Raul Lop@z ﬂ@ular Bt %
B@mQrdo /\/\Uﬂllo ﬂmo@@rx

i

Maorie £ GASON, Rosos-w**'g g
cduorgo Rtagens s "
Y e



~ Impreso en México

VOSTAL ;’\«3‘5‘,

Printed in México
ISBN: 970-18-8541-4

Derechos Reservados de la
Primera Edicién en Espafiol
2002:

*Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, S.C.,
Mar Bermejo No. 195 Col.
Playa Palo de Santa Rita. LA
PAZ, BAJA CALIFORNIA SUR,
MEXICO, 23090.

Prohibida la reproduccién total
o parcial sin permiso por escrito
de los editores y/o autores.

Responsable de edicion:
Raul L.6pez Aguilar
Unidad Guerrero Negro
Encargado de impresion y
acabados:

Santiago Rodriguez Alvarez
Rubén Andrade Velazquez
Joaquin Hernandez Saavedra

Edicion con fines técnico
académico y de divulgacion.

Cita Correcta: Lopez-Aguilar
R., Murillo-Amador B., Benson-
Rosas M., Loépez-Arce E.,
Valle-Meza G. 2002. Manual de
Analisis Quimicos de Suelos.

Editorial. Centro de Investiga-
ciones Biologicas del Noroeste,
S.C. LaPaz, B.C.S. México.

" Bgp CALED

LN

DIRECTORIO

Dr. Mario Martinez Garcia
Director General del CIBNOR
mmartine@cibnor.mx

C. Elena Enriquez Silva
Directora de Gestion, institucional.
eenrique@cibnor.mx

Dr. Aradit Castellanos Vera
Director de Apoyo Técnico.
arcas@cibnor.mx

M.C. Maria Elena Castro Nuhez
Directora Administrativa
mcastro@cibnor.mx

Dr. Alfredo Gonzalez Becerril
Director de Transferencia
Tecnolégica.
Alfredog@cibnor.mx

Dr. Enrique Troyo Diéguez
Director del Programa de
Agricultura en Zonas Aridas.
etroyo@cibnor.mx

Dr. David Raul Lépez Aguilar
Coordinador del CIBNOR
Unidad Guerrero Negro
daguilar@cibnor.mx

Dr. David Raul L.épez Aguilar
Responsable de publicacion
daguilar@cibnor.mx

Informacion relacionada en la
pagina electrénica.
http://iwww.cibnor.mx/







® N v R W

10.
11.
12.
13.

14.

Indice de Contenido

Agradecimientos

INPOAUCCION et tesstec e et s e e rae s e s mn e b eraassanasaraeansns
MUEBSEIEO  eeeeerecreeesesreteeeeerre et e s s an st s sttt ere e b et ess s b ae s
PH e s sssns e st sh s are shas s
Medicién de la Salinidad ~ ..oooeieee e
Carbonatos et et e e b e e e s nes
Materia OIZANCA  .ooeeceeereenireenrieririr et as b s s sr v e snss s s sanesenes
Capacidad de Intercambio CatiOniCo  ......cceevierevriveieiinirree e
NILFOZENO oottt st sae st bs e aas bbb sasas s aaes

8.1 Nitrogeno Total = oo

8.2 Nitrogeno INOTZANICO  c.oovvrerieeiiieiiiieciirrce ettt sreaeaes
FOSTOTO oottt srae s tr e eare e e e e s sttt sresassas s sasssarsrs s esaebass s bssaens
Aniones solubles €N agua  ...coooeciiieiiiici s
Cationes SOIUDIES €N AZUA  ..oeveveeeeiiecieiiiiien it
Cationes intercambiables ....ccovieiiieecieeerceeeree ettt r e
MICTONULIENIES  eevreerreeeeesrereceersereemeeeeeeeraveneesnrresssnssasassassaesassnssesssensons

13 .1 FIEITO ZIIC  eeeeeeveererecreererreereeeeeeecnreessnnmnesessstsasnsressssasssssassasssssussnan

I3.2BOM0 e eerere e e st e e st e et et ber e snen

|70 5 I o O OO

REFEIEIICIAS oveveevvvvereeeerivrareseeunreseruneeesisssersnssssssermsssrsesesrssrerssssesssoosssesossssssessasssesases






APENDICE DE DIAGRAMAS DE FLUJO

DETERMINACIONES

Operaciones generales en la coleccion de muestras de suelo oo, 73
Determinacion del pH del SUelo  ..ovivreiiiiieeeecccen e 75
Determinacion de la Conductividad EIEctrica ......cccoovvivviemiiiiinieiiieiceneieeencene 77
Determinacion de Carbonatos e 79
Materia Organica por el Método de Walkley y Black  ...cooovrivienininniiiiiininees 81
Capacidad de Intercambio Cati6nico por el
Método del Acetato de AMONI0 it 83
Capacidad de Intercambio Cationico por el
Método del Acetato de Sodio e 85
NIrOZeNo TOAl vttt 87

Determinacion de Amonio por

Método de DestilaciOn e 88

Determinacion de Amonio por Método Nessler — ..ooooveeiiieiniiniiiiinee 89
Determinacion de Nitratos Método de Cataldo oo 91
Determinacion de Nitrégeno-NH, por el
Método Azul de Indofenol (A) e 93
Determinacion de Nitrogeno-NHy por el
Método Azul de Indofenol (B) e 95
Determinacion de Fosforo Método Olsen  .....ccoooviiiiiioiiie 97
Determinacion de Fosforo Método Bray-1  .o.ocooiiiiiiiiiiiiierveecreecc e 99
Aniones Solubles en Agua por
Cromatografia de Iones .o e 101
Cationes Solubles en Agua por
Espectroscopia de Absorcion AtOMICA.  .....ccevieeeierieniiniineeienceniccsciiacnenis 103

Determinacion de Fierro y Zinc por Extraccion
con DTPA-Bicarbonato de AmMONio  .oeiiiiiiiere s 105

Determinacion de Boro por
Extraccion en Agua Caliente a 105°C ..o 107






AGRADECIMIENTOS

Los autores dirigen su profundo agradecimiento:

A la Agencia de Cooperacién Internacional del Japén (JICA) y
Universidad de Tottori, Japdn, por el financiamiento de diversos cursos
de entrenamiento sobre andlisis de agua, suelo y vegetales, sin los cuales
no hubiera sido posible la realizacién de este manual.

A la Agencia de Cooperacion Internacional de Espafia-Comunidad
Auténoma de Murcia, quienes a través de su proyecto ARAUCARIA nos
alentaron y apoyaron econdmicamente para la culminacién del presente
manual.

A la Fundacién PRODUCE, B.C.S., por su continuo apoyo econdmico para
la realizacién de proyectos de investigacién en el Municipio de Mulegé
estrechamente relacionados con el monitoreo constante de la calidad del
agua y suelo para prevenir su prematura contaminacién. En este sentido,
la ensefanza a las nuevas generaciones de la prevencién de la
contaminacién de estos recursos naturales, el presente manual adquiere
fundamental importancia.






1. Introduccion

Actualmente, existe un interés creciente en el uso racional de los fertilizantes con el
propésito de limitar los compuestos que puedan causar la contaminacion y degradacion
del medio ambiente. Es de acuerdo general de que el mantenimiento y mejoramiento de
la fertilidad del suelo a través de un buen manejo del suelo, el uso de desechos organicos
y fertilizantes minerales es esencial para incrementar la produccion de alimentos (Viets
Jr, 1988). El conocimiento de los niveles de los elementos que las plantas requieren para
su crecimiento y desarrollo en el suelo es un factor indispensable para usar de manera
equilibrada y racional los fertilizantes. Ademas, la expansion de la agricultura a terrenos
anteriormente considerados como no adecuados para los cultivos tradicionales
condicionard ain mas el uso de fertilizantes en estas regiones. Sin embargo, los
problemas de salinidad natural y la salinizacion de los suelos por un inadecuado manejo
del riego y fertilizantes que se estan presentando en los nuevos terrenos que han sido
incorporados a las actividades agricolas, requiere necesariamente la estimacion de los
niveles de extraccion de nutrientes por parte de los cultivos, la cantidad que permanece
en el interior del suelo y la posible pérdida por lavado de estos a capas inferiores
ocasionando serios problemas ecolégicos. El andlisis de suelo, sin ser la solucion total a
estos problemas, es sin embargo, una herramienta util para las recomendaciones de
fertilizantes, condiciones de salinidad y nivel de degradacion quimica de los suelos. No
obstante, uno de los problemas en los analisis de suelo ha sido la dificultad de reproducir
los resultados obtenidos en distintos laboratorios. Se ha encontrado que alin usando las
mismas muestras y aplicando los mismos procedimientos de andlisis, los resultados
difieren. Por consiguiente, la estandarizacion de métodos y técnicas de analisis es
indispensable para la obtencién de resultados que puedan ser comparados entre si dentro
de distintos laboratorios y analistas.

El laboratorio del CIBNOR-Guerrero Negro esta equipado para una gran diversidad
de analisis de suelo, planta, agua y fertilizantes de muestras que agricultores, técnicos e
investigadores envian para su estudio. Para los agricultores que comprenden el valor de
los anélisis quimicos les permite conocer la fertilidad de sus terrenos o sus limitantes para
otorgar al suelo los manejos adecuados que redunden en mejores cosechas. Para los
técnicos, el analisis de muestras es una herramienta indispensable para asesorar que se
ejecuten las practicas agricolas. Para los investigadores, es un factor esencial para poder
interpretar, comparar y concluir sobre las hipotesis planteadas en sus experimentos.






2. Muestreo

Atin en suelos muy arenosos, como los encontrados en las regiones aridas y
semigridas, los cuales son considerados bastante homogéneos, un muestreo representativo
es un factor fundamental para la interpretacion quimica correcta de los suelos. Un
problema en la caracterizacion quimica de suelos mediante analisis de laboratorio, es la
obtencion de muestras representativas del terreno. Las muestras colectadas deben
representar lo més uniformemente posible al area en estudio. El muestreo de los suelos se
realiza con diversos propositos, pero en esta seccion Unicamente se enfocard a los
procedimientos utilizados para estimar la fertilidad de un suelo y en la evaluacion de la
salinidad.

Al momento de muestrear terrenos que han sido incorporados a la produccion
agricola, conjuntamente con la coleccion de muestras, es recomendable conocer el
historial de actividades realizadas en el 4area seleccionada como; topografia original,
direcciones de nivelacién, drenaje natural, métodos y fertilizantes utilizados en la
aportacion de nutrientes, aplicacion de compuestos orgdnicos, cultivos cominmente
desarrollados, fuentes del agua de riego, métodos de riego y volimenes aproximados de
agua de riego utilizados. Lo anterior es con el proposito de conocer en forma previa
algunos factores que puedan contribuir a la heterogeneidad del terreno ya que los suelos
cultivados son generalmente mas variables que los virgenes.

Desde hace mucho tiempo ha sido establecido que la validez de los resultados de los
analisis quimicos en laboratorio, depende en gran medida de los cuidados que se tengan
en la colecta de muestras representativas, ya que generalmente existe mayor probabilidad
de error en la etapa de muestreo que en los analisis de laboratorio (Cline, 1944; Hunt y
colaboradores, 1976). En un analisis de suelo solo se utiliza una cantidad muy pequefia de
muestra, y los resultados obtenidos de ésta son extrapolados a volumenes infinitamente
superiores, por lo cual debe de tenerse bastante cuidado de recolectar muestras
representativas del terreno; de lo contrario estaran en duda la validez de los resultados.

El método de muestreo estd determinado, en principio, por el proposito del analisis y
el conocimiento que se tenga de la heterogeneidad del area a muestrear. Por ejemplo, para
recomendar fertilizaciones se requiere un nimero elevado de muestras, y en este caso el
uso de muestras compuestas es de rigor (Etchevers y colaboradores, 1985). En suelos
heterogéneos las variaciones encontradas en sus propiedades quimicas son en ocasiones
grandes, ain en distancias relativamente cortas, y por esto el conocimiento de la
heterogeneidad del terreno a muestrear adquiere mucha importancia.

Los suelos de Baja California Sur estdn clasificados en su mayoria como arenosos,
como por ejemplo, ha sido reportado que en los suelos de diferentes sitios del desierto de
Vizcaino la arena constituye del 85 al 95% (Endo y colaboradores, 2000a; Lopez y
colaboradores, 2002), por lo cual se consideran suelos relativamente homogéneos, sin
embargo, es recomendable practicar un eficiente método de muestreo.

En el diagrama 1 del anexo se ilustran de manera concisa las operaciones que
generalmente se realizan para la obtencion de muestras.

El equipo utilizado para la obtencién de muestras depende principalmente de las
caracteristicas fisicas del terreno, como son, textura, dureza, profundidad del manto
fredtico, etc. En suelos arenosos como los caracteristicos de zonas 4ridas y semiéridas, el



muestreo puede efectuarse utilizando una barrena de perforacion de alrededor de 1
pulgada de didametro y 150 mm de longitud. Para evaluacion de la fertilidad del suelo en
terrenos regados por goteo, la colecta de muestras a una profundidad de 0-40 cm es
suficiente en la mayoria de los casos. Sin embargo, cuando el propdsito es evaluar la
salinidad del terreno y la distribucion de las sales, es conveniente realizar el muestreo a
una mayor profundidad para verificar las capas que puedan limitar el crecimiento de las
plantas.

En suelos demasiado duros o con mucha pedregosidad es preferible utilizar algin tipo
de excavadora o palas; sin embargo, para la formacion de muestras compuestas debe
tenerse cuidado de colectar el mismo volumen de material de las submuestras para
prevenir la influencia de submuestras con participacion de mayor volumen.



3. pH

El pH de una solucion se define como el logaritmo negativo de la actividad del i6n
hidrégeno. Es una de las caracteristicas mas importantes de los suelos ya que
dependiendo de que un suelo sea acido o alcalino determina grandemente la solubilidad
de diversos compuestos, la fuerza con que los iones se unen a los sitios de intercambio y
condiciona la actividad de los micro-organismos del suelo. La nitrificacion de las formas
de nitrégeno de los fertilizantes es afectada por el pH (Hayatsu y Kosage, 1993; Tlustos y
Blackmer, 1992; Gilmour, 1984) debido a que ha sido demostrado que influye en la
actividad de los microorganismos nitrificantes (Weber y Gainey, 1961). También ha sido
comprobado que la liberacién de nitrégeno a partir de fertilizantes de liberacion
controlada se ve influida por el pH del suelo (Ashwin y Govind, 1977).

