngulo de textura

(Figura 3}.

Reactivos
1. Alcohol isoamllico {C,H,,OL

2. Hexametafosfato de sodio (NaPQ,),.
3. Carbonato de sodio (Na,CO,).

4, Solucidn dispersante.

Pese 37.5 g de hexametafosfato de sodio y 7.94 g de carbonato de sodie. Disuelva
en 600 mi de agua y lleve a un volumen de 1 L.

-»
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Andlisls de Suelo. Determinacion de la Textura del Suelo por el Método de Bouyoucos.

Materiales

1 Unidad multimixer (batidora multiple).
2 Cilindros de vidrio aforado en 1130 ml.
3. Hidrometro.

4

Termometro.

Procedimiento

(il — (U

o

Pese 40 g de suelo en el vaso del multimixer.

Agregue 50 ml de la solucion dispersante.

Déjelo en reposo por 10 minutos.

Agregue 100 ml de agua y mezcle por 10 minutos.

Pase todo el contenido a un cilindro y, con el hidrometro dentro del cilindro, complete
con agua hasta 1130 ml. _

Agite fuertemente por espacio de 20 segundos con una varilla en forma de piston e
introduzca el hidrometro. Utilice el alcohol isoamllico en caso de que se produzca
espuma.

Lea el hidrometro a los 40 segundos corrigiendo la lectura en base a la temperatura
de la suspension (Tabla 4). Por ejemplo si la temperatura es 22° C, sume 0.86.
Vuelva a leer a las 2 horas, corrigiendo la lectura en base a la temperatura.

Aparte y al mismo tlempo, pese 5 g del suelo en cajas metalicas y coloquélas en un
horno a 105°C por 24 horas.

TABLA 4. Factores de correcclon en base de la temperatura
de la suspension.

TEMPERATURA (°C) FACTOR DE.CORRECCION

14 -1.46
16 -0.98
18 -0.44
19.44 (67°F) 0.00
20 +0.18
21 +0.52
22 +0.86
23 +1.23
24 +1.61
25 +2.00
26 +2.41
27 +2.85
28 > +3.28
29 +3.74
30 . +4.20
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Comentarios

1. A veces es necesario eliminar la materia orgdnica usando peroxido de h.rdrogeno
como pretratamiento.

2, A diferencia del método da la pipeta, el médtedo del hidrometro permita un muestrec
indestructible de la suspensicn y también se puede hacer varias medidas.

3. En el campo se puede hacer una estimacion de la textura del suelo sin ningun

equipo: Se denomina textura al tacto.

Célculos
PSS = peso de suelo seco.

PSH = ~ peso de suelo himedo (40g).

MS 40" = materia en suspension a los 40 segundos (100 g suelo seco).
MS2H = materia en suspension a las 2 horas (100 g™ suelo seco).

PSS = ‘ (5g -humedad) X 8.

MS 40" = lectura corregida 40 * /PSS X 100.

MS2H = lectura corregida 2H /PSS X 100 = % Arcilla.

Con base en las anteriores lecturas, se efectan 10s siguientes célculos:

% Arena = 100 - MS 40".

% Arcilla = MS 2H.
% Limo =  MS 40"-MS 2H.

Usando el tridngulo en ia Figura 3 y los datos obtenidos se puede averiguar cual es
la textura del suelo.
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Arcilloso

-'6\0 40 i limoso -
arenoso L ] o
Franco Franco arcillo
. \ arcilloso limoso 70
Franco arcillo
arenoso /
4 Franco _
Franco limoso
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Arenoso arenoso .
Wnec\ b Limoso
0 Arenoso ) . . £ 5 .
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—-<—— % ARENA

Arena 2-0.05 mm; Limo 0.05-0.002 mm; Arcilla <0.002mm.

FIGURA 3. Triangulo para determinar la textura del suelo a partir del anlisis mecanico.
La composicion de las clases de textura son definidos por el USDA.
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Introducclon al Andlisis de Tefido Vegetal,

INTRODUCCION AL ANALISIS DE TEJIDO VEGETAL

Algunos de los objetivos del analisis de plantas son los siguientes:

1. Dlagnosticar o confirmar sintomas de deficlencla o toxicidad de un elemento en la
planta.

2. Indicar la cantidad de nutrientes del suelo que hayan sido aprovechados poria planta.

3 Indicar la Interrelacidon entre los nutrientes.

Existen 15 elementos que son esenciales para e creclmiento de la planta. Los
elementos que se requleren en cantidades mayores son calcio, magnesio, nitrégeno, fosforo,
potasio y azufre. Los elementos menores son boro, cloruro, hierrp, manganeso, motibdeno
y zinc. Hay otros que pueden ser necesarios como silicio y niquel y otros que afectan ef
crecimlento pero que no son esenclales como sodio, cobalto, selenio, aluminio y vanadio.

lqual que el andlisis de suelo, of andlisis de tejido tiene varlas etapas:

1. El muestreo
2, La preparacidn de la muestra
3. £l analisis quimico ’
4, La interpretaclén de los resultados
4
1. El Muestreo

E! musstrec es una parte muy imporiante del analisis. Se debe tener en cuenta la
especle de la planta, su edad, 1a parte de la planta muestreada y el liempo de muestreo porqae
todos pueden afectar Ia Interpretacion de los resultados.

Normalmente no se muestrea toda la planta sino una parte. Diferentes partes de la
planta contlenen diferentes concentraclones de algunos elementos. La hoja es el sitlo de las
transformaciones bioquimicas las cuales son esenclales para la vida de la planta. Cuando no

—

hayan Instrucciones especificas para ef muestreo, se muestrea las hojas maduras evitando fas *

hojas que estén infectadas, muertas etc. El andlisis de la hoja generalmente Incluye el

peclolo. Para Indentificar un sintoma de deficlencia o mxicldad normalments sg mtzeszzearz

unas hojas enfermas y unas sanas.

La precision que se necesita determina el nimero de hojas y el nimero de plantas
para seleccionar. Como en el muestreo de suelo, se toma una muestra compuesta para reflejar

mejor la varlabifidad entre plantas. Cuando las plantas estén bajo estrés hay mas variabilidad,

Cuando las plantas estén viefas la concentracion de algunos elementos en las hojas cambia.

L]
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Introduccidn al Andlisis de Tefido Vegetal.

2. La Preparacion de la Muestra

Se lleva la muestra al laboratorio en el menor tlempo poslble para evitar camblos
quimicos en la muestra. La preparacion incluye la descontaminacion o limpieza de la muestra
para eliminar contaminaciones de suelo, polvo o quimicos. Si es necesario se lavan las
muestras frescas en agua deionizada o en una solucion (0.1%) de detergente con bajo
contenido de fésforo y se enjuaga con agua. Después de la limpieza se seca en un horno
(70°C) normalmente en bolsas de papel. Se muele con un molino de laboratorio tratando de
evitar contaminacion. Si la muestra contiene alto contenido de azucar o almidon es mejor
secarla por congelacion. Después de secar y moler la muestra se pone en un recipiente y se
envia al laboratorio para el analisis.

3. El Andlisis

Para analizar los elementos presente en el tejido hay que destruir la materia organica
por medio de una digestidon acida o una calcinacion. Esto convierte los elementos a una
forma mas facll de analizar.