Los suelos que comprenden las zonas é4ridas y semidridas poseen generalmente
pHs elevados que limitan el desarrollo satisfactorio de los cultivos. En el noroeste de
México, el incremento en el pH de la solucion del suelo es ocasionado comanmente por
el contenido de sodio en el agua de riego (Endo y colaboradores, 2000b) y esta condicion
provoca la insolubilidad de diversos compuestos como fosforo, zinc y fierro,
principalmente.

Los suelos acidos poseen pHs menores a 7, y su composicion mineralogica es
diferente a los suelos alcalinos, por lo cual los cultivos desarrollados en suelos dcidos
manifiestan caracteristicas propias que los hacen diferentes en muchos aspectos a los
desarrollados en suelos con pHs elevados. En México aproximadamente el 6.7% del
territorio nacional se clasifica como suelos 4cidos (Nufiez, 1985) y se localizan
principalmente en Veracruz, Tabasco y Chiapas.

En los suelos 4cidos el crecimiento de los cultivos se ve afectado de manera indirecta
por una elevada concentracion de aluminio intercambiable o en solucion, alta retencion
de fosforo, exceso de manganeso en solucion, deficiencias de calcio y magnesio,
reduccion en la actividad microbiolégica y disminucion de la capacidad de intercambio
cationico, principalmente (Goijberg y Aguilar, 1987).

De acuerdo al diagrama de Troug que se muestra abajo, el pH 6ptimo de los suelos
para un desarrollo satisfactorio de los cultivos es alrededor de la neutralidad ya que en
estos valores la disponibilidad de nutrientes esenciales encuentra sus niveles maximos.
Sin embargo, es dificil establecer un criterio universal que pueda ser utilizado para todos
los tipos de suelos con relacion a su pH y el desarrollo 6ptimo de las plantas.

Sobre la base de lo anterior, la determinacion del pH de los suelos es fundamental
para el manejo apropiado de los fertilizantes y las necesidades de aplicaciéon de
mejoradores de suelos con el propdsito de mantener el rango optimo de pH para la
disponibilidad de nutrientes y la actividad microbiana.
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Medicion del pH

El pH de una solucién puede determinarse por métodos colorimétricos o electrométricos.
En trabajos de campo donde se requieren determinaciones rapidas y de bajo costo se
utilizan los métodos colorimétricos mediante indicadores que cambian de color
dependiendo de la actividad del ion hidrégeno. Su principal desventaja es que los valores
obtenidos son aproximados que dan tUnicamente una referencia para estudios mas
detallados.

En determinaciones que requieren mayor exactitud se utiliza el método
electrométrico mediante aparatos de diversos tamafios dentro de los cuales se incluyen
algunos que pueden utilizarse a nivel campo. Las determinaciones por este método se
basan fundamentalmente en la medicién del potencial eléctrico de un electrodo sensible a
los iones hidrégeno que se encuentran presentes en una solucion y usando como
referencia un electrodo de calomelanos o de Ag/AgCl, el cual no varfa su potencial
eléctrico al cambiar la concentracion de iones hidrégeno.



Antes de proceder a la determinacion del pH de una solucién es necesario efectuar
la calibracién del aparato utilizando dos soluciones tampones de pH conocido.
Generalmente las soluciones tampones son de pH 4, 7, 0 9, y su eleccion depende del
rango estimado en que se piensa puedan caer los pH’s de las muestras a analizar.

Debido a que los suelos de las zonas 4ridas y semidridas estan generalmente
asociados con una excesiva concentracion de sales en la solucion del suelo, es necesario
considerar este factor en la determinacion del pH ya que influye en su resultado. Otro
factor que influye sobre los resultados de las mediciones es la relacion suelo: solucién.

La presencia elevada de sales en la solucién del suelo ocasiona que los valores de
medicion del pH sean disminuidos. Por esta razén es recomendable la medicion
utilizando soluciones salinas como CaCl, 0.01 M (Mc Lean, 1973) o KC11 N (Schofield
y Taylor, 1955; Peech, 1965). La utilizacioén de soluciones salinas para la determinacion
del pH en lugar de agua destilada tiene el objetivo de representar condiciones similares a
las que prevalecen en el campo, ademas que contribuyen a la estabilidad de la lectura en
suspensiones de alta salinidad.

Las relaciones suelo: Solucion cominmente utilizadas para medir pH son 1:1, 1:2,
1:2.5 y 1:10 (sobre la base de peso de suelo secado al aire). En el laboratorio de Guerrero
Negro la relacion utilizada es la 1:2.5 utilizando agua destilada. Sin embargo, cuando las
muestras contienen una elevada concentraciéon de sales se emplea CaCl, 0.01 M. De
cualquier forma, siempre es indispensable indicar la solucién empleada y la relacion
suelo: solucion.

El procedimiento basico para determinar el pH en muestras de suelo se describe a
continuacion.

Metodo Extracto en Agua (1:2.5)

Procedimiento

1) Pesar 10 g de muestra y depositarla en un bote de plastico de 50 mL.
2) Apadir 25 mL de H,O y tapar la botella

3) Agitar durante 1 hora

4) Calibrar el pH metro con las soluciones buffers apropiadas

5) Sumergir el electrodo en el interior de la suspension.

6) Tomar la lectura del pH hasta que el valor se estabilize






4. Medicion de la Salinidad

La concentracién de sales en el suelo usualmente se determina midiendo la
conductividad eléctrica del extracto de saturacion del suelo obtenido en la zona
radicular activa. Actualmente el uso excesivo de fertilizantes y la sobre explotacion
de las aguas subterrdneas para riego esta conduciendo al incremento de los suelos
dafiados por salinidad, por lo cual la medicion del nivel de sales solubles que guarda
un suelo es un parametro indispensable para evaluar el nivel de degradacion quimica
que este sufre.

Las sales solubles en un suelo son aquellos constituyentes inorganicos que son
solubles en el agua y que a un nivel elevado dafian a plantas y animales. El origen de
las sales del suelo y agua es consecuencia de los procesos de intemperizacion que
sufren las rocas que componen la corteza terrestre los cuales ocasionan la liberacion
de minerales que pasan a formar parte del suelo. Las sales pueden ser encontradas en
los suelos de dos formas: 1) asociadas y 2) disociadas. En el primer estado los
compuestos mas comunes encontrados son: NaCl, MgSO0,, CaCl,, MgCl,, Na;SO,,
CaCOs;, CaSOs, etc. En el segundo caso, los iones méas comunes son: CI, SO.%,
CO4%*, HCOy', como aniones, mientras que Na’, B*", Ca”™*, Mg®* y K* como cationes.
Estos iones pueden encontrarse en forma soluble en la solucion del suelo, absorbidos
en arcillas y material orgénico, y en forma intercambiable retenidos por carga
eléctrica.

La salinidad puede dafiar a las plantas por causa de; (i) su efecto osmotico, que
ocasiona una reduccion en la disponibilidad de agua y todo lo que esto implica, (ii)
efectos toxicos especificos de algunos iones los cuales pueden interferir con los
procesos bioquimicos y fisiologicos del organismo, y (iii) disturbios en la absorcion
de nutrientes esenciales (Rains, 1979). La informacién que surge de la evaluacion de
la cantidad de sales solubles en el suelo, sirve principalmente para caracterizar y
delimitar areas afectadas por salinidad y poder asi implementar practicas agronémicas
que ayuden a mitigar este problema.

MEDICION DE LA SALINIDAD DE LOS SUELOS

Como se menciond anteriormente, la evaluacion del contenido de sales de un suelo se
realiza generalmente midiendo la conductividad eléctrica (CE) en extractos de suelos
saturados con agua o en extractos suelo: agua (p/v) en proporcion conocida tales
como 1:1, 1:2 y 1:5. La seleccién del método depende del proposito y condiciones
que se pretenden representar. En suelos muy arenosos donde las condiciones fisicas
de campo, rara vez permiten tener suelos saturados o con contenidos de humedad
muy elevados; probablemente sea mas adecuado utilizar proporciones suelo: agua
bajas, ya que esto representa condiciones mas similares entre la medicion en
laboratorio y las condiciones prevalecientes en el campo.

Los procedimientos para evaluar salinidad descritos en este apartado se refieren a la
medicion de la conductividad eléctrica de los extractos de una pasta de suelo saturada
con agua y la mezcla suelo: agua en proporcion 1:5.



EXTRACTO DE SATURACION

La mayor parte de los estudios y referencias sobre la tolerancia de los cultivos a la
salinidad est4n basados en la conductividad eléctrica del extracto de saturacion (Maas y
Hoffman, 1977). Este procedimiento consiste basicamente en saturar una muestra de
suelo con agua destilada y mediante succion colectar el filtrado para la determinacion de
la Conductividad Eléctrica, pH, y en ocasiones aniones y cationes solubles.

Procedimiento

1) Para la obtenciéon de 30 ml de extracto, pesar de 200 a 1000 g de suelo
dependiendo de la textura. Para muestras provenientes de suelos de migajon
arenoso se requieren de 400-600 g, mientras que para suelos arcillosos se deben
pesar de 50-150 g. Después de pesada la muestra, esta se deposita en un recipiente
de plastico.

2) Adicionar un cristal de timol para prevenir el crecimiento de bacterias.

3) Afiadir el agua justa para saturar la muestra.

4) Agitar suavemente con una espatula, y adicionar ya sea agua o suelo hasta
alcanzar el punto de saturacion.

5) Cubrir el recipiente y dejar reposar toda la noche.

6) Al dia siguiente, revisar la pasta y ajustarla al punto de saturacion, si es necesario.

7) Transferir la pasta a un embudo Biichner y aplique succién para obtener el
filtrado. Si el filtrado es turbio, es necesario regresarlo al embudo y repetir la
operacion. Si el filtrado es demasiado turbio utilizar centrifugadora.

8) Medir la Conductividad Eléctrica y iones si es necesario.

EXTRACTO 1:5 (SUELO:AGUA)

Este procedimiento es sencillo y ficil de usar de manera rutinaria en los
laboratorios, sin embargo, tiene la desventaja de que no representa adecuadamente las
condiciones prevalecientes en el medio ambiente de la planta.

Procedimiento

1) Pesar 10 g de suelo y depositarlo en un bote de plastico de 100 mL. Enseguida
afiadir 50 mL de agua destilada.

2) Cerrar herméticamente la tapa del bote y agitar mecanicamente durante 1 hora.
Posteriormente dejar reposar la muestra 1 hora.

Nota: Si se piensa que la muestra contiene cantidades apreciables de yeso,
adicionar un cristal de timol para prevenir la actividad microbiana que haga este
compuesto mas soluble durante la fase de estabilizacion (Carlson y
colaboradores, 1971).

3) Filtrar la suspensién usando papel filtro # 3, o si en el mismo extracto se va a
determinar aniones y cationes solubles, es conveniente centrifugar a 15000 r.p.m.
por 10 minutos.

4) Medir la Conductividad Eléctrica y los iones si es necesario.
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5. CARBONATOS

En lugares donde la evapotranspiracion excede a la precipitacion, el flujo
descendente de agua a través del perfil del suelo es suficiente solo para remover las
formas mads solubles como las sales de Na". Debido a este fenomeno, en los suelos de las
regiones aridas y semidridas es muy comin la acumulacién de carbonatos, principalmente
carbonato de calcio (CaCO3). El contenido de carbonato en el suelo es una caracteristica
importante cuando se relaciona con la composicion quimica, la estructura, la fertilidad, el
origen y la clasificacion de suelos. Cuando las cantidades de CaCOs; de un suelo son
elevadas, influye sobre el pH y puede inducir deficiencias de fierro y zinc, principalmente
(Endo y colaboradores, 2000a). Las concentraciones de calcio de la solucion del suelo
también sufren variaciones por cantidades apreciables de CaCOs.

En la determinacion de carbonatos se emplean algunos métodos que requieren de
equipo sofisticado como cromatografia de gases, espectrometria de infrarrojo y difraccion
de rayos X. El método descrito a continuacion es sencillo y rapido, en el cual la muestra
es tratada con HCI diluido para su neutralizacion, y el 4cido en exceso que no es utilizado
en la reaccion es titulado con una soluciéon de hidroxido de sodio. Los resultados del
andlisis incluyen tanto la disolucion de la calcita (CaCO;) como ciertas cantidades de
dolomita (CaCO;3 - MgCOs), por lo cual es conveniente denominar Carbonato de Calcio
equivalente a los valores obtenidos.

METODO VOLUMETRICO

Reactivos

A) Acido Clorhidrico, 1 M
Vierta lentamente 85 mL de 4cido clorhidrico concentrado en un matraz volumétrico
de 1 L conteniendo alrededor de 700 mL de agua destilada. Enseguida afore a la
marca de 1 L con agua destilada.

B) Acido Clorhidrico, 0.1 M, solucién estandarizada
Tomar 8.6 mL de HCI concentrado y vertirlos en un vaso de precipitado de 1 L. con
aproximadamente 600 mL de agua destilada. Mezclar bien, transferir la solucion a un
matraz volumétrico de 1 Ly aforar con agua destilada a la marca de 1 L.
Para estandarizar esta solucion tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de HCI 0.1
M y vertirlos a un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Afiadir 2 0 3 gotas del indicador
fenolftaleina 0.1%. Titular esta mezcla con NaOH 0.1 M estandarizado hasta que el
color vire de verde a rosa.

La Molaridad del HCI se calcula sobre la base de la ecuacion siguiente:

M2 X V2

M1 =
V1

11



En la cual:
M?2 = Molaridad del NaOH
V2 = mililitros de NaOH
V1 =25 mL utilizados de HCL, 0.1 M

C) Hidréxido de Sodio, 0.1 M estandarizado
Pesar 4 g de NaOH y afiadirlos a un vaso de precipitado con alrededor de 600 mL de
agua. Disolverlos y dejar enfriar. Posteriormente, transferir la soluciéon a un matraz
volumétrico de 1 L y aforar a su volumen.
Para estandarizar tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de 4cido oxdlico 0.05 M,
vertirlos en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y afiadir 2 o 3 gotas de fenolftaleina
0.1% como indicador. Titular esta solucién con NaOH 0.1 M hasta que la solucién
verde a un color rosa.

Para calcular la Molaridad del NaOH se emplea la ecuacion siguiente:

2 X M2 X V2
M1 =

V1

En la cual:
M1 = Molaridad del NaOH
M?2 = Molaridad del 4cido oxalico
V1 =mlL de NaOH
V2 = mililitros tomados de 4cido oxalico =25 mL

D) Acido Oxdlico, 0.05 M
Pesar exactamente 6.3035 g de 4cido oxalico, depositarlos en un vaso de precipitado
de 1 L con aproximadamente 600 mL de agua destilada y disolverlos bien. Transferir
la solucién a un matraz volumétrico de 1 L y aforar a su volumen con agua destilada.