4. La Interpretacion de los Resultados

La Interpretacion de un analisis de tejido es menos complicada que la de suelo porque
se analiza el contenido total del elemento y no solamente una fraccion. Pero, cada especie
es fisiologicamente diferente y la acumulacion y la distribucion de los elementos dentro de la
planta varfan (Howeler, 1983). La interpretacion debe incluir tanta informacion como sea
posible: sintomas visibles de deficiencia o toxicidad, informacion del analisis de suelo etc.
Los resultados son comparados con tablas de estandares para averiguar el rango critico, el
rango suficiente o con otro Indice. Investigaciones han establecido niveles criticos,
suficientes u Optimos para muchos cultivos y también niveles de toxicidad y deficiencia. Hay
que tener en cuenta que estos niveles o rangos pueden variar entre suelos y climas y son
calculados muchas veces cuando se piensa que hay solamente un elemento que esta limitando
el crecimiento de la planta. La Tabla 56 muestra concentraciones, las cuales han sido

encontradas suficientes para un buen crecimiento de los cultivos que se analizan en el LSA. -

Debido que estos niveles pueden variar con las circunstancias, debe utilizar la tabla solo como
una gula en la interpretacion de los resultados. Reuter y Robinson (1986) y Benton-Jones,
et. al., (1991) tienen varias tablas mas completas que muestran niveles de nutrientes en
muchos cultivos, arboles, frutas y verduras.
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TABLA 5. Las concentraciones de algunos elementos en los cultivos analizados por el LSA
las cuales son necesarias para un buen crecimiento.*

GRAMINEAS | LEGUMINOSAS
ELEMENTO | FORRAJERAS | FORRAJERAS ARROZ FRIJOL MAIZ YUCA
N % 2.5 3.5 3.04.0 3.8-5.5 2.8-3.5 5158 - '
P % 0.15-0.20 0.15-0.20 0.20-0.35 | 0.21-0.30 0.25-0.40 0.36-0.50
oy 1.50 1.86 1.70-2.20 | 1.20-2.50 1.71-2.25 1.3-2.0
Ca % 0.40-0.80 1.07 0.24-0.40 | 2.50-3.50 . | 0.21-0.50 0.75-0.85
Mg % 0.20-0.40 0.38 0.08-0.15 | 0.35-0.55 0.21-0.40 0.29-0.31
S % 0.1 0.15 - 0.35 - 0.26-0.30
B ug/g’ - - - 21-35 6-25 30-60
Mn ug/g"’ - - - 150-400 20-150 6-10
Fe ug/g™ - - - 250-500 21-250 120-140
Cu ug/g™ - - - 6-18 6-20 50-120
Zn ug/g’ 25 25 25-50 46-60 21-70 - 30-60
LA PARTE LA PARTE LAMINA HOJAS HOJA DE LAMJNAS "
PARTE DE AEREA INME- AEREA INME - FOLIAR SUPERIO- MAZORCA FOLIARES
LA PLANTA DIATAMENTE DIATAMENTE AL MA- RES BIEN A INICIA- MAS JOVE-
ANTES DE LA | ANTES DE LA COLLA- DESARRO- | CION DEL NES EXPAN-
FLORACION. - | FLORACION. MIENTO. | LLADAS AL | CABELLO. DIDAS.
INICIO DE
LA FLORA-
CION.

FUENTE: HOWELER (1983); SANZ SCOVINO (PC); THUNG (PC).

*Estas concentraclones solo deben servir como una gufa en la interpretacion de los
resultados de analisis de tejido.

L3
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La concentracion critica es el fndice mas usado en la interpretacion de analisis de
plantas pero existen otro fndices Gtiles, por ejemplo la relacion entre nutrientes. El Indice de
DRIS (Diagnosis and Recommendation Integrated System), introducido por Beaufils (1973), es
para el andlisis de suelos y plantas y se basa en las relaciones entre nutrientes, por ejemplo
nitrogeno:fosforo (N:P). El DRIS se desarrolld para dar un diagndstico valido Indiferente de
la edad de la planta, para clasificar los nutrientes en su orden limitante y para dar énfasis en
la importancia del equilibrio o relacion de los nutrientes. Se encuentra unas resefias del DRIS
en Benton-Jones et. al. (1991) y Jones (1981). '

La Variabilidad en los Resultados

Normalmente hay menor variabilidad en los resultados del analisis de tejido que en los
de suelo debido al tipo de analisis. Igual que el analisis de suelo la variabilidad mas grande
se encuentra en la muestra misma. Los otros errores vienen del muestreo, sub-muestreo, el
analisis y en los instrumentos de analisis (Vea la Introduccién al Analisis de Suelo).

: La variacion encontrada en la muestra depende de la especie de planta, la época de
muestreo, la edad de la planta y la interaccion de nutrientes. El ambiente también puede
causar variabilidad en los resultados. Por ejemplo, el clima, la temperatura y la aereacion del .
suelo, la calidad de agua y enfermedades y plagas pueden cambiar la concentracion de .
elementos en la planta.

Es mas facil tener estandares para el analisis de tejido que para suelos. En el
andlisls de tejldo no hay mucha varlabilidad en la metodologfa y por esta razon es mas facll
comparar los resultados con otros laboratorios. Los programas de Intercamblo ha tenido
mucho éxito en este respecto. '

Resumen
La concentracién de los elementos en el tejido puede identificar problemas de

nutricion pero no puede identificar la causa. Una combinacion del andlisis de suelo y tejido
puede suministrar informacion valiosa para la nutricion de la planta.
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Andlisis de Tejido Vegetal. Descompasicidn de Tefido Vegetal.

METODG 13
RESCOMPQSICION DE TEJIDO VEGETAL :

Principio

$

La destruccién de la materia organica del tejido es necesarla antes de amalizar los
glementos totales. Los varios procednmlenms que se usan destruyen [a ma!erla otganica —
convirtiendo los elementos en unas formas més solubles.

introduccion

Se puede hacer la destruccidn de la materia organica de dos maneras principales :
Digestion con acldos o calcinacion a una temperatura alta. Existen muchas variaciones en
ambos métodos. La duracion y la temperatura de ambos métodos varfan, Se pueds digestar
ia muestra en una mezcla de varios acidos, los mas comunes son &cido sulfrico, acido
percibrico y &cldo clorhidrico. Hay controversia entre las ventajas y desventajas entre los dos
métodos (Benton-Jones, 1989). Algunos elementos, como ¢l borg, sclo pueden ser analizados
después de calcinacidn. Otros, como el azuire, a veces se volatitizan durante el proceso de
calcinacién y deben ser anallzados después de digestion. La automatizacién det proceso de
digestion se puede hacer con mas facilidad pero, el proceso de calcinacidn usa menos
reactivos. E! método que se escoja depende de las facilidades del laboratorio, el material para
analizar, los elementos para medir y la cantidad de muesiras.

A. Digeslidn Acida
Para medir Ca, Mg, K, P, Zn, Cu, Mn, Fe, AL, Nay &:
Reactlivos R

1. Acido nitrice 65 % (HNO,J.
2. Acido perclérico 70 % (HCIO,). - -
3 Acido clorhidricao 6M  (HCI}.
Tome 496.7 m} de HCI concentrado (37%) vy complete con agua a un volumende 1.

4, La mezcia &cida para fa digestion.
Prepare una solucion de los acidos nitrico (65%) y perclGrico (70%) en pmporcion

2:1. Se necesita 5 mi de esta mezela por cada muestra,
Procedimiento

1. Pese 0.25 g de la muestra en tubos de digestion "TAYLOR" de 50 mi.
2. Agregue 5 ml de la mezcla acida (nitrico-percldrico 2:1).
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3. No digeste las muestras inmediatemente después de agregar la mezcla aclda. Es
preferible que la agregue la tarde anterior.