E) Fenolftaleina, 0.1 % como indicador
Disolver 0.1 g de fenolftaleina en 100 mL de etanol 95%

Procedimiento

1) Pesar 2 g de suelo y depositarlo en una botella de plistico de 250 mL con tapon
hermético. Utilizar dos testigos, en los cuales no se adiciona suelo (solamente la
cantidad). También es recomendable usar un compuesto de referencia como el
carbonato de calcio (250 mg CaCO3).

2) Utilizando una pipeta volumétrica adicionar 50 mL de HCl 1 M. Agitar suavemente.

3) Utilizar dos testigos, en los cuales no se adiciona suelo (solamente la cantidad de HCl
1 M). También es recomendable usar un compuesto de referencia como el carbonato
de calcio (250 mg CaCQ;) para verificar la veracidad del procedimiento.
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4) Coloque la tapa de la botella y eventualmente agitarla manualmente de manera suave.
Dejar que permanezca en reposo durante toda la noche.

5) Al dia siguiente, apriete con firmeza la tapa y agite por 2 horas en un agitador
mecanico de vaivén continuo.

6) Filtrar con matraces volumétricos de 50 mL ( !Al final NO afore a la marca!) A
través de papel filtro # 2. Enseguida pipetear 1 mL de la solucion filtrada y vertirla a
un matraz Erlenmeyer de 100 mL. Adicionar alrededor de 25 mL de agua utilizando
probeta y agitar suavemente.

7) Afadir 3 gotas del indicador fenolftaleina.

8) Finalmente titular con NaOH, 0.1 M (Leer el volumen gastado a dos digitos de
exactitud).

Cidlculos
(a-b)
% CaCO3;= M X X 250

en la cual :

a=mL de NaOH utilizados en el Testigo
b =mL de NaOH utilizados en la muestra
S = peso de la muestra en gramos
M = Molaridad de la solucion de NaOH

250 = 0.050* X 50*%* X 100***
*  meq de CaCO3
** Volumen original (es necesario multiplicar por este valor, ya que para la

titulacion se utiliza 1 ml del volumen original.

*** Necesario para transformar a porciento

Ejemplo de Calculo

Suponiendo que:

a= 18.75 ml de NaOH gastados para titular la prueba blanca
b= 17.33 ml de NaOH gastados para titular la muestra
S=207¢g
M=0.108 M

(18.75-17.33)

% CaCOs = 0.108 X X 250
2.07

% CaCO;= 18.52 %
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6. MATERIA ORGANICA

La fraccién organica del suelo consiste de restos vegetales como hojas, ramas
muertas y residuos de animales. Desde el momento que se incorporan al sistema del suelo
son descompuestos de manera gradual, cuya velocidad de descomposicion depende de la
actividad biolégica que exista en el suelo. La materia organica fresca es transformada
poco a poco, originando por una parte a elementos minerales solubles o gaseosos, tales
como NH;, NO;H, CO, y por otra parte, a complejos coloidales (complejos humicos) que
son relativamente estables y resistentes a la accion microbioldgica (Duchufour, 1978).
Los complejos humicos son la parte mas activa quimicamente en los suelos.

La descomposicién de la materia orgénica suministra cantidades considerables de
nutrientes esenciales para el desarrollo de los vegetales y es particularmente importante
en el abastecimiento de nitrégeno, azufre y fosforo. Los suelos varian ampliamente en
los contenidos de materia organica. Mientras que un suelo de una zona tropical puede
contener de 5-10% de materia organica en los primeros 15 cm de la superficie del suelo
otros como los arenosos de las zonas desérticas del noroeste de México pueden contener
menos de 1% (Endo y colaboradores, 2000a).

Debido a la importancia que tiene la materia organica del suelo, es una variable
que se incluye en las determinaciones de rutina en la mayoria de los laboratorios. Las
propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los suelos son influidas considerablemente
por la materia orgénica. Asi tenemos que, ayuda a la formacion de agregados que forman
la estructura, sirve como un reservorio de elementos quimicos, ayuda en la reduccion de
la erosion del suelo, incrementa la capacidad de intercambio cationico provocando una
mayor cantidad de cationes en el complejo de intercambio, incrementa la capacidad de
retencion de agua, y ayuda a amortiguar los cambios bruscos de pH por efecto de las
fertilizaciones y procesos de salinizacion.

Existen diversos métodos para determinar materia orgdnica en el suelo, sin
embargo, por causa de su naturaleza compleja, no se dispone de ningin método que sea
aceptado de manera universal como preciso y aplicable a todos los suelos. Basicamente,
existen dos método para la determinacion directa de la materia organica: i) perdida de
peso por ignicién y ii) oxidacion mediante peroxido de hidrégeno. Estos dos
procedimientos presentan dificultades, por lo que generalmente es mejor estimar el
contenido de materia organica determinado el valor del carbono orgéanico. Posteriormente
se multiplica este valor por un factor especifico que depende del contenido de carbono
estimado en la materia organica. Este factor varia de 1.6 hasta 3.3.

El método para determinar materia organica por perdida de peso por ignicion, es
un procedimiento que actualmente no se utiliza en el laboratorio del CIBNOR-Unidad
Guerrero Negro por la falta de equipo apropiado. Sin embargo, debido a que este
procedimiento es recomendable para suelos arenosos y para suelos con alto contenido de
materia organica seria conveniente en el futuro, previa correccion y calibracion, utilizarlo
para determinar la evolucién de los niveles de materia organica en experimentos de
nutricién de plantas mediante el uso de compuestos organicos.

El procedimiento utilizado en el laboratorio del CIBNOR-Unidad Guerrero Negro
es el método propuesto por Walkley y Black (1934) quienes modificaron el reportado por
Schollenberger (1927). Este consiste basicamente en la oxidacién de la materia organica
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mediante 4cido crémico. Las muestras son molidas y tamizadas a través de una malla de
0.2 mm y posteriormente tratada con una soluciéon normal de dicromato de potasio
(K2Cr,07) en presencia de &acido sulfirico concentrado. El exceso de Ky>Cr,O7 se
determina mediante el analisis volumétrico con una solucién normalizada de FeSOj.

METODO DE WALKLEY Y BLACK

Reactivos

A) Dicromato de potasio (K2Cr,07), 1.00 N
Pesar 49.04 g de K,Cr,O7 y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L. Afiadir
aproximadamente 700 mL de agua destilada y disolver. Después transfiera la solucion
a un matraz volumétrico de 1 L y afore a la marca con agua destilada.

B) Sulfato ferroso, 0.5 N.
Pesar 70 g de FeSO, « 7H,O y depositarlos en un vaso de precipitado de 500 mL.
Agregar alrededor de 400 mL de agua destilada y disolver. Enseguida adicionar 10
ml, de H,SO,; concentrado y finalmente aforar a 500 mL con agua destilada. Este
reactivo debe ser normalizado en cada tiempo de analisis por titulacion en funcion de
10 ml de K,Cr,07 1 N. En la normalizacién del sulfato ferroso se siguen los mismos
pasos del procedimiento para la muestra, pero sin adicionar suelo. Ademds, es
conveniente invertir los pasos 4-6, es decir, antes de adicionar el HSOq, los 10 ml de
K>Cr, 07 se mezclan con los 200 ml de agua.

C) O-Fenantrolina-Sulfato Ferroso.
Pesar 1.485 g de o-Fenantrolina mono-hidratada y 0.696 g de FeSO4 * 7H>O en agua
y depositarlos en un vaso de precipitado de 100 mL. Agregar aproximadamente 80
mL de agua destilada y disolver. Transferir la soluciéon a un matraz volumétrico de
100 mL y afore a la marca con agua destilada.

D) Solucién acido sulfiirico (H,SO4) concentrado- sulfato de plata ( AgzSOy)
Por cada litro de H,SO, agregar 15 g de AgxSOy4

E) Acido Fosférico (H;POy), al 86%

Procedimiento

1. Dependiendo del tipo de suelo pesar de 2 a 10 g de suelo secado a la sombra y
tamizado sobre una malla de 0.5 mm.

2. Vertir cuantitativamente la muestra a un matraz Erlenmeyer de 500 ml.

3. Adicionar lentamente 10 ml de dicromato de potasio utilizando una pipeta
volumétrica procurando humedecer toda la muestra.

4. Agregar rapidamente 20 ml de 4cido sulfurico concentrado conteniendo Ag>SOj.

Primero agite suavemente para mezclar bien el suelo con el acido y el dicromato de

potasio, y posteriormente en forma mas vigorosa por alrededor de un minuto.

Dejar reposar durante 30 minutos o hasta que se enfri€.

Afadir 200 ml de agua destilada. Mezclar bien y enfriar.

Agregar 10 ml de acido fosférico concentrado.

Filtrar la suspension en papel filtro # 2 para evitar una solucion turbia y asi facilitar la

deteccion del cambio de color.

Adicione 3 o 4 gotas del indicador .

® Ny

Al
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10. Utilizando una bureta realizar la titulacién con sulfato de fierro 0.5 N hasta llegar a un
color verde-oscuro. A partir de este momento adicionar gota por gota del sulfato de
fierro hasta que vire a un color marron.

IADVERTENCIA! La normalidad del sulfato ferroso varia, por lo que hay que
determinar la normalidad cada dia de analisis.

Para la determinacién de la normalidad del sulfato ferroso se emplea la ecuacion
siguiente:

(N1) (V)= (N2) (V2): .. N1 = (N2)(V2)/ V1

donde:
N1 = Normalidad del FeSO4
V1 = Volumen de FeSO, gastado al titular
N2 = Normalidad del K,Cr,O5
V2 = Volumen de K,Cr,07 que se utilizo para la técnica

Ecuacion de calculo:
(B—-M) (NFeSO4) (0.003) (100)

% C org =
S

donde:
B: mL de FeSO, gastados al titular la blanca
M: mL de FeSO, gastados al titular la muestra
N: Normalidad del FeSO,4
S: Peso del suelo de la muestra en gramos
F: 1.33 (suponiendo que la materia organica contiene 58% de carbono)

%M.O. = %Corg X 1.72

Ejemplo de cdlculo:

Suponiendo que:
B = 24.74 ml de FeSO; gastados en la titulacion para la prueba blanca
M = 23.86 ml de FeSO, gastados en la titulacion de la muestra
N = Normalidad exacta del FeSO4
S =2.48 g del peso de la muestra
F=1.33
(24.74 —23.86 ) ( 0.504) (0.003) (100)
% C org = X 1.33
2.48

% Corg= 0071

% M.O.= 0071 X 1.72 = 0123 %
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7. CAPACIDAD DE INTERCAMBIO
CATIONICO

Las cargas negativas de los coloides del suelo retienen cationes en sus superficies.
Esta retencion reduce las perdidas de Ca**, Mg”*, K*, y Na* por lavado manteniendo a
estos cationes en forma disponible para que las plantas los absorban. La distribucion de
los principales cationes intercambiables en suelos agricolas es generalmente Ca”" > Mg?*
> K"~ NH; ~ Na" (Bohn et al, 1985). El ion sodio bajo ciertas condiciones de manejo
puede acumularse en los suelos de las zonas aridas y semidridas hasta transformarlos en
sodicos. Por otro lado, la gran mayoria de los suelos de las zonas aridas y semiaridas son
clasificados como calcareos y el cation predominante es el calcio, sin embargo, en
algunos casos se encuentra combinado con SO4 y HCO; y es dificilmente intercambiado.

La capacidad de intercambio cationico se ha definido de manera general como la
cantidad maxima de cationes que un suelo determinado puede retener.

Los métodos actuales para determinar la capacidad de intercambio catiénico
consisten basicamente en saturar el complejo absorbente por intercambio, realizando para
esto una percolacion lenta y gradual de un peso determinado de muestra con una solucion
salina. Una solucion que se utiliza cominmente es acetato de amonio con pH 7.0. En este
caso, conforme la solucién pasa lentamente a través de la muestra, los cationes
intercambiables son desplazados y el complejo de intercambio es saturado
progresivamente con iones NH4. Posteriormente, se desplaza el cation indice adsorbido y
estos se valoran por destilacion y se determina de esta manera el valor de la capacidad de
intercambio cationico.

Recientemente se han establecido diversos métodos para la determinacion de la
capacidad de intercambio cationico, sin embargo, debido a la existencia de distintos tipos
de suelos, con caracteristicas fisico-quimicas diferentes, no es aplicable un solo método
de manera universal y la eleccién varia de region en region. Como consecuencia,
actualmente se utilizan varios procedimientos destinados para suelos acidos, suelos
calcareos, suelos alcalinos y suelos salinos, principalmente.

Entre los métodos utilizados para suelos calcareos se pueden mencionar; el
método de Mehlich (1942), el método de Papanicolau (1976) y el método de Polemio y
Rhoades (1977), entre algunos otros. Gupta y colaboradores (1985) le hicieron algunas
modificaciones al método de Polemio y Rhoades y lo recomiendan para suelos sodicos
con pH mayor de 8.4.

Los métodos utilizados de rutina en el laboratorio de Guerrero Negro son dos; con
la misma base tedrica descrita anteriormente, pero procedimientos diferentes: en el
primero se utilizan columnas de percolacidon, y en el segundo se procede mediante
agitacion-centrifugado-decantacion.
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METODO DEL ACETATO DE AMONIO

Por medio de este método, la muestra de suelo se percola con acetato de amonio
para desplazar los cationes del complejo de intercambio y al mismo tiempo se saturan los
sitios de intercambio con NH,. Posteriormente la muestra es lavada con KCl para
remover el NH, intercambiable después de haber removido el exceso de acetato de
amonio con etanol. La estimacion de la capacidad de intercambio se realiza mediante la
determinacion del amonio intercambiable por destilacion.

Reactivos

A) Pulpa de papel filtro # 2

B) Algodon

C) Etanol 80%
Vierta 800 ml. de etanol en un matraz volumétrico de 1 L y afore a la marca con agua
destilada.

D) Acetato de Amonio, 1 N
Pesar 77.08 g de acetato de amonio y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L.
Adicione alrededor de 800 mL de agua destilada y disuélvalos. Mida el pH y ajistelo
a 8.2 con una solucién de amonio diluido. Transfiera la solucién a un matraz
volumétrico de 1 L afore a la marca.
Nota.- El ajuste a pH 8.2 de la solucion es sobre la base de que ha sido reportado que
suelos con alto contenido de carbonatos libres, incorporan a la soluciéon percolada
cantidades significativas de calcio y magnesio que se confunden con los realmente
intercambiables, y que un incremento en el pH disminuye la solubilizacion de los
carbonatos (Mehlich, 1942; Bower et al, 1952; Yaalon et al, 1962,y Bascomb, 1964).