4. Coloque los tubos en un digestor de estilo bloque a una temperatura de 220 °C.

5. Deje la muestra hasta que empiece a soltar humo blanco.  Esto tarda
aproximadamente 2 horas.

6. Baje la muestra y deje enfriar.

7. Complete a un volumen de 25 ml con agua.
Para el analisis de S, ponga 3 ml de HCl 6 M antes de completar a 25 ml.

8. Tape los tubos y agltelos.

9. Tome allcuotas de la solucién y analizela mediante los métodos apropiados.

Comentarios

1.  El dcido percldrico es un oxidante fuerte y es explosivo cuando se calienta. Debe

tenerse cuidado para que la muestra no se seque durante la digestion. Use una
cabina especial cuando trabaja con este &cido.

2. Cuando se digesten muestras que pasen de 0.5 g y que contengan bastante materia

- orgdnica (ej: muestras de higado), agregue 5 ml de dcido nftrico un dfa antes de’

digestar. Al otro dfa digéstela evitando sequedad de la muestra, teniendo en cuenta
iniciar con calentamiento lento. Deje enfriar para agregar los 5 ml de la mezcla dcida
y digestela. Complete a un volumen de 12.5 ml con agua.

3. Otros procedimientos con dcidos usan vasijas de teflon cerrados (Topper y Kotuby-
Amacher, 1990), micro-ondas (White y Douthil, 1985) y radiacion ultravioleta (Ogner,
1983).

B. Calcinacion

Para medir Ca, Mg, K, P, Zn, Cu, Mn, Fe, Al'y Na:
Para medir B vea el método 18.

Reactivos

il Acldo clorhidrico 0.3 M (HCI).
Tome 24.83 ml de HCI concentrado (37%) y complete con agua a un volumen de 1 .
Se necesita 25 ml por cada muestra.

Procedimiento.

1. Pese 0.25 g de la muestra-en un crisol de porcelana.
Coloque en una mufla a una temperatura de 500°C por 2 horas. No ponga los crisoles

muy cerca ce las paredes de la mufla.
3. Saque las muestra de la mufla y deje enfriar.

76



-

Anillisls da Talldo Yogotnl, Doscomposividn do Tofldo Yogatal,

3. Saque las muestra de la mulflz y deje enfriar,

4. Disuelva la ceniza en 25 mi de HCI 0.3 M y transliera a un tubo de ensayo.
5. Tape el tubo v agite la solucion.

6. Tome alicuctas de la solucion y analicela mediante los métodos apropiados.
Comentarios

1. Hay posibilidad de contaminacion de Af cuando se use crisoles de porcelana.

Bibliogratia
Benton-Jones, J. 1989, Plant Analysis Techniques. Benton-Jones Laboratories. Georgla, USA.

Ogner, G. 1983. Digestion of plants and organic soils using nitric acid, hydrogen peroxide and
UV radiation. Comm, in Soil Scl. and Plant Anal, 14 936-943.

~ Topper, K. y Kotuby-Amacher, J. 1880. Evaluation of a closed vassel acid digestion method

for plant analyses using inductively coupled plasma spectrometry. Comm. In Soil Scl.
and Plant Anal. 21 1437-1455.

White, R.T., Jr. y Douthil, G.E. 1985. Use of microwave oven and nitric acid-hydrogen

peroxide digestion to prepare botanic materials for elemental analysis by inductively
coupled argon plasma emission spectroscopy. J. Assoc. Off. Anal. Chem, 68 766-769.
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Andlisls de Tojfido, Dotormirmcion do Cualelo, Magnosio, Polasio y Sodlo on Tojido Yogolal.

METODO 14
INACH E CALGIO, MAGNE TASIQ Y SODIO EN TEJSDO VEGETAL.

Principios

El contenido total de Ca, Mg, K y Na se determina después de la destruccion de la
materia organica en el tejido por medic de una digestidbn acida (Mélodo 13A) o una
calcinaclon (Método 13B). Para medir los niveles de los elementos, se usa ef procedimiento
de absorcion atdmica {(Método 20A}.

#
introduegidn

El calcio es importante en la nutricibn de la planta para combatir toxicidades de
metales pesados. También mantiene la permeabifidad de las membranas de las células y tiena
un papel en la activaclon de unas enzimas. EI contenido de calcio en tejido puede variar de
0.20 a 3.00 % del peso seco. En el caso de una deliciencia de calcle los puntos de
crecimliento de las hojas y las raices mueren. Un exceso de calclo proéuce una deficlencla
de magnesio 0 potasio.

El magnesio es un componente de la clorofila y un cofactor de unas enzimas. Su
contenido en fa planta varla de 0.15 a 1.00 %. Un sintoma de Ia delficiencia de magnesio es
¢l amariflamiento de las hojas mas viejas y una clorosis intervenal, Un exceso del elemento
no induce sintomas pero el desequilibrio de nutrientes puede causar un crecimiento reducido.

El potasio es uno de los elementos mayores en la nutricidn de la planta. Tlena un
papel muy importante en ¢l uso eficiente del agua en la planta y en la sintesis de algunas
protelnas. E! contenido de potasio en la planta puede estar entre 1 y 5 % del peso seco. Un
sintoma de la deficiencia de potasio es la deshidratacién de la planta y baja resistencia a la
sequia. También las hojas viejas parecen quemadas y la planta puede ser mas sensible a
las enfermedades. El exceso del elemento puede causar una deficiencia del magnesio o
posiblemente del calcio. .

El sodio no tlene un papel esanclal en la planta, pero en algunas clrcunstanclas de
deflcencia de potasio, o sodlo puede reemplazario. En los suelos alcalinos, el contenido de
sodio en la planta puede llegar a ser alto y ésto resulta en enfermedades fisioldgicas.

Reactivos

1. Vea los Métodos 13A o 13B y & Método 20A,
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Procedimiento

1.

Para la destrucclon de la materla orgénica, vea el Método 13A o 13B.
2

Para la determinacion del contenido de los elementos, vea el Método 20A 1, 2 y 3,
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Andlisls ds Tefido. Determinacion de los Micronutrientes {Cu,Mn,Fe y Zn} en tejido vegetal.

METODO.1S
ETERMINACION DE LOS MICRONUTRIENTE uw, Mn, Fe¥Y Zn} EN TEJID AL.

Principio

El contenido total de los micronutrientes se determina después de la destrucclon de
la materla organica en el tefido por medio de una digestion acida o una calcinaclén (Méiodos
13A 0 13B). Para medir los elementos, el procedimiento més comiin es el de absorcién
atbomica (Método 20A).

Introduccién

El micronutriente cobre {Cu) es esencial en el metabolismo de ta planta. Tiene un
papel en [a fotosintesis, en la formacidn de clorofila y en la fijacién de nitrdgeno. El contenldo
de Cu en la planta puede variar de 3 a 25 ug g del peso seco. Una deficiencia de Cu causa
un crecimiento reducido y necrosis de tas hojas mas Jovenes debido a la inmovilidad del Cu
en la planta. Un exceso produce los sintomas de una deficiencla de hlerro y una reduccion
en & crecimiento de las raices.

El zinc {Zn) tlene un papel iImportante en algunas funciones enzimaticas. También es
esencial para la produccidn de clorofila.  El contenido de Zn en Ia planta varia entre 15 y 50
ug g del peso seco. Un sintoma de la deficiencia de Zn es la clorosis intervenal en las hojas
mas Jovenes. En plantas sensibles a hierro un exceso de Zn causa clorosis.

El manganeso (Mn) es esencial en el proceso de fotosintesis. El elemento puede
reemplazar al magnesio en algunas reacciones en fa planta. La planta aprovecha e Mn del
suelo en la forma de Mn®*. El contenido en la planta normalmente varia entre 10 y S0 ug g
del peso seco, pero en algunos especies llega hasta 1000 ug g”. Los sintomas de deficiencia
de Mn ocurren en las hojas jovenes como una clorosis intervenal. También puede causar
manchas grises en los cereales o puntos de necrosis en leguminosas. La falta de Mn causa
una reduceion en el crecimiento de la planta y susceptibilidad a enfermedades por hongos.
El exceso del elemento produce manchas oscuras con clorosis en las hojas viejas.

El hierro {(Fe) es Importante en las protelnas y para las reacciones enzimaticas en las
plantas. La planta aprovecha Fe del suelo en la forma del 16n ferroso (Fe''). € contenido en

la planta se encuentra entre 10 y 1000 ug g del peso seco. Una deficencia de Fe causa
clorosis en las hojas jovenes. Un sintoma del exceso es el bronceado de las hojas.

Reactivos -

1. Vea los Métodos 13A o 138 y el Metodo 2CA.
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Procedimiento

1 Para la destruccidn de la materla organica, vea el Método 13A o 13B.
2. Para la determinacion del contenido de los elementos, vea el Método 20A 4.
82




Andlisis da Tejido. Determinacion de Fdslforo en Tejido Vegetal,

METODO 18

A DE FOSFORO EN TEJIDO VEGETAL

Principio

El contenido de fésforo total en tejido se determina después de una digestion con °

acldo o después de la calcinacion de la muestra (Métodos 13A o 13B). El fésforo se
convierte, por medio de oxidacidn, en la forma de fosfato, & cual se puede leer por
colorimetrfa.  Comeo en los suelos, el método mas comiin para determinar el fosforo es el

método de azul de molsbdeno (Murphy y Riley, 1962). El método se basa en la produccion

de un compiejo fosfomolrbdico en una solucidn &cida, el cual es reducido .por acido

ascorblco para formar un color azul. Es muy sensible y la Intensidad del color azul varfa con -

la concentracién del fosforo en la solucion.

Intraduccién

El fosforo es uno de los elementos mayores que es esencial para la planta. Algunas

proteinas y enzimas en la planta necesitan fbsforo y e elemento tlens un papel muy
importante en el metabolismo y la estructura de la planta. La planta aprovecha el fosforo del

- Uelo en la forma de los aniones fosfato dihidrégeno (H,PO,) o fosfato monohidrégeno
{HPQ,%), dependiendo del pH del suelo. El contenido de fdsforo en el tejido normalmente esta
entre 0.1 hasta 0.5 % del peso seco, pero en algunas cultivos llega hasta el 1 %.

i .

Una deficiencia de fosforo causa un crecimiento fento de Ja planta. Las hojas viejas

' muestran un color verde oscuro con una pigmentacion purplrea, Los sintomas de un exceso
'~ def elemento se asemelan a las de algunas deficlenclas de micronutrlentes. El ibro de Mengel
"y Kirkby {1982} tiene una descripcion mas detallada sobre el fosforo en la planta.

Reactivos

1.

Solucion de trabajo para desarollo de color.
La preparacion de las soluciones patrones (A y B) es descrita en la introduccitn de

los métodos para determinar fosforo en el suelo (Método 7). La soluclon de Is'aba[c

tiene que ser preparada diarlamente.
Tome 25 ml de la solucion A y agregue 800 ml de agua. Mezcle bien y alada 19 m

de fa solucién B. Complete ef volumen a 1 | con agua. Se necesita 18 ml de osta

solucién por cada muestra y patron.

Soluciones patrones de trabajo.

La preparacion de fa solucion estandar de {osforo {50 ug mi') es descrita en ia
introduccion de les métodos para determinar fdsforo en el suelo {Método 7). A partir
de esta solucién se prepara los palrones de trabajo.

Tome alfcuotas de 0, 2.5, 5, 10, 20, 20 y 40 mi y diluya a 250 ml con agua. Estos
patrones contienen 0, 0.5, 1,2, 4,6 yB8ug P mi,
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3.

Patrdn de fosfato.

Fosfato dibasico de calcio (CaHPO,).

Digeste 0.1 g de CaHPO, en la misma manera de la muestra y lleve a un volumen de
50 ml. Diluya por 100 (tome 1 ml y complete a volumen de 100 .ml) antes de tomar el -
alfcuota para el desarollo de color.

Procedimiento

15 Agite la muestra digestada por el método 13A o 13B.

2. Deje en reposo hasta que la solucion esté clara.

3. Utilizando el dilutor (2/18), tome 2 ml de muestra, 2 ml de patron de trabajo o 2 ml de
patron de fosfato y agregue 18 mi de la solucion de trabajo para desarolio de color.

4. Deje en reposo por 20 minutos.

5. Calibre el espectrofotometro para leer concentracion o absorbancia con los patrones
de trabajo usando una longitud de onda de 660 nm.

6. Lea la muestra y el patron de fosfato y calcule la concentracion de fosforo en
porcentaje (%).

[
. Comentarios

1. Para analizar el contenido de fosforo en aguas, suero o hueso se usa las mismas
soluciones como para tejido.
Aqua : Tome 2 mi de alicuota y 18 ml de la solucion de trabajo para desarollo de
color. Exprese la concentracion de fésforo en ug P mI'" agua.
Sueros: De una solucion diluido por 10 (1 ml de suero y 9 ml de agua), tome 2 ml
y agregue 18 ml de la solucion de trabajo para desarollo de color. Calcule el
contenido de fésforo en ug P ml”" suero.
Hueso: Digeste el hueso (X g) y lleve a un volumen de 100 ml. Diluye por 50 en agua
y luego tome el alicuota de 2 ml. Calcule la concentracion en el hueso en
porcentaje (%) de fdsforo.

Bibliografia
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" METODO 17

DETERMINACION DE AZUFRE EN TEJIDO

Principio

El contenido de azufre total en tejido se determina después de digestion con acido
{Método 13A). El azufre en el tefido se convierte por medio de oxidacion en una sola forma,
la cual es sulfato (80,%). Para medir el sulfato en el digestado, ¢l método de turbidimetria
es el mas usado. Turbidimelria es la medida de la pérdida de la luz transmitida, debido a las
particulas suspendidas en la solucion. £l método se basa en la baja solubilidad dae sulfato -
de bario. Se agregan cristales de cloruro de bario al digestado para iniciar la formaclon de
cristales de sulfato de bario. Se usa también gelatina para suspender el precipitado lo cual
permite la medida de sulfato por turbidimetria.

Introduccibn

El azufre es un elemento esencial para la planta, La planta aprovecha el azufre del
suelo en ia forma de sulfato ($0,%). Se usa para la sintesls de proterna y en su estructura
y metabolismo. El contenido de azufre en telido puede estar entre ef 0.15% hasta ei 0.50% del -
peso seco, pero los niveles varfan entre especies y la edad de la planta.

El sintoma de deficiencia de azufre mas comin es un amarillamiento de las hojas -
mas Jévenes debido a la inmovilidad del azufre en la planta. Este stntoma es muy parecido
a una deficiencia de nitrdgeno. Un sintoma de exceso de azufre es la senescencia prematura

de las holas.

En el libro de Mengel y Kirkby (1982}, se puede encontrar una descripcion mas -
detallada sobre el azufre en la planta.

Hoaactivos

1. Sdlucion semilla.
Sulfato de potasio, grado reactivo (K,S0,).
Acido clorhtdrico (HCI) 37% (12.08 M).
Pese 01817 gde K.80,, anada 89.4 mide HCI (37%) v cemplete avolumende2ico
agua.

2. Cloruro de bario (BaCl,.H,0).
Vea comentario 1 abajo.
3. Gelatina "Gelatin Difco Certified”.

Caliente 800 ml de agua a una temperatura entre 60-70°C y afhada 0.8 g de geiatina
Deje enfriar con agitacion suave y constante. En dos o tres horas, cuando esté a la
temperatura ambiente, agregue 20 g de BaCl, y agite hasta cuando esté disuelto.