E) Cloruro de Potasio, 10%
Pesar 100 g de KCl y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L. Afiadir alrededor
de 800 mL de agua destilada y diluir. Posteriormente transfiera la soluciéon a un
matraz volumétrico y afore a su volumen.

Procedimiento

En este procedimiento se utilizan aparatos de percolacion, que consisten en tubos
reservorios, tubos de percolacién y frascos colectores como se muestran en la Foto 1. Sin
embargo, en el laboratorio de Guerrero Negro se ha detectado que es factible medir la
capacidad de intercambio cationico utilizando tnicamente el tubo reservorio del sistema
de percolacién. Realizando la medicion de esta manera se facilita el manejo de muestras
y se ahorran reactivos y espacio dentro del laboratorio.
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PROCESO DE PERCOLACION

1)

2)
3)

4
5)

6)
7

8)
9

Coloque en la parte inferior del tubo reservorio un tapon de algodén. Sobre el tapon
de algodon deposite una capa de pulpa de papel filtro de unos 5 mm de espesor y
comprimalos utilizando policeman.

En una probeta graduada deposite 100 mL de acetato de amonio. De aqui vierta
alrededor de 20 mL de la solucion de acetato de amonio 1M en el tubo reservorio.
Adicionar una muestra de suelo de 10 g de manera lenta para lograr un asentamiento
parejo sobre los filtros.

Posteriormente adicione el resto de la solucion de acetato de amonio.

Regular la valvula del tubo reservorio de tal manera que el proceso de percolacion sea
terminado en un tiempo de 4 a 12 horas. Colecte el percolado en un matraz
volumétrico de 250 mL y una vez terminada la percolacion afore a su volumen con
agua destilada (Extracto A).

Lave la pared del tubo reservorio con etanol 80%, girando lentamente el tubo
reservorio. Enseguida afiada 50-60 mL de etanol 80%.

Inicie la percolacion mediante la apertura de la valvula y finalice en alrededor de 20-
30 minutos. Deseche la solucion percolada.

Posteriormente adicionar lentamente 100 mL de KCL, 10%.

Regular la valvula del tubo reservorio de tal forma que la solucion percole en
alrededor de 7-8 horas. Colecte la solucion percolada en matraz volumétrico de 250

mL.

10) Después de percolar totalmente la solucion, retire el matraz y afore a su volumen con

agua destilada (Extracto B).

PROCESO DE DESTILACION

Reactivos
A) Hidréxido de Sodio, 25%

B)

O

Pesar 250 g de NaOH y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L. Agregue
alrededor de 800 mL de agua destilada y disuélvalos. Permita que se enfri€ la
solucion con el vaso de precipitado tapado con papel aluminio o alglin plastico para
prevenir la absorcion de CO, de la atmosfera. Una vez fria la solucion, transfiérala a
un matraz volumétrico de 1 L y afore a su capacidad con agua destilada. Almacenar
en bote de plastico perfectamente tapado para prevenir la absorcion de COs.

Solucion Indicadora

Disolver 0.130 g de rojo de metilo y 0.200 g de verde bromocresol en 200 mL de
etanol 96%.

Acido Bérico-Solucién Indicadora

En un vaso de precipitado de 1 L, disolver 10 g de 4cido bérico en alrededor de 900
mL de agua caliente, enfrié¢ y afiada 20 mL de la solucion indicadora. Transfiera la
solucién a un matraz volumétrico de 1 L y haga a su volumen con agua.

D) 0.1 M Hidréxido de Sodio Estandarizado
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Pesar 4 g de NaOH y afiadirlos a un vaso de precipitado con alrededor de 600 mL de
agua. Disolverlos y dejar enfriar. Posteriormente, transferir la solucién a un matraz
volumétrico de 1 L y aforar a su volumen.

Tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de acido oxdlico, vertirlos en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL y afiadir 2 o 3 gotas de fenolftaleina 0.1% como indicador.
Titular esta solucion con NaOH 0.1 M hasta que la solucién vire a un color rosa-rojo.

Para calcular la Molaridad del NaOH se emplea la ecuacion siguiente:

2 X M2 X V2
V1

M1:

En la cual:
M1 = Molaridad del NaOH
M2 = Molaridad del acido oxalico
V1 =mL de NaOH
V2 = mililitros tomados de acido oxalico =25 mL

E) 0.1 M Acido Clorhidrico Estandarizado
Tomar 8.6 mL de HCIl concentrado y vertirlos en un matraz de 1 L con
aproximadamente 600 mL de agua destilada. Mezclar bien, transferir la solucion a un
matraz volumétrico de 1 L y aforar con agua destilada a lamarcade 1 L.
Tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de HCI 0.1 M y vertirlos a un matraz
Erlenmeyer de 50 mL. Afiadir 2 o 3 gotas del indicador fenolftaleina 0.1%. Titular
esta mezcla con NaOH 0.1 M estandarizado hasta que el color vire a rosa-rojo.

La Molaridad del HCI se calcula en base a la ecuacion siguiente:

M1 X V2
V1

F) Acido Clorhidrico, 0.010 M estandar
Vierta 10 mL de solucién de HCI 0.1 M estandarizado en un matraz volumétrico de
100 mL y afore a su volumen con agua destilada.

Procedimiento

1) Vertir 25 mL de la solucion indicadora-acido borico en un matraz Erlenmeyer de 200
mL y coléquelo debajo del condensador del aparato de destilacion.

2) Afiadir de 10-20 ml de solucién muestra

3) Adicionar 20 mL de NaOH 25% al matraz de digestién de la unidad de destilacion y
permita la destilacién por mas o menos 7-8 minutos hasta que se produzcan alrededor
de 75 mL de destilado.
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4) Retire el matraz Erlenmeyer del destilador, lave el extremo del condensador y titule el
destilado con 0.01 M HCl hasta que el color cambie de verde a rosa.

Nota: Es necesario destilar una blanca o compuesto referencia para los calculos.

Ecuacion de Calculo

100 0
CIC meq/100g = (a—b) X M X —20 x 250
S c

donde:

a = Mililitros de HC1 requeridos para la titulaciéon de la muestra
b = Mililitros de HCI requeridos para la titulacion de la blanca
¢ = Alicuota del extracto B

s = Peso de la muestra en gramos

M = Molaridad del HCI

Ejemplo de Calculo

Suponiendo que:

a = 3.85 ml de HCl requeridos para la titulacién de la muestra
b = 0.52 ml de HCI requeridos para la titulacién de la blanca
¢ = 10 ml de volumen de muestra del extracto B

s =10.12 g del peso de la muestra

M =0.0123 M del HCI

100 250
CIC meg/100g=(3.85-0.52) X 0.0123 X X
10.1= 10

CIC meq/100 g = 10.12
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METODO DEL ACETATO DE SODIO

Se utiliza cominmente para determinar la CIC de suelos calcareos. Originalmente es un
método propuesto por Bower y colaboradores (1952). Sin embargo Hesse (1971) le hizo
algunas adecuaciones y este es el método que se especifica a continuacion.

Reactivos

A) Soluciéon de Acetato de Sodio (NaOAc) 1 M: Pesar 136 g de acetato de sodio
trihidratado y depositarlo en un vaso de precipitado de 1 L. Adicionar alrededor de
500 a 600 mL de agua destilada. Enseguida ajustar el pH a 8.2 con hidroxido de
sodio. Finalmente transfiera a un matraz volumétrico de 1 L y afore a su marca.

B) Alcohol Etilico 95%

C) Solucién de Acetato de Amonio 1 N: Pesar 77 g de acetato de amonio y vertirlos en
un vaso de precipitado de 1 L. Afiadir 800 mL de agua destilada y disolver. Ajuste el
pH a 8.2 con amonio diluido. Transfiera la solucién a un matraz volumétrico de 1 L y
afore a su capacidad.

Procedimiento
1. Pesar 5 g de suelo secado a la sombra y tamizado a través de una malla de 2 mm y
vertirlo cuantitativamente a un tubo de centrifugacion de 50 mL.

2. Agregar 30 mL de la solucién de acetato de sodio 1 M y agitar durante 10 minutos.

3. Centrifugar a 10000 r.p.m. durante 5 minutos

4. Desechar la sobrenadante y se repite la operacion por cuatro veces mas.

5. Afiadir al suelo 30 mL de alcohol etilico 95% y agitar durante 10 minutos

6. Centrifugar a 10000 r.p.m. durante 5 minutos y decante la sobrenadante. Realize ésta
operacion tres veces.

7. Adicione al suelo 30 mL de acetato de amonio. Agite durante 5 minutos.

8. Centrifugar a 10000 r.p.m. durante 5 minutos.

9. Utilizar embudo y papel filtro # 6 para colectar por medio de decantacion los
extractos a matraces volumétricos de 100 mL. Repetir la operacion tres veces.

10. Después del ultimo extracto aforar el matraz a su marca con acetato de amonio.

11. Finalmente, determinar el Na" del extracto por espectroscopia de absorcion atomica.

Ecuacion de cdlculo:

10 X megNa'/L
CIC meqg/100 g =

Peso de la Muestra

Ejemplo de Calculo:

Concentracion de Na" = 35 ppm = 35 mg/L

ya que 1 equivalente de Na' = 23 g, 1 miliequivalente de Na™ = 23 mg
por lo tanto; 35 mg Na'/L. = 1.52 meq Na'/L.

10 X 1.52
CIC meqg/100g = =3.05
49784
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8. NITROGENO

La nutricion de las plantas es un tema que esta estrechamente relacionado con
otras disciplinas como ciencias del suelo, fisiologia vegetal y bioquimica.

En la actualidad se han descubierto alrededor de 120 elementos quimicos. Sin
embargo, solamente 16 de estos son considerados universalmente como esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas. El nitrogeno es tal vez el nutriente mas
importante para las plantas. Este elemento esencial es utilizado por las plantas para
sintetizar aminoacidos, los cuales se transforman en proteinas. El nitrogeno es también
requerido por las plantas para otros compuestos vitales como la clorofila, 4cidos
nucleicos y enzimas. Sin embargo, solamente bajo condiciones muy especiales es
encontrado en el suelo en cantidades suficientes como para satisfacer los requerimientos
de las plantas cultivadas. Por consiguiente, es necesario suplementarlo al suelo en forma
de fertilizantes para su aprovechamiento por los cultivos. En base a lo anterior, la
aplicacion racional de fertilizantes requiere informacion sobre los nutrientes que estan
disponibles en el suelo, por un lado, y el estado nutricional de las plantas por el otro.

El nitrégeno puede ser encontrado en los suelos principalmente de dos formas: 1)
nitrogeno organico y 2) nitrégeno inorganico. La fracciéon organica es importante en
suelos con un alto contenido de materia organica y generalmente es encontrado en los
horizontes superficiales. La fraccion inorgénica la constituyen principalmente N-NO,, N-
NO; y N-NH;. El nitrogeno en forma de amonio puede encontrarse en forma
intercambiable o fijado dependiendo de la constitucién quimica del suelo.

Debido a que el nitrogeno es tomado por las plantas, principalmente como iones
nitratos (NO3) o amonio (NH,), la determinacion de nitratos y amonio en los suelos es
fundamental para un buen manejo de los fertilizantes nitrogenados, especialmente en las
zonas aridas y semidridas donde el nitrogeno es el elemento mas importante para los
cultivos (Hagin y Tucker, 1982), y que sin la aplicacion de fertilizantes nitrogenados los
rendimientos son fuertemente reducidos (Yamanouchi, 1991). Por otro lado, los
problemas de lavado de NO; es un fendmeno comiin en estos suelos debido a la elevada
permeabilidad que los caracterizan. La determinacién de NH, es de mayor importancia en
suelos que estan siendo abonados con compuestos organicos o en areas donde se empleen
fertilizantes nitrogenados conteniendo NHy para estimar en forma oportuna los niveles de
NH; que pueden llegar a ser toxicos, sobretodo en las primeras etapas de los cultivos.

Debido a que el contenido de materia orgénica de los suelos ubicados en zonas
aridas y semiaridas es muy bajo (0.15 a 1.0%) la estimacion del nitrégeno total
correlaciona significativamente con la suma de N-NO3 y N-NH,. Por esta razén, aunque
aun son necesarios experimentos de calibracion utilizando diferentes tipos de suelos y los
cultivos comunmente desarrollados en la zona, las recomendaciones para fertilizaciones
nitrogenadas realizadas por el laboratorio de Guerrero Negro estan siendo basadas en
experimentos y analisis quimicos de nitrégeno inorgénico, particularmente N-NOs.
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8.1 NITROGENO TOTAL

En muchos suelos donde el contenido de materia organica sea alta (> 2%) la
cuantificacion del nitrogeno total es indispensable. Sin embargo, en suelos con contenido
de materia orgénica muy bajo (< 0.9) la estimacion del nitrégeno total puede realizarse
mediante la suma de las fracciones inorgénicas.

El método que se describe a continuacion para determinacion de nitrogeno total es
el método Kjeldhal con adicion de 4cido salicilico al acido sulfirico concentrado para
incluir nitratos en la digestion de la muestra. El suelo es digerido con una mezcla 4cido
sulfiirico-acido salicilico para incluir nitratos y convertir la fraccién orgéanica a sulfato de
amonio. Posteriormente el amonio es destilado y atrapado en una solucién indicadora
conteniendo acido bérico para después ser titulado con una solucién de 4cido clorhidrico
estandarizada.

DIGESTION DE LA MUESTRA

La digestion de la muestra se realiza utilizando digestores Kjeldhal. Dependiendo
de la dimension de los digestores y de los matraces Kjeldhal el proceso se denomina
macro, semi-micro y micro. El peso de la muestra a digerir dependera del procedimiento
elegido y el nivel de nitrogeno estimado, ya que en suelos con un bajo contenido de
nitrégeno, el volumen de muestra requerido en el proceso de destilacion de N-NH, es
muy grande y volumenes pequefios dificultan su deteccién. La digestion de la muestra es
un proceso consumidor de tiempo que requiere de 5 a 8 horas, por lo cual es
recomendable la aplicacion de catalizadores para acelerar la reaccion.

Reactivos

A) Acido Sulférrico concentrado-Acido Salicilico

B) Mezcla de Catalizadores
Moler y mezclar lo mejor posible en un mortero 100 g de sulfato de potasio (K,SO4)
y 10 g de sulfato de cobre (CuSO4). Cuando sea necesario acelerar aun mas la
reaccion es recomendable adicionar a cada matraz un poco de selenio o preparar la
mezcla catalizadora K;SQy : CuSO, : Se en proporcion 100 : 10 : 1.