4, Acido clorhrdrico 6 M {(HCI).

A partir de HCI 37 % {12.08 M} tome 248.34 ml y complete a un volumen de 500 ml.
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5.
6.

Acldo perclorico 70 % (HCIO,).
Soluclon patrén,

Prepare una soluclén de 1000 ug S mi' a partir de K,SO,. Pese 5.4354 g de K,;SO,

y desuelva en 1 | de agua.

Tome una alfcuota de 20 ml de esta soluclon patron y complete a 250 ml con agua.

Esta solucldn contlene 80 ug S ml™.

Soluciones patrones de trabajo.

A partir de la solucion patron de 80 ug Sml”, tome alfcuotas de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
16 y 24 ml, ahada 3 ml de HCIO, (70 %) y 6 ml de HCI (6 M). Complete a un volumen
de 100 ml con agua. Estos patrones contienen 0, 1.6, 3.2, 4.8, 6.4, 8.0, 9.6, 12.8 'y 19.2
ug S mi".

Patrones de sulfato.

Sulfato de potasio K,S0, y sulfato de sodio Na,S0,.

Pese 0.1 g del sulfato, digeste en la misma manera como las muestras y complete a

volumen de 50 ml. Tome 4 ml de alfcuota del digestado, anada 12 ml de HCl 6M y

complete a volumen de 100 ml con agua.

"Procedimiento

1. Agite la muestra digestada por el Método 13A.
2 Deje en reposo hasta que la solucion esté clara.
3. Tome un alfcuota de 10 ml de la muestra, de los patrones de trabajo y del patron de
sulfato.
4. Adiclone 10 ml de la soluclén semilla.
5 Agregue 4 ml de gelatina y agite suavemente la solucion.
6. Deje en reposo por 20 minutos.
/e Calibre el espectofotometro con los patrones a una longitud de onda de 420 nm en
\ concentracion o absorbancia y agitandolos nuevamente antes de leer.
8. Lea la turbidimetrfa de las muestras, agitando la solucién nuevamente antes de leer.
9. Calcule la concentracion de azufre en el tejido en porcentaje (%).
Comentarios
1k El cloruro de bario es muy toxico. Debe manejar con guantes. El antidoto es una
solucion de sulfato de magnesio (MgSO,) de 10 %.
2. ' ' Para analizar muestras de agua tome 10 ml/ de alicuota y utilice las mismas
- cantidades de las soluciones de semilla y gelatina como para tejido.
Bibliografia
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Andlisls de Tefido. Determinacion de Boro en Tefido Vegelal.

METODG 18
DETERMINACION DE BORQ EN TEHDO VEGETAL .

Principio : BERNA

oY
A |

Ef contenido de boro total en tefido se determina después de calcinacion y extraccion
con acido sulfirico (Gaines y Mitchell, 1979}, Se lee el horo en el extracto por colorimetria,

i3

usando el método de azometina-H. Es necesarip agregar EDTA para ellminar Interferenclas :.

y usar un buffer de acetato de amonio para llsvar el pH del extracto entre 4.9 y5.1. A este pH
la azometina y el boro en sclucldn forman un complejo estable, el cual tiene un color amarillo.

g . LTI A r

FEE N

Introduccidn ' SRR

El boro (B) es un micronutriente muy importante en las actividades celulares en la

planta. La planta aprovecha et boro en el suelo en la forma de borato (BO,*). El contenido -

de boro en la planta varta mucho entre especies y se pueden encontrar niveles desde 1 hasta
200 ug B g de! peso seco.

Deficlenclas de boro ocurren en mas cultivos y bajo mas condiciones climaticas que
cualquier otro micronutriente. El boro es inmavil en la planta y un sintoma de la deficlencia
es un crecimiento anormal de los puntos de crecimiento de la planta. :

El boro puede ser toxico a niveles un poco mas altos gque lo normal y resulta en el

amarillamiento en las puntas de las hojas, seguida por necrosis.
i

Se puede encontrar una descripcién mas detallada sobre €l boro en el libro de Mengel
y Kirkby (J982).

Se recomienda la calcinacion de la muestra para determinar el boro puesto que of

elemento se puede volatilizar durante fa digestion con acido. El método de azometina-H se -

preflere, debido a su rapidez y confiabilidad.

Reactivos

1. Acido sulflrico 0.18 M (H,S0,)

Ahada 10 mt de H,80, 18 M (37%) a un reciplente de 11 que contlene 500 mide agua *

y évelo a volumen,

Acetato de amonio (CH,COUNH,).

Acldo acético (Ckl,COOH].

Sal disbdica de ethylenediamine tetra acético aczdo (EDTA). -
Acido tloglicdlico 98 % (HSCH,COOH).

o o G B
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6.

10, -

11.

Soluclén Buffer.

Pese 400 g de acetato de amonlo y agregue 260 ml de acido acético. Anada 10.72
g de EDTA y 9.6 ml de &clido tioglicdlico. Posteriormente agregue 640 mi de agua y
agite blen.

Azometina-H.

Acldo ascorblco (CgHaOp).

Reactivo de color.

Pese 0.9 g de azometina y 2 g de acido ascorbico, agregue 100 ml de agua y agite
* bien. Esta solucldn debe prepararse cada que se va a hacer la determinaclon : ;

Solucion patrén.

Prepare una solucion de 100 ug B ml" a partir de H,BO,. Pese 0.5716 g de H B0,y

disuelva en 1 | de agua.

Soluciones patrones de trabajo.

A partir de la solucion patron tome alicuotas de 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, y 5 ml, agregue 50
ml de H,SO, 0.18 M y complete a un volumen de 100 ml con agua. Estos patrones
contienen 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, y 5 ug B ml".

Procedimiento

1.

2. Calcine en una mufla a una temperatura de 550 °C durante 2.5 horas.

3. Saquelos y déjelos enfriar.

4, Agregue 10 ml de H,SO, 0.18 M y agite manualmente, deje en reposo por 1 horay
luego filtre por gravedad

5. Tome 2 ml del extracto o patron de trabajo.

6. Agregue 4 ml de solucion buffer y 2 ml del reactivo de color y agite.

e Deje en reposo por 45 minutos.

8. Calibre el espectrofotometro con los patrones de trabajo a una longitud de onda de
430 nm usando concentracion o absorbancia.

9. Lea la muestra y calcule la concentracion de boro en ug B g’ tejido.

Comentarios

1 Se usa el EDTA para evitar las interferencias de cobre, hierro y aluminio.

2 El color del complejo de azometina y el boro es mds estable cuando se usa dcido
ascorbico.

3. Se debe usar vidrio que no contenga boro.

Bibliograffa

- En crisoles de porcelana pese 0.5-g de muestra.
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Anitlisis do Tejido. Dotorminacidn do Aluminio en Tejido Vogotal.

METODO 19
DETERMINACION DE ALUM TEJNDO VEGETAL

Principio

El contenido de aluminio total en tejido se determina después de una digestién con
acido o después de la calcinacion de la muestra (Métodos 138 o 13B). En este método
{Sandell, 1950}, o alumindn {sal ambnica.del Acldo aurin tricarboxliico) reacclona con 6l
aluminio en la muestra para dar un complejo coloreado que se utiilza para determinar ¢
aluminlo por colorimetrla,

Infroduccidn

El contenida de aluminio (Al) en el tejldo puede variar mucho dependiendo dal suelo
y el cultivo. En suelos acidos la toxicidad debido a Al es comin. Muchas veces of Al sa

concentra en las ralces de la planta y es aqul donde aparecen los primeros sintomas de <

toxicidad. El Al puede alectar el aprovechamiento de nutrientes por la planta y causar
desequilibrios nutricionales. La toxicidad da Al pueds tener la aparlencia de una deficlencia de
tosforo. ’

Este método es muy sensible y se pueden determinar cantidades tan pequefias como
5 ug Al g en extractos de tejido. La interpretacion de los resultados en tejido es dificit con
respecto a la toxicidad debido a que mucho del aluminio se concentra en las ralces de la

planta.

Heactivos

Aurin tricarboxitato de amonio {C,,H,,N,0,).
Goma de acacia o arabiga.
Acetato de amonio (CH,COOHNH,}.
Acldo dlorhidrica (HCI) 12M (36%).
Alumindn,
En recipientss separados, disuelva 1 g de Aurin tricarboxilato de amonlo, 20 g ds
goma acacla, y 266.67 g de acetato de amonio en agua. Cuando cada uno de ellos
esté disuelto, mezcle y afiada 253.33 ml de HC! 12N (36%), agite, filtre y diluyaa 21
con agua.
8. Acido tioglicélico (HSCH,COOH) 1%.
Afada 1 mi de &cido tioglicolico (98%) a un recipiente de 100 ml y Bévelo a volumen
con agua.
7. Etanol absoluto. .
8. Fenoiftaleina 1%.
Disuelva 1 g de fenolftaleina en 60 ml de etanol absoluto y iévelo & volumen de 100

ml con agua.

S
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9,

10.
11.

12.

Hidroxido de amonio (NH,OH) 1%.

Disuelva 10 ml de NH,OH concentrado en 1 | de agua.

Acido perclérico (HCIO,).

Soluciones patrones de aluminio.

A partir de una solucion stock de 1000 ug mi”' de Al, prepare una de 100 ug ml"' y otra
de 10 ug ml.

Tome 10 ml de la solucion stock y lleve a un volumen de 100 ml con agua. Esta
solucion contiene 100 ug ml™.

Tome 1 ml de la solucién stock y lleve a un volumen de 100 ml con agua. Esta
solucion contiene 10 ug ml”.

Soluciones patrones de trabajo.

A partir de la solucion patron de 10 ug ml”, tome 0, 2.5 y 5 ml, agregue 1 ml de acido
perclorico y complete a un volumen de 50 ml con agua.

A partir de la solucion patréon de 100 ug ml”, tome 1, 2, 3, 4 y 5 ml, agregue 1 ml de
acido perclorico y complete a un volumen de 50 ml con agua.

Estas soluciones patrones de trabajo contiene 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 ug Al ml"'.

Procedimiento

Transfiera 2 ml del extracto de tejido (Método 13A o 13B) a tubos graduados de 25
ml que contienen 2 o 3 gotas de fenolftaleina. '

2. Agregue 8 ml del NH,OH y 1 ml de acido tioglicolico 1%.
Si al agregar los 8 ml de NH,OH no se torna rosado, adicione amonlaco gota a gota
hasta coloracion.

3. Mezcle y adicione 5 ml de aluminon.

4 Caliente en un bano maria con el agua hirviendo durante 16 minutos.

5. Enfrfe por un tiempo minimo de una hora y media.

6. Lleve a un volumen de 25 ml con agua y agite bien.

il Calibre el espectofotometro para leer absorbancia con los patrones de trabajo usando
una longjtud de onda de 465 o 537 nm (vea los comentanos)

8. Lea las muestras y calcule la concentracion de Al en ug g de tejido.

Comentarios

1. La longitud de onda de 537 nm es méds sensible para muestras de ba/o conten/do de
aluminio.

2. El dcido tioglicdlico reacciona con el hierro y forma un complejo incoloro, ésto
previene Interferencias de este elemento sl la razon Fe:Al <= 20:1 .

3. El color del complejo de aluminio solo es estable por 24 horas.

4. Siempre hay un poco de color en el blanco.

5. Otro método colorimétrico es el que usa Eriocromocianina R en presencia de una

cetoamina policiclica para formar un color rojo (Walinga et. al., 1989).
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Aniilisis do Suolo y Tajido. Dotaorminacicn por Absorcién Aidmica y Emisidn.

METODO 20
DETERMINACION DE CALCIO, MAGNESIO ¥ LOS MICRONUTRIENTES {Cu, Mn, Fe y Zn)

POR ABSORCION ATOMICA Y DE POTASIO Y SODIO POR EMISION EN LOS EXTRACTOS
DE SUELQO Y EN DIGESTADOS DE TEJIDO. :

Principios

Para determinar los elementos Ca, Mg, Cu, Mn, Fe y Zn, e! procedimlento mas usado
es el de absorcion atdmica. La técnica de espectrofotometria de absorcion atdmica se basa
en el principlo de que los atomos absorben luz a longitudes de onda caracteristicas. Una
lampara de catodo hueco {que tiene, como catodo, el elemento para determinar) emite una
linea de espectro que es caracteristica del elemento. La muestra se alomiza en una llama y
los atomos absorben energia a la linea resonante. Un monocromador alsla la onda
resonante y descarta las otras radiaciones emitidas por la lampara. La intensidad de absorcion
es medida con y sin la muestra y la concentracion se calcula por medio de patrones.

Para determinar K y Na se usa el procedimiento de emision. La emisién es el opuesto
de absorcion. La muestra es atomizada en una llama de alta temperatura para excitar los
atomos. Los atomos excitados emiten radiacion a longitudes de ondas caracteristicas. Esta
radlacién es aislada de la otra radiacion emitida por los 4tomos y se mide la intensldad.

introduccién

Se leen los contenidos totales de Ca, Mg, K y de los micronutrientes después de la
descomposicion del tejido por digestion acida o por calcinacion (Métodos 13A y 13B).

En suelos con un pH menor de 5.5, se lee Ca y Mg intercambiables después de
extraccion con una sclucion de KCl y K intercamblable después de extraccion con una
solucion de Bray Il (Métodos 6A1 y 6A2). Si el pH es mayor de 5.5 se lee Ca, Mg y K en el
extracto de acetato de amonio (Método 6B1). Los micronutrientes disponibles en el suelo se
determinan después de extraccion con la solucion de Mehlich (Método 8).

Reaclivos
1. Patrones de 1000 ug mI" de los elementos para determinar .
2, Oxido de lantano {La,0,) 5 %.

Pese 117.30 g de Oxido de lantano, humedezca con en 200 ml de agua, agregue —

lentamente y con agitacion 500 ml de HCI 50 % (250 mi de agua mas 250 ml de HCl :
concentrado); cuando esté frio complete a un volumen de 2 | con agua.

3. Solucion de trahajo de dxido de lantano.
Tome 25 mi de la solucion de Oxido de lantano (5%) y complete a un volumen de 1
I. Se necesita 18 ml por cada muestra o patron para los analisis de Ca y Mg.
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TABLA 6. Parametros para el equipo de absorcion atoémica.

Elemento Corriente de lampara Longitud de onda slit
ma nm
Ca 10-25 422.7 0.7
Mg 6-15 285.2 0.7
Cu 15-25 324.8 0.7
Zn 15-20 213.9 0.7
Mn 20-30 : 279.5 0.2
Fe 30 248.3 0.2
K - 766.5 2.0
Na - 589.0 0.7

Llama: aire acetileno. Tiempo de lectura: 1 segundo.

A. TEJID

1. Calcio y magnesio

Procedimiento

1.

Los patrones de trabajo: Las allcuotas de las soluciones de calcio y magnesio pueden
ir en el mismo recipiente.

A partir de la solucién patron de 1000 ug mI”' de Ca tome alicuotas de 0, 1, 2.5, 5, 10,
15 y 30 ml. Diluya a 250 ml con agua. Estos estandares contienen 0, 4, 10, 20, 40,
60 y 120 ug Ca mi"' de solucion.