Procedimiento Micro-Kjeldhal

1) Colocar 1 g de suelo en un matraz de digestion Kjeldhal

2) Adicionar 5 mL de la mezcla 4cido sulfirico-4cido salicilico

3) Afadir alrededor de 0.5 g de la mezcla de catalizadores

4) Iniciar el calentamiento en los digestores Kjeldhal. Durante los primeros 20-30
minutos el calentamiento debe ser bajo, particularmente en muestras con alto
contenido de materia orgénica. La digestion debe ser efectuada hasta que se clarifique
la solucién. Esto ocurre generalmente de 4 a 6 horas.

5) Retirar los matraces del digestor y dejar enfriar.

6) Adicionar alrededor de 20 mL de agua destilada.

7) Después de que la solucion se enfrie, filtrarla a través de papel filtro # 3 hacia un
matraz volumétrico de 100 mL y aforar a la marca con agua destilada.
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DETERMINACION DE AMONIO

La estimacion de N-NH; de la muestra digerida puede efectuarse directamente en el
digerido por métodos colorimétricos como el azul de indofenol, método Nessler, o por
métodos potenciométricos usando electrodos sensibles al ion amonio. En el laboratorio
del CIBNOR-Guerrero Negro, la determinacion de nitrégeno total mediante la estimacion
de N-NH; se realiza por destilacion y por el método Nessler, siendo este ultimo
procedimiento colorimetrico el mas cominmente utilizado.

METODO NESSLER

Reactivos

A) Hidréxido de Sodio, 1 N
Pesar 20 g de NaOH y depositarlos en un vaso de precipitado de 500 mL. Disolver y
transferir la solucion a un matraz volumétrico de 500 mL. Finalmente aforar a la
marca de 500 mL.

B) Fenolftaleina o Rojo de Metilo

C) Rochelle Salt (solucion saturada)
Coloque en un agitador magnético un vaso de precipitado de 100 mL con alrededor
de 80 mL de agua destilada. Vierta cantidades de potasium sodium tartrate (Rochelle
Salt) y mantenga la solucion bajo agitacion continua hasta que se detecte el punto de
saturacion (que no se disuelva).

D) Reactivo Nessler
Pesar y disolver por separado 10 g de Hgl,, 50 g de KBr y 25 g de NaOH.
Posteriormente vertirlos a un matraz volumetrico de 1 L y finalmente aforar el matraz
a su marca.

Procedimiento

1) Tomar como alicuota 10 mL del destilado y vertirlo a un matraz volumetrico de
50 mL

2) Agregar alrededor de 10-15 mL de agua destilada

3) Adicionar 2 gotas de Sal Rochelle

4) Para la neutralizacion de la muestra agrege los mililitros necesarios de NaOH 1N
Nota: Para conocer la cantidad de NaOH 1N para la neutralizacion, tomar 10 mL
del destilado de la muestra y vertirlos en un tubo de ensaye. Enseguida agregar 1
gota del indicador y mezcle. Adicionar lentamente NaOH 1N hasta que el color
cambie. Los mililitros utilizados para el cambio de color son los que se deben de
adicionar a cada muestra durante el analisis.

5) Adicionar 2 mL del reactivo Nessler y agitar inmediatamente

6) Afore ala marca de 50 mL con agua destilada y agitar.

7) Reposar 15-20 min y mida su absorbancia a 415 nm en espectrofotometro
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Ejemplo de Calculo por el Método Nessler

El calculo de nitrogeno total por este procedimiento se basa en la determinacion
colorimetrica de amonio (N-NH,). Por consiguiente, primeramente se establece un juego
de estandares de determinada concentraciéon como por ejemplo; 0, 20, 40, 60, 80 ppm o lo
que es equivalente; 0, 20, 40, 60, 80 pg N-NHs/mL como se describié en la linea de
medicién en el apartado de reactivos. Al medir la absorbancia de estas estandares en el
espectrofotémetro, y graficando la absorbancia contra la concentracion se obtiene la linea
de medicion siguiente:

0sol / STD | ABS
025+ - (ug/mL)
- 0 [0.008
§020 7 1=0.9990 20 0.086
8 016 b s :
§°° T 40 [0.159
ol w7 60 | 0.231
o ¥ 80 0292
- R R

Concentracion {(ug/mL)

Relacion entre la concentracion de N-Amonio (N-NH4) y la absorbancia

Al medir la absorbancia de una muestra determinada en el espectrofotometro se
obtiene, por ejemplo, un valor de 0.148. Por tanto, aplicando el método grafico en la
figura anterior se determina que la concentracion de la muestra es 37 pg N-NHa/mL

METODO DE DESTILACION

La determinacion indirecta de amonio por destilacion es un procedimiento ampliamente
utilizado. El NH; de la muestra previamente digerida es destilada en un medio alcalino,
generalmente utilizando hidroxido de sodio para este fin. El NH; de la solucién destilada
es atrapada en 4cido borico, el cual se titula con HCI estandarizado utilizando una mezcla
de rojo de metilo y verde bromocresol como indicadores.

Reactivos

E) Hidroxido de Sodio, 25%
Pesar 250 g de NaOH y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L. Agregue
alrededor de 800 mL de agua destilada y disolver. Permita que se enfrié¢ la solucion
con el vaso de precipitado tapado con papel aluminio o algun plastico para prevenir la
absorcion de CO, de la atmdsfera. Una vez fria la solucion, transfiérala a un matraz
volumétrico de 1 L y afore a la marca con agua destilada. Almacenar en bote de
plastico perfectamente tapado para prevenir la absorcion de CO,.
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F) Solucién Indicadora
Disolver 0.130 g de rojo de metilo y 0.200 g de verde bromocresol en 200 mL de
etanol 96%.

G) Acido Bérico-Solucion Indicadora
En un vaso de precipitado de 1 L, disolver 10 g de 4cido borico en alrededor de 900
mL de agua caliente, enfri¢ y afiada 20 mL de la solucién indicadora. Transfiera la
solucion a un matraz volumétrico de 1 L y haga a su volumen con agua.

H) 0.1 M estandarizado Hidréxido de Sodio
Pesar 4 g de NaOH vy afiadirlos a un vaso de precipitado con alrededor de 600 mL de
agua. Disolverlos y dejar enfriar. Posteriormente, transferir la soluciéon a un matraz
volumétrico de 1 L y aforar a su volumen.
Tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de 4cido oxalico, vertirlos en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL y afiadir 2 o 3 gotas de fenolftaleina 0.1% como indicador.
Titular esta solucion con NaOH 0.1 M hasta que la solucion vire a un color rosa-rojo.

Para calcular la Molaridad del NaOH se emplea la ecuacion siguiente:

2 X M2X V2

V1

En la cual:
M1 = Molaridad del NaOH
M2 = Molaridad del 4cido oxalico
V1 =mL de NaOH
V2 = mililitros tomados de 4cido oxalico =25 mL

I) 0.05 M estandar, Acido Oxalico
Pesar 6.3035 g de acido oxélico, depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L con
aproximadamente 600 mL y disolverlos bien. Transferir la solucién a un matraz
volumétrico de 1 L y aforar a su volumen con agua destilada.

J) 0.1 M estandarizado Acido Clorhidrico
Tomar 8.6 mL de HCI concentrado y vertirlos en un matraz de 1 L con
aproximadamente 600 mL de agua destilada. Mezclar bien, transferir la solucion a un
matraz volumétrico de 1 L y aforar con agua destilada a la marcade 1 L.
Tomar con una pipeta volumétrica 25 mL de HCI 0.1 M y vertirlos a un matraz
Erlenmeyer de 50 mL. Afiadir 2 o 3 gotas del indicador fenolftaleina 0.1%. Titular
esta mezcla con NaOH 0.1 M estandarizado hasta que el color vire a rosa-rojo.
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La Molaridad del HCI se calcula en base a la ecuacion siguiente:

M1 X V2
M1 =

V1

Enla cual:
M2 = Molaridad del NaOH
V2 = mililitros de NaOH
V1 =25mL de HCL, 0.1 M utilizados

K) Acido Clorhidrico, 0.010 M estandar
Vertir un volumen V1 de solucion de HCl 0.1 M estandarizado en un matraz
volumétrico de 1 L y afore a su volumen con agua destilada.

L) Fenolftaleina, 0.1 % como indicador
Disolver 0.1 g de fenolftaleina en 100 mL de etanol 95%

Procedimiento

1) Vertir 25 mL de la solucién indicadora-acido borico en un matraz Erlenmeyer de 200
mL y coléquelo debajo del condensador del aparato de destilacion.

2) Verter de 10-20 mL de la solucion muestra al matraz de digestion

3) Adicionar 25 mL de NaOH 25% al matraz de digestion de Ia unidad de destilacion y
permita la destilacién por mas o menos 7-8 minutos hasta que se produzcan alrededor
de 75 mL de destilado.

4) Retirar el matraz Erlenmeyer del destilador, lave los extremos del condensador y
titule el destilado con 0.01 M HCl hasta que el color cambie de verde a rosa.

8.2 NITROGENO INORGANICO

Los suelos localizados en las zonas 4ridas y semi-aridas presentan un nivel muy
bajo de materia orgénica como consecuencia de la baja precipitacion anual que los
caracteriza. Por esta razon, la concentracion de nitrégeno orgénico, de manera general, es
insignificante desde el punto de vista nutricional para los cultivos. En muchas de estas
areas, como es el caso del noroeste de México y particularmente en Baja California, las
recomendaciones de fertilizantes nitrogenados para las plantas se basan en pruebas de
campo y determinaciones analiticas en laboratorio de las fracciones inorganicas,
principalmente N-NO; y N-NH,.

Generalmente las formas inorgénicas son extractadas con una solucién de KCl
2M, porque ha sido demostrado que esta solucion extracta tanto el NHy intercambiable
como también NO, y NO;. En el laboratorio del CIBNOR-Guerrero Negro, a manera de
rutina se ha implementado la determinacion de amonio por métodos colorimetricos,
mientras que la estimacion de nitratos se efecttia generalmente por cromatografia de iones
y el método colorimetrico propuesto por Cataldo (Cataldo y colaboradores, 1975).
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NITROGENO-NO;

La determinacion de nitrégeno en forma de nitrato en los suelos es un aspecto que
actualmente tiene mucha importancia debido a su facil movimiento hacia capas inferiores
fuera del alcance de las raices de los cultivos, ocasionando su llegada a las aguas
subterraneas y su contaminacion.

El N-NO; generalmente se mueve en el perfil del suelo juntamente con el
movimiento del agua, de manera contraria al N-NH, el cual no se mueve facilmente en la
mayoria de los suelos. Sin embargo, el N-NH,, bajo condiciones propicias es convertido
rapidamente a N-NO; mediante el proceso de nitrificacion. Por estas razones, el muestreo
de los suelos con la finalidad de estimar N-NOs debe realizarse con particular cuidado y
los datos obtenidos de los analisis quimicos deben ser interpretados con cuidado antes de
recomendar programas de fertilizacion.

Un gran nimero de métodos han sido desarrollados para la extraccion y la
determinacion de la cantidad de N-NO; (Page y colaboradores, 1982). Aunque el nitrato
en el suelo puede ser extractado con agua, la solucion de KCl1 2M (10 mL de extractante
por g de suelo) ha sido ampliamente utilizada. Sin embargo, en suelos muy arenosos
como es el caso de muchos terrenos ubicados en zonas éridas y semiaridas, el N-NOs
puede ser extractado confiablemente utilizando Gnicamente agua. En suelos del desierto
de Vizcaino, por ejemplo, la extraccion con agua y la respuesta a la fertilizacion
nitrogenada por los cultivos ha sido demostrada ampliamente. En cste capitulo se
describe el método de Cataldo con algunas modificaciones, mientras que en el capitulo de
determinacion de aniones solubles se incluye la estimacion de nitratos por cromatografia
de liquidos.

METODO DE CATALDO MODIFICADO

Las concentraciones de nitratos en extractos de suelo utilizando KCI generalmente han
sido analizados por medio de metodos automatizados tales como cromatografia de
liquidos (Saito y colaboradores, 1987; Tabatabai, 1996). Estos métodos, sin embargo,
requieren dilucion con agua debido a la elevada concentracion de KCl afecta la
separacion de estos solutos, por lo tanto la sensibilidad se reduce notablemente.

Cataldo y colaboradores (1975), desarrollaron un método colorimétrico sencillo
para extractos de planta con agua, el cual no requiere el procedimiento de la reduccion
del nitrato. Debido a que este método se caracteriza por una alta sensibilidad y
simplicidad, su aplicacién a la determinaciéon de nitratos en el suelo es de gran utilidad.
Por lo tanto, Matsumura y Witjaksono (1999) lo modificaron para adaptarlo a los andlisis
de suelo.

Reactivos

A) Cloruro de Potasio (KCI2M)
Pesar 149.12 g de KCl y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L. Agregar
alrededor de 800 mL de agua destilada y disolver. Transferir la solucién a un matraz
volumétrico de 1 L y aforar a la marca.
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B) 5% de Acido Salicilico en Acido Sulfurico concentrado
Pesar 5 g de acido salicilico y depositarlos en un vaso de precipitado de 100 mlL.
Enseguida afiadir 100 mL de acido sulfurico concentrado medido en probeta y

mezclar bien.

C) Hidroxido de Sodio (NaOH, 2M)
Depositar 80 g de hidroxido de sodio en un vaso de precipitado de 1 L y disolverlos
en aproximadamente 800 mL de agua destilada. Enseguida transferir la solucion a un
matraz volumetrico de 1 Ly aforar a la marca

Linea de Medicion
Solucion de 1000 ppm de N-NO3

La linea de medicion puede ser entre 0 y 60 ppm de N-NO;

Procedimiento

1) Depositar 2-5 g de suelo en un tubo de centrifugacion y afiadir 50 mL de KC1 2M.
Agitar durante 1 hora.

2) Centrifugar a 10,000 rpm por un tiempo de 10 min.

3) Tomar 0.5 mL de la sobrenadante del extracto y vertirla en un tubo de ensayo de
15 mL. El juego de tubos de ensayo debe estar en bafio de hielo.

4) Adicionar 0.3 mL de 5% Ac. Salicilico-H,SO4. Despues de 5 minutos o mas,
mezclar el contenido utilizando agitador vibratorio. Regresar los tubos de ensayo

al bafio de hielo hasta el proximo paso.

5) Posteriormente, colocar el juego de tubos de ensayo en bafio de agua a una
temperatura de 70 °C durante 20 minutos.

6) Enseguida, permitir que los tubos de ensaye se enfrien a temperatura de cuarto.
7) Agregar 10 mL de NaOH 2M y mezclar bien con agitador vibratorio.
8) Permitir que los tubos de ensayo se enfrien a temperatura de cuarto

9) Finalmente, medir la absorbancia a 405 nm en un espectrofotometro
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NITROGENO-NH4

Para la estimacién de amonio por colorimetria se emplean dos procedimientos: 1)
el método Nessler y 2) el método azul de indofenol.

El primero generalmente se usa en muestras vegetales, pero en algunos casos es
empleado en muestras de suelos. El inconveniente de utilizar el método Nessler en
muestras de suelo es que la sensibilidad es limitada y en suelos calcareos esta sujeto a las
interferencias que causan el Ca?* y Mg®". Ademds, por medio de este método es dificil
detectar niveles bajos de amonio.

El método Nessler fue descrito en los procedimientos para determinar nitrégeno
total, por lo cual, en este apartado se describe el segundo, que consiste en un método
colorimetrico que es utilizado ampliamente y que se le ha denominado azul de indofenol.

METODO AZUL INDOFENOL

Desde el siglo XIX fue detectado que al hacer reaccionar el fenol con hipoclorito de
sodio se formaba un complejo azul intenso. Posteriormente esto fue aprovechado para
establecer un método de estimacién de NH4 en muestras de sangre (Van Slyke y Hiller,
1933), el cual fue llamado azul de indofenol. Posteriormente la sensibilidad del método
se incrementa mediante el uso de sodium nitroprusside, compuesto que cataliza la
reaccion. La desventaja de este método es que un alto contenido de Ca*' y Mg** en el
suelo forma significantes hidroxidos insolubles bajo condiciones del elevado pH
necesario para el andlisis. Sin embargo, este inconveniente es minimizado al utilizar un
agente quelatante como EDTA para prevenir la precipitacion que ocasiona interferencias
(Keeney y Nelson, 1982).

Reactivos

A) Solucién Extractora Cloruro de Potasio, KC12 M
Pesar 149.12 g de KCl y depositarlos en un vaso de precipitado de 1 L.
Agregar alrededor de 800 mL de agua destilada y disolver. Transferir la
solucién a un matraz volumétrico de 1 L y aforar a la marca.

B) Reactivo Fenol-Nitroprusside
Disolver 7 g de fenol y 0.034 g de sodium nitroprusside en 80 mL de agua
destilada y diluir a 100 mL. Mezclar bien y almacenar en frasco de color
oscuro en refrigerador.

C) Solucién amortiguadora de hipoclorito de sodio
Disolver 1.480 g de hidréxido de sodio (NaOH) en 70 mL de agua destilada y
adicionar 4.98 g de sodium mono-hydrogen phosphate (Na;HPO4) y 20 mL de
hipoclorito de sodio (NaOCI). Se debe medir el pH de la solucién para
asegurar que este entre 11.4 y 12.2. Afiadir una pequefa cantidad adicional de
NaOH si es requerido para elevar el pH. Diluir a un volumen final de 100 mL

D) Reactivo EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid)
Disolver 6 g de ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA
disodium) en 80 mL de agua destilada, mezclar bien y diluir a 100 ml
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E) Estandares de Amonio (N-NHy)

Estandar de 100 ppm

Pesar 0.4717 g de sulfato de amonio [(NH4),SO4] y depositarlo en un vaso de
precipitado de 100 mL. Afiadir agua destilada y disolver. Transferir la
solucion a un matraz volumétrico y aforar hasta un volumen de 1 L.

Linea de Medicion

De la solucion estandar de 100 ppm tomar 0, 1, 2, 3, 4, y 5 mL y vertirlas a matraces
volumétricos de 50 mL. Aforar los matraces a la marca con KCl 2M. Esta linea de
medicion contiene 0, 2, 4, 6, 8, y 10 ppm (ug de N-NH4/mL)

Procedimiento

Y

2)

Pesar 5 g de suelo y depositarlos en una botella de plastico de 100 mL. Afiadir
50 mL de cloruro de potasio (KCL, 2 M). Agitar por 1 hora. Posteriormente
permita que repose la suspension por 30 minutos o hasta que €l liquido
sobrenadante este claro. Si el extracto no puede ser analizado en el mismo dia,
filtre la suspension utilizando papel filtro # 6 y almacene el filtrado en
refrigerador hasta que los andlisis puedan ser efectuados.

Pipetear una alicuota (no mas de 5 mL) del extracto filtrado obtenido con 2 M
KCl conteniendo entre 0.5 y 12 pg de N-NH, hacia un matraz volumétrico de
50 mL. Alicuotas de alrededor de 3 mL normalmente contienen suficiente N-
NH, para su cuantificacion.

IMADVERTENCIA! Se deben tomar volimenes iguales de las muestras y de las
soluciones estandares.

3)

4)
5)

6)
7

8)

Afiadir 2 mL del reactivo EDTA y mezclar bien. Permita reposar por 1 minuto
a la mezcla.

Adicionar 4 mL del reactivo fenol-nitroprusside

Enseguida adicionar 8 mL del reactivo amortiguador de hipoclorito de sodio,
mezclar bien y aforar el matraz a 50 ml

Colocar los matraces en bafio de agua manteniendo la temperatura a 40°C por
30 minutos.

Retirar los matraces del bafio de agua y enfriar a temperatura de cuarto de 10 a
15 minutos.

Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 636 nm.

Para ahorrar reactivos y facilitar el manejo de un numero elevado de muestras se
sugiere la utilizaciéon de material de menor dimension como son tubos de ensaye de 25
mL en sustitucion de los matraces de 50 mL. Las modificaciones de los volimenes de
reactivo se presentan en el procedimiento siguiente:
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Procedimiento

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

9

Pipetear 2 mL de las muestras a tubos de ensaye de vidrio de 25 mL. También
deben ser pipeteados a otro juego de tubos de ensaye 2 mL de los estandares.
Afiadir 0.5 mL del reactivo EDTA

Adicionar 1 mL del reactivo fenol-nitroprusside

Afiadir 2 mL del amortiguador hipoclorito de sodio

Adicionar 7 mL de agua

Mezclar bien mediante un agitador vibratorio.

Colocar los tubos de ensaye en bafio de agua manteniendo la temperatura a
40°C durante 30 minutos.

Retirar los tubos de ensaye del bafio de agua y enfriar a temperatura de cuarto
de 10 a 15 minutos.

Medir la absorbancia a una longitud de onda de 636 nm en espectrofotometro.

Ejemplo de Calculo

Para estimar la concentracién de NH, de una muestra se procede de igual forma que en el
método Nessler (pagina 26). Primeramente se establece un juego de estandares de
determinada concentracién como; 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ppm o lo que es lo mismo, 0, 2, 4, 6, 8
y 10 pg/mL (linea de medicion descrita anteriormente). Al medir la absorbancia de estos
estandares en el espectrofotémetro y graficando absorbancia contra concentracion se
obtiene la linea de medicién. Posteriormente se utiliza el método grafico o matematico
para determinar la concentracion de NH, en las muestras.

De esta manera se tiene:

2.56 ug NH; X 15 veces diluida = 38.4 ug NH,

transformando a una expresion comin de concentracion, mg/100g de suelo se tiene;

0.0384 mg NH4 X 100g

NH,4 (mg/100 g) = = 0.768 mg NH4/100 g suelo

549
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9. FOSFORO

Los requerimientos de fosforo para el desarrollo optimo de las plantas esta
ubicado en el rango de 0.3 a 0.5% del peso seco de la planta durante los estados
vegetativos de crecimiento (Marschner, 1986). Debido a las funciones del fosforo en el
desarrollo y metabolismo de las plantas, la deficiencia conduce a una reduccion general
de la mayoria de los procesos metabolicos, incluyendo la expansion y division celular,
respiracion y fotosintesis (Terry y Ulrich, 1973).

E] fosforo es absorbido por las plantas como H,PO4, HPO,~ 0 PO4 dependiendo
del pH del suelo. La mayor parte del fosforo del suelo esta ligado quimicamente en
compuestos de solubilidad limitada. La solubilidad de los fosfatos depende de diversos
factores, entre los que se pueden citar la temperatura y el pH del suelo. Ha sido reportado
que el fosfato disponible del suelo puede ser solamente < 1% del total de la cantidad
presente (Bohn y colaboradores, 1985). En suelos neutros y alcalinos se forma fosfato de
calcio mientras que en suelos 4cidos se producen fosfatos de aluminio y fierro.

Para la obtencion de rendimientos elevados de los cultivos se necesita aportar
fertilizantes fosfatados en muchos suelos, lo cual significa que estos suelos son incapaces
de proporcionar en forma natural el fosforo para cubrir los requerimientos de las plantas.
Sin embargo, en otros suelos la aplicacién de fertilizantes fosfatados no provoca la
respuesta de los cultivos al encontrarse en cantidades apreciables en forma disponible de
manera natural, lo que ocasiona en muchos casos, desbalances nutricionales y perdidas
econémicas. Por consiguiente, el diagnostico del status del fosforo en el suelo es esencial
para un manejo adecuado de la fertilizacion fosfatada que se traduzca en un mejor
crecimiento de las plantas y la obtencion de altos rendimientos.

Desde la década de 1950’s, se iniciaron los trabajos para comprender las formas
en que se encuentra el P en los suelos y su disponibilidad para los cultivos. Uno de los
esquemas de fraccionamiento mas ampliamente conocido es el propuesto por Chang y
Jackson (1957). Las distintas formas de P han sido utilizadas para estudiar las
transformaciones de los fertilizantes fosfatados aplicados a los suelos.

Para evaluar la disponibilidad de P en los suelos diversos procedimientos han sido
propuestos, los cuales extractan diferentes cantidades de P dependiendo del tipo de
solucién utilizada. De manera general, los extractantes pueden ser divididos en:

a) Soluciones diluidas de acidos fuertes (HCL, HNOs, H2SO4).

b) Soluciones diluidas de 4cidos fuertes + iones acomplejantes (ej: floruro).
¢) Soluciones diluidas de acidos débiles (citrico, lactico, acético).

d) Soluciones amortiguadoras alcalinas (bicarbonato de sodio).

En la Tabla 9.1 se presentan algunos métodos para extraer fosforo, sus caracteristicas
principales y los suelos donde han arrojado los mejores resultados.
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Tabla 9.1. Métodos de extraccion de fosforo disponible para las plantas.

Volumen del Tiempo de

Muestra  Extractante Agitacion
Meétodo  Suelo Extractante (2 (mL) (min) pH
Mehlich 4cido 0.05N HCI + 0.025N H,SO, S 20 S 1.7
Bray-1 acido 0.03N NH,F + 0.025N HCl 3 20 1 2.5-2.6
Bray-2  acido 0.03N NH,F + 0.1N HCI 3 20 1 1.5-1.6
Troug 0.002N H,S0, (amortiguada 1 200 30 3
con sulfato de amonio)
Olsen alcalino  0.5N NaHCO; (ajustado a pH 2.5 50 30 8.5
8.5 con NaOH)
Morgan 0.5N acido acético en acetato 5 25 15 4.8
de sodio

Para la seleccién del procedimiento para extraer fosforo deben ser considerado los
criterios siguientes:

1) El extractante debe extraer todo o una parte mayoritaria del fésforo disponible en
suelos con diferentes caracteristicas.

2) La cantidad extractada debe correlacionar con el crecimiento y respuesta de una
amplia gama de cultivos bajo diferentes condiciones.

3) La interpretacion de los resultados de las pruebas con suelos debe permitir la
clasificacién de los suelos hacia grupos como deficiente y suficiente, o bajo,
medio y alto en fosforo disponible en base a las calibraciones realizadas en campo
del método con diferentes plantas desarrolladas hasta la etapa de madurez.

4) El procedimiento de extraccién y medicién del f6sforo debe ser rapido y con una
exactitud razonable.

En este manual se describen tres procedimientos ampliamente utilizados para la
determinacion de disponibilidad de fosforo; i) el método Olsen, ii) el método Bray-1 y iii)
el método Troug. Sin embargo, el procedimiento adoptado en el laboratorio del
CIBNOR-Unidad Guerrero Negro de manera rutinaria es el propuesto por Olsen y
colaboradores (1954), ya que es el mas recomendable para suelos alcalinos como los
prevalecientes en el noroeste de México y sobre la base de los resultados obtenidos en un
experimento de comparacion de soluciones extractoras realizado con suelos de Guerrero
Negro (Tabla 9.2). Los otros dos se utilizan en casos de investigaciones cuyos objetivos
son la disminucién de los elevados pH’s de los suelos de la regién y su efecto sobre la
disponibilidad de nutrientes.

Tabla 9.2. Extraccion de P de suelos de Guerrero Negro por diferentes métodos y su
correlacién con la absorcién de P por plantas de repollo cultivadas bajo condiciones de
invernadero (Ref. Lopez y colaboradores, 1994).

Método Relacién suelo: solucién  Tiempo de agitacion ~ Coef. de correlacion
(p/v) (minutos)

Olsen 1:20 30 0.91

Bray-1 1:7 1 0.85

Troug 1:200 60 0.86
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METODO OLSEN

Este método es recomendado para suelos calcareos, alcalinos y neutrales. La
caracteristica principal de este método consiste en que promueve la hidrolisis de los
fosfatos de aluminio y fierro, y activa la liberacion del fosforo enlazado en los fosfatos de
calcio predominantes en suelos calcareos al precipitar el Ca** como CaCO; (Olsen y
colaboradores, 1954).

Reactivos

A)

B)

9

D)

E)

F)

Hidroxido de Sodio, NaOH 1 M

Pesar 4 g de NaOH y depositarlos en un vaso de precipitado de 100 mL. Afiadir
agua destilada y disolver. Transferir la solucién a un matraz volumétrico de 100
mL y hacer a su volumen con agua destilada.

Solucién Extractante Bicarbonato de Sodio, NaHCO; pH 8.5

Pesar 84 g de NaHCO3 y depositarlos en un vaso de precipitado de 2 L con
alrededor de 1.8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8.5 mediante la adicion de
NaOH 1M. Transferir la soluciéon a un matraz volumétrico de 2 L y haga a su
volumen con agua destilada.

Acido Clorhidrico, HC1 10 N
Vertir 833 mL de ¢-HCI (12 N) en un matraz volumétrico de 1 L. Enseguida
adicionar lentamente agua destilada hasta aforara 1 L.

Solucion Molibdato de Amonio-acido Clorhidrico

Calentar en un mechero un vaso de precipitado con aproximadamente 300 mL de
agua hasta alcanzar 60°C. Enseguida vertir 15 g de molibdato de amonio y
disolver. Enfriar y transferir esta solucion hacia un matraz volumétrico de 1 L.
Afiadir 350 mL de HCl 10 N. Permitir que se enfri¢ y entonces aforar a la marca
con agua destilada.