A partir de la solucion patron de 1000 ug ml" de Mg prepare una de 500 ug ml* :
Tome 50 ml y lieve a 100 ml con agua.

A partir de esta solucion tome allcuotas de 0, 1, 2.5, 5, 10, 15 y 30 ml. Diluya a 250
ml con agua. Estos estandares contienen 0, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 ug Mg mi"' de
soluclon.

Utilizando el dilutor (2/18), tome 2 ml de la muestra (Método 13A o 13B) y agregue
18 ml de la solucion de trabajo de oxido de lantano. Esta dilucion se hace también
a los estandares.

Agite las muestras y lea el porcentaje de los elementos cuadrando el espectofotometro
segun los parametros en la tabla 6.
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i

Pracedimiento

1.

l.os patrones de trabajo.

A partir de la solucidn patron de 1000 ug ml' de K, tome alicuotas de 0, 2.5, 5, 10
15, 20 y 30 ml. Agregue 5 ml de Acido percidrico (HCIO,) y diluya a 250ml con agua.’
Estos estindares contlenen 0, 10, 26, 40, 60, 80 y 120 ug K mi” de solucion.

Se hace la determinacion de los porcentajes de K y Na en el tejido por emision
directazmente en el digestado (Método 13A o 138) e inmediatamente después de
agitarlo. Segin los parametros de la tabla 6, se cuadra sl espectrofotdmatro para leer
por emision.

Procedimiento

1.

Los patrones de trabajo.

A partir de la solucion patrn de 1000 ug mt' de Na, prepare una de 250 ug mi’; tome
25 mi y lleve a 100 ml con agua.

A partir de esta solucion tome allcuotas de 0, 1, 2, 5, 10 ¥ 20 ml y diluya a 259 ml con
agua.

Se hace Iz determinacidn de los porcentajes de K y Na en el tejido por emision
directamente en el digestado (Método 13A o 13B) e inmediatamente después de
agilarlo. Segun ios parametros de la tabla 6, se cuadra el espectrofotbmelro para leer
por emision. .

4. Cobre, manganeso, hierro y zine

Procedimiento

1.

Los patrones de trabajo: Las allcuotas de las soluclones de los cuatro slementos
pueden ir en un mismo racipiente.

Cuy Zn: A partir de las soluclones patrones de 1000 ug mi" prepare soluciones de
50 ug ml": Tome 5 ml y fleve a 100 ml con agua.

A pantlr de estas soluclones tome allcuotas de 0, 25,5, 10y 20 mi. Agregue 5 mi de
HCIO, y diluya a 250 con agua. Estas estandares contienen 0, 0.5, 2, y 4 ug mi™.

Mn y Fe: A partir de las soluciones patrones de 1000 ug mi”* prepare soluciones de
100 ug mt™: Tome 50 mi y lleve a S00 ml con agua.

A partir de estas soluciones tome alicuotas de 0, 2.5, 5, 10, 15, 25, 50 .y 100 ml.
Agregue 5 mi de HCIO, y diluya a 250 con agua. Estas estandares contienen 0, 1, 2,
4, 6,10, 20 y 40 ug mi”.

Lea Ia concentracidon, en ug g, directamente en la muestra {Método 13A 0 13B),
cuadrando el espectrofotémetro para cada elemento segln los parametros en la tabla

6.
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B. SUELOS

1. Calcio y magnesio

Procedimiento

i Los patrones de trabajo: Estos son los mismos que se utiliza en tejido.

2. Si el pH es igual o menor de 5.5, el Ca y el Mg se determina en el extracto de KCI
(Método 6A1). Si el pH es mayor de 5.5, se los determina en el extracto de acetato
de amonio (Método 6B1).

3. Utilizando el dilutor (2/18), tome 2 ml del extracto de suelo y agregue 18 ml de la
solucion trabajo de oxido de lantano. Esta dilucion se hace también a los patrones
de trabajo.

4, Agite y lea Ca y Mg, en meq 100 g’, cuadrando el expectrofotometro segln los
parametros en la tabla 6.

2. Potasio =

Procedimiento

1.

Los patrones de trabajo.

A partir de la solucion patron de K de 1000 ug mil" prepare una de 500 ug mi': tome
50 ml y lleve a 100 con agua.

A partir de esta solucion tome alicuotas de 0, 1, 2, 5, 10 y 20 ml. Diluya a 250 con
agua. Estos estandares contienen 0, 2, 4, 10, 20 y 40 ug mi™.

2. Sl el pH del suelo es igual o menor de 5.5, el K se lee en el extracto de Bray |l
(Método 6A2). Si el pH es mayor de 5.5, se lee en el extracto de acetato de amonio
(Método 6B1).

3. El K, tanto en acetato de amonio como en Bray I, se lee en meq 100 g, directamente
por emision en el extracto, cuadrando el espectrofotometro segun la tabla 6.

3. Sodio

Procedimiento

1.

2.

Los patrones de trabajo: Estos son los mismos que se utiliza en tejido y pueden ir
juntos con los de K.

Se determina el Na directamente, en meq 100 g*', por emision en el extracto de acetato
de amonio (Método 6B1), segiin los parametros en la tabla 6.
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4. Cobre, mangeneso, hierro ¥ zinc

Procedimiento
1. Los patrones de trabajor Estos son los mismos que se utizan en tejido.
2. Lea los elementos, en ug g, directamente por absorcion en el extracto de Mehlich |

{Método 8) segln los parametros en la tabla 6.

Comeniarios

1. Existen algunas interferencias en absorcidn atdmica que pueden influir en los
resullados. Estas interferencias pueden ser quimicas, interferencias de ionizacion
v de la matriz. Se puede encontrar una descripcion de cada interferencia en isaac
y Kerber (1971). Ademas, Ia emision tiene interferencias espectralas.

2. El uso de procadimientos de arndlislis muftielemental como of de ICP, ha llegado a ser
mds y mds popular recientemenie debido al mejoramiento de los especirofotémetros.
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METODO 21
DETERMINACION DE NITROGENO POR EL METODO DE KJELDAHL
Principio

El método de Kjeldahl, aunque haya sido modificado bastante a través de los afos,
basicamente tiene dos pasos. El primer paso es una digestion a una temperatura alta con
acido sulfurico en la presencia de unos reactivos que promueven la conversion del nitrogeno
organico, en la muestra, a amonio (NH,*) Inorganico, formando sulfato de amonlo. El
segundo paso es la determinacion del NH,* después de la digestion. Tradicionalmente ésto
se hace midiendo la cantidad de amonlaco (NH,) liberado de la solucion digestada por
destilacion con alcali. El NH, liberado es retenido en una solucion de acido boérico (H,BO,)
que contiene un Indicador universal:

NH, + H,BO, --> NH,' + H,BO,
La soluclén se titula después con acldo (HCI):
H* + H,BO,; ---> H,BO,

Se puede determinar nitrégeno en la muestra por medio de la cantidad de acido usado en la
titulacion.

Introduccion

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para el crecimiento de la planta. Su
deficiencia es muy frecuente en varios cultivos. En la planta existe en la forma organica e
inorganica, en aminoacidos, protelnas, enzimas y la clorofila. El contenido de N en la planta
varla entre 1.5 hasta 6% del peso seco con rangos de suficlencla dependiendo del cultivo.
En las hojas nuevas hay una concentracion mas alta de N; la concentracion disminuye con
la edad de la planta.

Unbs sintomas de la deficlencla de N son el creclmlento lento y un color verde claro.
El N es movil en la planta; los sintomas de deficiencia se notan primero en las hojas viejas.
Unos sintomas del exceso de N son un color verde oscuro con hojas suculentas. La planta
se vuelve mas susceptible a enfermedades y volcamiento.