Se puede usar esta solucién hasta por dos meses si se almacena en frasco oscuro.

Solucién concentrada de Cloruro de Estafio, SnCl,

Pesar 10 g de cloruro de estafio (SnCl,) y depositarlos en un vaso de precipitado
de 50 mL. Agregar 25 mL de ¢-HCL (12 N) y disolver. Almacenar en frasco
oscuro en refrigerador, pero no por mas de 2 meses.

Solucion diluida de Cloruro de Estafio, SnCl,

Vertir 1 mL de la solucion concentrada de SnCl, en un vaso de precipitado de 500
mL. Enseguida afiadir 333 mL de agua destilada. Mezclar bien. Esta solucion
debe prepararse de nuevo cada 6-8 horas.
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G) Estandares de fosforo (P)
Estandar de 1000 ppm
Pesar 2.1972 g de fosfato de hidrogeno de potasio (KH2POqs) y depositarlos en un
vaso de precipitado de 500 mL. Agregar alrededor de 300 mL de agua destilada y
disolver. Posteriormente transferir la solucion a un matraz volumétrico de 500 mL
y finalmente aforar a la marca con agua destilada.

Estandar de 10 ppm

De la solucién estandar de 1000 ppm, tomar 1| mL y vertirlos en un matraz
volumétrico de 100 mL. Enseguida aforar con agua destilada hasta la marca de
100 ml

Linea de Medicion

De la solucién estandar 10 ppm de P, tomar 0, 1, 2, 3 y 4 mL y vertirlos en matraces
volumétricos de 50 mL. Posteriormente proseguir de la misma manera como se describe
para la muestra. Los puntos de esta linea de medicion contienen; 0, 10, 20, 30 y 40 pug de
P.

Procedimiento

1) Pesar 2.5 g de suelo y depositarlos en un bote de polietileno de 100 mL

2) Afadir 50 mL de la solucion extractante

3) Agitar por 30 minutos

4) Filtrar la solucion a través de papel filtro # 6

5) Dependiendo de la concentracion estimada de fosfatos en la muestra, tomar una
alicuota de 5-10 mL de la solucién filtrada y vertirla a matraces volumétricos de
50 mL

6) Agregar suavemente 10 mL de la solucion molibdato de amonio-acido
clorhidrico. Esperar a que el burbujeo finalice.

7) Adicionar agua destilada hasta alrededor de 40 mL

8) Afiadir 5 mL de la solucion diluida de SnCl,

9) Aforar a la marca de 50 mL con agua destilada y agitar

10) Dejar reposar 15 min y medir la absorbancia a 660 nm en espectrofotometro

Ejemplo de calculo:

Para estimar la concentracién de P de una muestra, primeramente se establece un juego
de estandares de determinada concentracién como; 0, 10, 20, 30 y 40 ppm o lo que es lo
mismo, 0, 10, 20, 30 y 40 ug/mL (linea de medicion descrita anteriormente). Al medir la
absorbancia de estos estandares en el espectrofotometro y graficando absorbancia contra
concentracion se obtiene la linea de medicion siguiente:

40



035 STD ABS
030 (ug/mL)
05 0 0.006
§ 02 B 10 0.081
e r=0.9998 70 T0.156
e 30 0.235
0os | 40 0.316

0 1o 20 0 40 50
12:5 Concentracién (pg/mL)
Relacion entre la o ntracién de fosforo (P) y la absorbancia

Al medir la absorbancia de una muestra en el espectrofotometro se obtiene el
valor de 0.101. Por lo tanto, al emplear el método grafico en la figura anterior se
determina que la concentracion de la muestra es 12.5 pg/ml.

Es comun realizar diluciones de los extractos de la muestra con el propésito de
que el valor de su absorbancia quede dentro del rango de la linea de medicion. En este
ejemplo, la muestra fue diluida 5 veces, por lo cual la concentracion real de fosforo en la
muestra es 12.5 X 5 = 62.5 pg P/50 mL, o su equivalente, 62.5 pg P/2.5g de muestra. El
valor 2.5 se refiere a la cantidad de muestra que se peso para el anlisis.

Generalmente la concentracion de P en los suelos se expresa como mg P/100 g de
suelo, 0 en ppm (ug P/g de suelo = mg P/kg de suelo).

Para transformar el valor de 62.5 ug P/2.5 g de suelo del ejemplo a mg P/100 g de
suelo u otra unidad como ppm se realiza la operacion siguiente:

62.5

ug P/g de suelo (ppm) = —————— =25 ug P/g de suelo (ppm)
2.5

o para la transformacion a mg P/100 g de suelo:
62.5 ug P/2.5 g de suelo = 0.0625 mg P/2.5 g de suelo, por lo tanto:
0.0625 X 100

mg P/100 g de suelo = = 2.5 mg P/100 g de suelo
2.5
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Calculo por método matemitico

Generalmente el numero de muestras analizadas es elevado y por lo consecuente el
método grafico resulta imprictico. En este caso, es conveniente utilizar un método
matematico como el de regresion. Para esto es indispensable determinar la ecuacion de
regresion de la linea de medicion.

y=a+b(x)
Los valores que surgen de la linea de medicion del ejemplo son los siguientes:

y = concentracion desconocida

a=-0.51022

b=129.1575

x = absorbancia de la muestra = 0.101 en el ejemplo

por lo tanto, sustituyendo por valores las literales de la ecuacion se obtiene lo siguiente:
y =(-0.51022) + 129.1575 (0.101) = 12.53 pg/mL
A partir del valor obtenido se prosigue con los célculos anteriormente explicados.

Es recomendable la utilizacion de alguna hoja de calculo como Lotus o Excel para
facilitar el calculo de la concentracion de un nimero elevado de muestras.

METODO BRAY-1

Es un método que generalmente se utiliza para suelos 4cidos y no es recomendable su
aplicacion en suelos calcdreos debido a la neutralizacién que sufre el 4cido empleado por
el carbonato de calcio (CaCOs) y la formacion de CaF, que reaccionan con el P disuelto
para formar precipitados secundarios.

Reactivos
A) Floruro de Amonio, NH4F, 1 M
Pesar 37 g de NH,F y depositarlos en un vaso de precipitado de 500 mL. Afiadir
agua destilada y disolver. Transferir la solucion a un matraz volumétrico de 1 L y
aforar a su volumen.

B) Acido Clorhidrico, HCL, 0.5 M
Vertir 41.6 mL de ¢-HCI (12 M) a un vaso de precipitado de 500 mL conteniendo
aproximadamente 400 mL de agua destilada. Enseguida transferir la solucién a un
matraz volumétrico de 1 L y aforar a su volumen
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C) Solucion Extractante

Vertir 30 mL de NH4F, 1 My 50 mL de HCI, 0.5 M a un matraz volumétrico de 1
L. Posteriormente hacer a su volumen con agua destilada. Esta solucion que
contiene NH,F, 0.03 M y HCI, 0.025 M puede ser almacenada por largo tiempo (1
afio o mas) si se guarda en un frasco color oscuro.

D) Acido Clorhidrico, HCI 10 N

(Ver preparacion en el método Olsen)

E) Solucion Molibdato de Amonio-Acido Clorhidrico

F)

(Ver preparacion en el método Olsen)

Solucion concentrada de Cloruro de Estafio, SnCl,
(Ver preparacion en el método Olsen)

G) Solucién diluida de Cloruro de Estafio, SnChL

(Ver preparacion en el método Olsen)

H) Estandares de fosforo (P)

Estdandar de 1000 ppm

Pesar 2.1972 g de fosfato de hidrogeno de potasio (KH,PO4) y depositarlos en un
vaso de precipitado de 500 mL. Agregar alrededor de 300 mL de agua destilada y
disolver. Posteriormente transferir la soluciéon a un matraz volumétrico de 500 mL
y finalmente aforar a la marca con agua destilada.

Estdndar de 10 ppm
De la solucion estandar de 1000 ppm, tomar 1 mL y vertirlos en un matraz
volumétrico de 100 mL. Enseguida aforar con agua destilada hasta la marca de

100 ml

Procedimiento

1)
2)
3)
4
5)
6)
7)
8)
9

Pesar 1 g de suelo y depositarlo en un tubo de ensaye de 10 mL
Adicionar 7 mL de la solucion extractante

Agitar por 1 minuto

Filtrar la solucién a través de papel filtro # 6

Tomar 1 mL de la solucién filtrada y depositarla en un tubo de ensaye
Adicionar 6 mL de agua destilada

Afiadir 2 mL de la solucién molibdato de amonio-acido clorhidrico
Adicionar 1 mL de la solucién diluida de SnCl,

Dejar reposar 5 minutos

10) Medir la absorbancia a 675 nm
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METODO DE TROUG

Es un procedimiento que basa su medicién de fosforo en el desarrollo de color azul que
se forma en el complejo al reaccionar los molibdatos con los ortofosfatos en solucién
bajo condiciones de acidéz. La intensidad de la coloracion es proporcional a la cantidad
de fosfatos presentes en solucién en la muestra. Con este método se traen a solucion algo
de fosfatos de aluminio y fierro, y grandes cantidades de los fosfatos de calcio. Al
contrario del método Bray-1, este método permite mayores cantidades de N-NOs y Fe en
la solucién sin que causen interferencias serias.

Reactivos

A) Acido Sulfurico, H;SO4 0.1 N
Vertir 1.40 mL de c-H,SO4 (35.5 N) en un matraz volumétrico de 500 mL
conteniendo alrededor de 300 mL de agua destilada. Enseguida hacer a su
volumen con agua destilada.

B) Solucion Extractante de Troug
En un vaso de precipitado de 1 L vertir 20 mL de H,SOs 0.1 N. Enseguida
adicionar 3 g de sulfato de amonio (NH4),SO4 y afladir agua destilada hasta
alrededor de 600-700 mL. Ajustar el pH de la solucion a 3.0. Posteriormente
transferir la solucién hacia un matraz volumétrico de 1 L y hacer a su volumen
con agua destilada.

C) Acido Clorhidrico, HCI 10 N
Ver preparacion en el método Olsen

D) Solucién Molibdato de Amonio-Acido Clorhidrico
Ver preparacion en el método Olsen

E) Solucion concentrada de Cloruro de Estafio, SnCl,
Ver preparacion en el método Olsen

F) Solucion diluida de Cloruro de Estafio, SnCl,
Ver preparacion en el método Olsen

G) Estandares de fosforo (P)
Estandar de 1000 ppm
Ver preparacion en el método Bray-1

Estandar de 20 ppm

De la solucion estandar de 1000 ppm, tomar 2 ml y vertirlos en un matraz
volumétrico de 100 mL. Enseguida aforar con agua destilada hasta la marca de
100 mL.
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Procedimiento

1)
2)
3)
4)

3)
6)
7)
8)
9)

Pesar 0.5 g de suelo y depositarlos en un bote de polietileno de 100 mL

Adicionar 100 mL de la solucion extractante de Troug

Agitar mecéanicamente durante 1 hora

Permitir que la solucién se asiente y pipetear una alicuota de 2-10 mL (depende
de la concentracion de fosfatos estimados en la muestra) hacia matraces
volumétricos de 50 mL

Afiadir agua destilada hasta aproximadamente 35 mL

Adicionar 10 mL de la solucién molibdato de amonio-acido clorhidrico

Adicionar 5 mL de la solucion diluida de SnCl,

Aforar a la marca del matraz con agua destilada

Medir su absorbancia a 660 nm en espectrofotometro
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10. ANIONES SOLUBLES EN AGUA

Método Cromatografia de Liquidos

Principios Bdsicos de Cromatografia de Liquidos

La ampliacién del conocimiento disponible de los sistemas de cromatografia liquida ha
puesto a disposicion este util método analitico para muchos tipos de aplicaciones.
Aunque la cromatografia de gases tiene gran utilidad en quimica orgénica, sus
aplicaciones en otros campos son limitadas porque muchos compuestos no-volatiles, de
alta polaridad y compuestos complejos son dificiles de separar por esta técnica. Con la
cromatografia de liquidos se pueden superar muchas de estas dificultades y es un método
con excelente resolucion, alta velocidad y sensibilidad para la separacion de compuestos
como los mencionados anteriormente. Esta técnica puede ser util no solamente en
quimica agricola, sino también en quimica inorganica, orgénica y del medio ambiente.

Las operaciones de introduccion de la muestra, la separacién cromatografica y la
deteccion son realizadas de manera similar que en cromatografia de gases, con excepcion
de las modificaciones hechas con el fin de utilizar un liquido en lugar de un gas como
fase movil. El muestreo es secuencial, los compuestos separados son eluidos con la fase
moévil, y la deteccion es un proceso que depende del tiempo. Las separaciones en
cromatografia liquida son el resultado de interacciones especificas de las moléculas de la
muestra con tanto la fase estacionaria (columna) y la solucion de acarreo (fase movil).

Inicia Ia
Muestra  separacion  Separacion completa

Dejan 1a columna

Tiempo de Elucion (min)

I
2.37 4.09 5.28
(cn (NO3) (804)

Fig. 10.1. Pasos basicos en la separacion de aniones en una columna cromatografica

Las columnas de separacion son componentes esenciales en los sistemas de
cromatografia y estdn disponibles en varias longitudes y didmetros. Para resistir las
elevadas presiones que se requiere en el funcionamiento del sistema, las columnas son

47

Pasan un detector



fabricadas generalmente de tubos de acero inoxidable. Las columnas con un didmetro
interno de 4 a 5 mm son comunes en HPLC (High Performance Liquid Chromatograph).
Los diametros de las sustancias quimicas con que son llenadas oscilan de 2 a 5 pm, los
cuales deben tener un tamafio uniforme y mecénicamente estable. La longitud de la
columna varia de 10 a 30 cm. Cuando la velocidad analitica es de mucha importancia,
una columna corta (3 a 6 cm) puede ser una columna util.

En la Figura 10.1 se mostré esquematicamente los pasos basicos (inyeccion-
separacion-deteccién) para ejemplificar la separacion de algunos aniones por
cromatografia.

Separacion de Aniones

La medicién cuantitativa de aniones inorganicos en extractos de suelo es cominmente
efectuada por métodos analiticos separados. La mayoria de estos métodos son laboriosos,
ocupan demasiado tiempo y se requiere de habilidad analitica.