El nitrégeno inorganico que se encuentra en el suelo esta en forma de iones nitrato
(NOy) y amonio (NH,*). Normalmente el nitrato es la forma aprovechada por la planta y es
reducido a amonio en la planta. Su disponibilidad para la planta depende del pH del suelo, la
temperatura, los otros iones presentes y la actividad microbiana. El nitrogeno pasa por
muchas transformaciones en el suelo, por ejemplo la mineralizacion, la inmovilizacion, la
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nitrificacion y la desnitrificacion. En las plantas leguminosas, la bacteria rizobio, la cual se
encuentra en las ralces, forma nédulos que pueden aprovechar el nitrbgeno en la atmosfera
y lo transforma a NH,* para el uso de la planta. El suelo puede perder el nitrbgeno por
lixiviacion. El ion NH," participa en las reacciones con los cationes intercambiables. Bajo
condiciones anaerobicas el ion nitrito (NO,) puede estar en la solucion del suelo y es toxico
aln en niveles bajos.

El anlisis total de N en suelos es dificil debido a las diferentes formas presentes y
la baja concentracion en el suelo. La concentracion varfa entre 0.02 y 2.5 % en suelos
organicos. Mas de 90 % del N en el suelo esta en forma organica y el resto es en forma
Inorganica.

Se puede medir N total o una aproximacion de N total en las muestras de suelo o
tejido, esenclalmente por dos procedimientos: Uno se llama Dumas (1831) el cual es un
procedimiento de combustion seca y que ha sido automatizado en equipos como el de 'LECO".
El otro es el método de Kjeldahl que fue desarollado por Johan Kjeldahl en Dinamarca en
1883. Es el procedimiento mas antiguo que ain se usa en analisls y el mas conocldo y mas
utilizado universalmente.

- Existen diversos sistemas de Kjeldahl entre ellos el macro, micro y semimicro, pero
siempre basandose en el mismo principio. Con el empleo de los sistemas micro y semimicro
se usa menos peso de la muestra y se reduce la cantidad de reactivos requeridos y el espacio
necesario para el procedimiento.

Se encontrd que la rapidez de la reaccion y la conversion del N a NH,* se aumenta
con la adicion de sales para Incrementar la temperatura y con un catalizador para promover
la oxidacion. Las sales mas comunes son sulfato de potasio o de sodio. En el pasado los
catalizadores mas comunes eran mercurio y selenio, pero debido a la toxicidad de mercurio
y el costo del selenio se usa mas el cobre.

Con el uso de un digestor tipo bloque con espacio para 20 tubos y un destilador semi-
automatico se puede procesar una buena cantidad de muestras diariamente,

Reactivos

1A. Tejldo, aguas y leche.
Acido sulftrico (H,SO,) concentrado.
Se necesita 3.5 ml por cada muestra.

1B. Suelo.

Una mezcla de 100 ml de acido sulfurico (H,SO,) y 3.4 g de acido salicllico.
Se necesita 4 ml por cada muestra.

2. La mezcla catalizadora de sulfato de sodio (Na,SO,) y sulfato de cobre (CuSO,).
Pese 1 kg de Na,SO, anhidro y agregue 12.5 g de CuSO, seco y pulverizado y
meézclelos. Se necesita aproximadamente 1.5 g de esta mezcla por cada muestra.

3. Alcohol etllico 96 %. :

100



Andlisis da Suelo y Tofido. Determinacidn da Nitrdgeno por el Método Kjoidal.

4, Fenolftafeing 1 %,
Pese 10 g de fenolftaleina y complele a un volumen de 11 con aicohol etliico {96 %).
Se necesita 5 gotas por cada muestra.

5. Indicador universal.
Pese 0.5 g de verde de bromocresel y 0.1 g de r0]o de metilo. Mezcle y desuelve en
alcbhot etilico {96 %) a un volumen de 100 mi.

8. Acido borico (H,BO,) 4 %.
Pese 800 g de H,BO, y agregue 100 ml de indicador universal. Complete a un volumen -
de 20 | con agua. Se necesita 10 mi de esta solucidn por cada muestra.

7. Acido clorhidrico (HCI) 0.62 M.
Mida 32.7 mt de HC! (37%) y completa a un volumen de 23 | con agua.

8. Hidrbxido de sodio (NaDH) 33 %.
Pese 1 Kg de NaOH y disuelve en 3 | de agua. -

Procedimiento

1.A. Tejido. Pese 0.1000 g do muestra.
B, Syslo. Pese Q.25 g de muestra.
C.  Aguas. Mida 10 ml de muestra,
D. lLeches. Mida 2 ml de muestra.
Ponga la muestra en un tubo de digestion de 200 ml.

2. Agregue mas 0 menos 1-1.5 g ds la mezcla catalizador mas 3.5 mi de H,80,. Para
suelos use 4 ml de la mezcla de 4cido sulfirico y 4cido salicllico {vea ics
comentarios).

3 Digeste a ung temperatura de 400°C por 45 minutos.
4, Deje enfriar y agregue 5 gotas de fenclitaleina 1% y 40 ml de agua, con el fin de
disolver los cristales que se forman en la muestra.

5. Prepare el destilador. La duracién Optima de la destilacion se establece para cada
aparato.
6. Destile la muestra recogiendo el volumen obtenido en un erdenmeyer que contieng 10

mi de fa sclucidn de H,BO, 4 %.
Esta solucién debe tener un pH entre 4 y 4.5

',5

7. Titule e volumen obtenido de 1a destilacidn con una solucion de HCE 0.02 M hasta
iogfar un camblo de color apreciable entre ef azul y of rojizo mate de la soluclon ds .
H,BO :
2 3
8. Prepare un blanco con todos los reactivos necesarios menos la muestra, esle se titula

y su volumen se resta a las demas muestras en la titulacion. De lo cual resuila fa
sigutente tormula para calcular la cantidad de N en Ja muestra: =

=%

N% = {(V-B)*002*0014* 100

g muestra
v = volumen de HC! gastado en ia titdacion de la muestra.
B = volumen de HCI gastado en la titulacion del blanco.
002 = normalidad del HCIL
0014 = peso miliequivalente de nitrogeno.
100 = unidades en porcentaje
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Para determinar protelna se usa una de los siguientes ecuaciones:

(V-B) *1.75
% N * 6.25

% protelna
% protelna

Comentarios

Nitratos y nitritos no son recuperados completamente en este procedimiento a menos :

que se trate la muestra previamente. En muestras con alto contenido de nitratos,
como los suelos, se puede usar una mezcla de dcido sulfurico y dcido salicllico
para promover la reduccidn de nitratos durante la digestion (Dalal et al., 1984; Goyal
y Hafez, 1990).

Para evitar la necesidad de destilar la muestra después de digestion, el amonio
puede ser medido por un electrodo sensible a amoniaco (Bremner y Tabatabai, 1972)
o se puede medir por colorimetrfa usando el método de azul de indofenol (Crooke
y Simpson, 1971, Novozamsky et al., 1974).

Otro procedimiento para medir N o proteina en tejido o granos ademds de
combustion seca (LECO) y de Kjeldahl es el que usa ondas infrarojas. El
espectrofotdmetro (NIRS) mide la radiacion que refleja la muestra. El procedimiento
es rdpido y no es destructivo, pero la calibracion del equipo requiere, como
estdndares, una gran cantidad de muestras de la misma especie de la que se van a
analizar. Esto es un obstdculo para su aceptacion.

Se puede leer fdsforo total en tejido en la misma muestra por colorimetrfa después
de la digestion.
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