Por otro lado, la falta de sensibilidad, y las interferencias causadas por ciertos
constituyentes del suelo ocasionan que algunos procedimientos para analizar aniones sean
poco aplicables. Ademas, en muchos casos, grandes volimenes de muestra son
necesarios para efectuar los andlisis. En el laboratorio del CIBNOR-Guerrero Negro, el
método analitico utilizado para la determinacion de aniones inorganicos solubles en agua
es cromatografia de liquidos. Las determinaciones se realizan en el extracto suelo: agua
en proporcién 1:5 o en el extracto de saturacion descritos en el capitulo 4. Es un método
rapido, sensible y preciso mediante el cual se pueden detectar simultancamente I, Cr,
NO,;, NO; y SO; en menos de 12 minutos. En la Figura 10.2 se presenta un
cromatograma de una solucién estandar utilizada para la medicion de aniones.

PICO | ANION | TIEMPO | CONC(ppm)

1 F 1.717 5

2 Cl 2.062 10
3 NO; 2.873 10
4 NO; 4.082 20
5 SO 5.210 30

Fig. 10.2. Cromatograma de aniones inorganicos obtenido por
cromatografia de iones con 25 mM écido eftalico y 2.4 mM
Tris para una solucion estandar conteniendo 5 ppm de F, 10
ppm de Cl, 10 ppm de NO», 20 ppm de NO3 y 30 ppm de SOs4.
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Para la determinacién se utilizé6 un equipo SHIMADZU HIC-6A y la separacion

fue efectuada sobre una columna analitica SHIM-PACK IC-ALl. Su estructura es de acero
inoxidable con un didmetro interno de 4.6 mm X 10 cm y el material de reaccion que
contiene es una resina de intercambio ani6nico con particulas de 10 um de didmetro y los
grupos funcionales incorporados son compuestos cuaternarios de amonio.

La solucién transportadora (fase movil) empleada en la separacion consiste de 2.5

mM é&cido eftalico y 2.4 mM Tris ajustada a un pH de 4.0.

Procedimiento

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7

8)

Utilizar extracto 1:5 o pasta de saturacion como se describi6 en el Capitulo 4 para
medicion de salinidad.

Dejar reposar la suspension para permitir la sedimentacion de particulas.
Centrifugar a 10,000 r.p.m. por 10 minutos y decantar la sobrenadante a tubos de
ensayo de vidrio de 25 mL.

Antes de hacer diluciones es recomendable medir la conductividad electrica de
algunos extractos para conocer su concentracion de iones y en base a esto realizar
las diluciones convenientes.

Filtrar las soluciones originales o diluidas a traves de discos de cromatografia de
filtrado hacia recipientes para muestra.

Colocar los recipientes para muestra en su estante y depositarlos en la camara de
autoinyeccion.

Previa estabilizacion de la fase movil y la columna de deteccion (2-4 horas) y
considerando los parametros establecidos para el equipo iniciar la medicion de
una solucion estandar de referencia.

Posteriormente, iniciar la medicion de las muestras.

En la Figura 10.3 se presenta un cromatograma de separacion de aniones

inorganicos en una muestra de suelo y sus condiciones analiticas.

I — 0.845
- - —-.uJo i . ) )
' / - - - e = 2,483
f 3.033 B ' -
—= 5,55
- = Condiciones Analiticas
Pre-columna: Shim-Pack IC-GA1 PICO | ANION | TIEMPO | CONC(ppm)
Columna: Shim-Pack IC-A1l 3 Ci 2.483 22.28
Fazse I\I/In(;\‘/][ﬂ'i"zj nIl{Ni e:)c. Eftalico 4 NO, 3.033 380
- +24 tis, pH 4.
Velocidad de flujo: 1.5 mL/min > NOs | 4237 24.67
Temperatura: 40°C 6 SO4 5.550 8.95

Fig. 10.3. Cromatograma de aniones inorganicos obtenidos
por cromatografia de iones en una muestra de suelos en un
extracto acuoso proporcion 1:5. Las condiciones analiticas
son presentadas en la parte de arriba.
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Ejemplo de cdlculo:
Tomando como ejemplo el cromatograma presentado en la Figura 10.3 tenemos que:

Cl1=22.28 ppm =22.28 pug/ml
NO; = 3.80 ppm = 3.80 pg/mi
NO; = 24.67 ppm = 24.67 pg/ml
SO, = 8.95 ppm = 8.95 pg/mi

Estos valores se transforman de acuerdo al volumen usado en la extraccion, si el volumen
extractado fue diluido y el peso de la muestra. Las unidades en que se expresa el
resultado es generalmente mg/100 g de suelo.

En el caso del Cl tenemos;

Cl1=22.28 pg/ml

Volumen extractado = 50 ml (10 g suelo: 50 ml de agua)
Dilucion = 5 veces

Muestra = 10g

Asi que;

Cl=22.28 pg/ml X 50 ml X 5 = 5570 pg/50 ml

Cl=5.570 mg/50 ml = 5.570 mg/10g = 55.7 mg/100g

Para el NO; tenemos;
NO; = 24.67 pg/ml X 50 ml X 5 = 6167 pg/50 ml

NOs = 6.167 mg/ml = 6.167 mg/10g = 61.67 mg/100g

Para conocer la concentracion de nitrogeno en forma de nitratos (N-NO;) se deben
utilizar los pesos atomicos de los elementos del compuesto;

N=14 X1 =14
O0=16 X3 =48
NO3 =62
Entonces, el porciento de N en NOjs es igual a 22.58%

Por tanto;
61.67 mg NO3/100g X 0.2258 =13.92 mg N-NOs/100g
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11. CATIONES SOLUBLES EN AGUA

Tres técnicas pueden ser usadas para observar el vapor atémico que es producido
cuando una solucién muestra es nebulizada y pasada por una flama. Estas son,
espectroscopia de absorcién atOmica, espectroscopfa de emision de flama y
espectroscopia de fluorescencia atomica. Probablemente de las tres técnicas, la mas
ampliamente utilizada es la espectroscopia de absorcién atémica. La espectroscopia de
absorcién atémica puede ser aplicada a materiales clinicos, suelos, vegetales y muestras
de sustancias organicas e inorganicas. Las soluciones de suelo y extractos de suelo son
analizadas de manera rutinaria para la determinacién de nutrientes, metales pesados y
elementos que contribuyen a la salinidad de los suelos por medio de espectroscopia de
absorcion atomica.

El contenido de cationes intercambiables y cationes solubles en agua son
parametros importantes en el manejo de fertilizantes y mejoradores de suelo, asi como
también para el manejo adecuado de suelos salinos y sodicos. Por ejemplo, el potasio
fijado y el encontrado en el interior de los minerales de la arcilla representan la mayor
proporcién del potasio total y no se encuentra directamente disponible para los vegetales,
por lo cual la determinacion del potasio intercambiable y el soluble en agua nos da una
estimacion de la cantidad que se encuentra a disposicion de las plantas.

Los cationes encontrados en la solucién del suelo (solubles en agua) es la forma
de lo que es directamente tomado por las plantas, pero también es la forma que esta
mayormente expuesta al lavado a través del perfil del suelo. Por consiguiente, el
monitoreo continuo de esta forma de los cationes en el suelo es indispensable para
asesorar la aplicacion de fertilizantes que ayuden al mejor desarrollo de las plantas, asi
como también la aplicacion de mejoradores y técnicas de lavados que prevengan la
acumulacion de sales a limites que ocasionen dafios fisioldgicos en los vegetales.

Para la medicién de cationes mediante espectroscopia de absorcion atémica son
necesarias diferentes lamparas para cada elemento. En la actualidad existen solo unas
pocas lamparas multielementos y que permiten medir diversos elementos con una misma
lampara.

El equipo de absorcion atomica utilizado en el laboratorio del CIBNOR-Guerrero
Negro es marca SHIMADZU-AAG660, el cual utiliza tanto el modo espectroscopia de
absorci6n atdomica como espectroscopia de emision de Hama.

Los principios fundamentales para la medicion de cationes por absorcion atomica
consiste en hacer pasar un haz de luz de una longitud de onda especifica que puede ser
absorbida por el cation de interés expuesto en forma de vapor atémico y midiendo la
disminucién de la intensidad de la luz como un resultado de la absorciéon. El vapor
atomico es producido por la aplicacion de energia térmica por medio de una flama que
resulta de una mezcla aire-acetileno.

En el proceso de absorcion atémica, un atomo en “ground state” absorbe energia
en la forma de radiacion electro-magnética en una longitud de onda especifica y es
elevado a un estado de excitacién como es mostrado de manera simplificada en la Figura
11.1.
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Fig. 11.1. Representacion esquemdtica del proceso de absorcién atémica.

El espectro de absorcion atomica de un elemento consiste de una serie de lineas
de resonancia. Generalmente, la transicion entre el “ground state” y el primer estado de
excitacion es la linea con el poder de absorcién mas fuerte, y esta es la linea comunmente
utilizada (Shugar y Dean, 1990). La cantidad de energfa absorbida a partir de un haz de
radiacién en la longitud de onda de una linea de resonancia se incrementa con el numero
de atomos del cation seleccionado en el incremento de la trayectoria de la luz. La relacion
entre la cantidad de luz absorbida y la concentracién del cation que esta siendo analizado
presente en la estandar puede ser determinado. Las concentraciones desconocidas en las
muestras son determinadas comparando la cantidad de radiacién que ellos absorben y la
radiacion absorbida por los estandares.

DETERMINACION DE CATIONES SOLUBLES EN AGUA

Para la determinacién de cationes solubles en agua la muestra de suelo es preparada de
acuerdo al extracto 1:5 o extracto de saturacién descrito en el Capitulo 4 para medicion
de salinidad. En ambos procedimientos, después de la obtenciéon de un filtrado o
centrifugado claro se continua con la medicién de cationes de la manera siguiente:

Procedimiento

1) Obtencién de un filtrado o centrifugado claro, ya sea por extracto 1:5 o extracto
de saturacion.

2) Establecer una linea de medicion para cada uno de los elementos que se quiere
determinar (Ca, Mg, K, Na, Fe, Zn,) y de acuerdo a la capacidad analitica del
equipo.
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3) En el caso del equipo de absorcion atomica SHIMADZU AA-660 utilizado en el
CIBNOR-Unidad Guerrero Negro las lineas de medicion empleadas comunmente
para algunos elementos son:

Ca:0,2,4,6,8y 10 ppm
Mg:0,1,2,3,4y5 ppm
K:0,1,2,3,4y5 ppm

Na: 0, 0.5, 1.0, 1.5,2.0y 2.5 ppm
Fe: 0,2,4,6,8y 10 ppm
Zn:0,1,2,3,4y5ppm

4) Posteriormente realizar diluciones convenientes de las muestras

5) Enseguida establecer los parametros de medicion correctos para cada elemento de
acuerdo al manual de operacion del equipo.

6) Medir la absorbancia de las estandares para establecer la linea de medicion

7) Después medir la absorbancia de las muestras

8) Calcular las concentraciones considerando el peso de la muestra y dilucion

Ejemplo de Calculo
Suponiendo que:

Método: Extracto 1:5 (10 g suelo: 50 ml de agua)

Concentracion de Ca™" = ?

Volumen de extraccion = 50 ml

Peso de la muestra de suelo =9.94 g

Lectura en Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica = 2.56 ppm = 2.56 pg/ml

Dilucién = 5 veces
1 miliequivalente de Ca”" = 20.04 mg
Entonces se tiene;
2.56 pg Ca’*/ml X 5 X 50 =640 pg Ca’*/ml = 0.640 mg Ca’*/50 ml
0.640 mg Ca’*/50 ml = 0.640 mg Ca>"/10 g de suelo=6.40 mg Ca®"/100 g de suelo

6.40 mg Ca®'/100 g de suelo = 0.32 meq Ca’'/100 g de suelo
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12. CATIONES INTERCAMBIABLES

Anteriormente en el apartado de “Capacidad de Intercambio Cationico”, se han
sefialado de manera breve los fendmenos que intervienen en el intercambio de cationes en
los suelos.

La determinacion de cationes intercambiables es ampliamente usado en la
caracterizacion de suelos. Los cationes intercambiables pueden ser iones H' o cationes
metdlicos, de los cuales los mas importantes son: Ca2+, Mg®*, K" y Na*. Otros iones con
cargas positivas como, NH*, Mg®*, Cu**, Zn** y Fe** también pueden estar retenidos en
el complejo de intercambio. E1 AP es un ion abundante en suelos 4cidos.

En suelos de regiones secas, donde la evaporacion excede a la precipitacion, la
aridez generalmente siempre es acompafiada de problemas de salinidad, por lo cual, la
determinacion del sodio intercambiable es un parametro importante para el manejo
adecuado de suelos salinos y sodicos.

La conductividad eléctrica de un extracto de saturacion es generalmente usado
como un indice de salinizacién, mientras que la proporcion de Na' intercambiable es
utilizada para estimar los rlesgos de sodificacion (Rhoades, 1996).

La estimacién de Ca’>*, Mg?" y K* intercambiable son importantes desde el punto
de vista nutricional para los cultlvos. Ademas, la influencia que tienen estos iones en la
mitigacién del dafio ocasionado por el Na* en los cultivos ha sido ampliamente reportada
(La Haye y Epstein, 1971; Song y Fujiyama, 1996; Grattan and Grieve, 1999).

El K" existe en el suelo en cuatro formas: 1) en solucion, 2) intercambiable, 3)
fijado, y 4) forma mineral. El contenido total de K" de los suelos varia de 3000 a 100000
Kg. ha™ en la capa superior de 20 cm del perfil del suelo. De este contenido total, el 98%
se encuentra en la forma mineral, mientras que solo aproximadamente el 2% esta en la
solucion del suelo y en la forma intercambiable (Schroeder, 1979; Bertsch y Thomas,
1985; Sparks, 1987).

El Ca** y Mg®" son elementos abundantes en los suelos, particularmente en suelos
de zonas 4ridas y semiaridas. Debido a que son considerados como elementos esenciales
para el desarrollo de las plantas, son iones que son comunmente anahzados en los
laboratorios. En suelos de las zonas éridas y semiaridas, el Ca®>" y Mg?" son casi siempre
los componentes principales de los iones intercambiables.

Se ha reportado que la mayoria de los métodos propuestos para determinar la
capacidad de intercambio cationico en suelos calcareos son inconvenientes para
determinar las bases intercambiables. Existen evidencias de que las soluciones saturantes
disuelven una cierta cantidad de sales de Ca®>* y Mg®", las cuales ya en el volumen final
extraido, son indistinguibles de las provenientes del complejo de intercambio (Aguilar
Noh, 1987).

Bower y colaboradores (1952) propusieron para determinar €l Na" intercambiable
en muestras salinas como solucion desplazadora al acetato de amonio (NH4OAc) 1 N. Sin
embargo, debido a que el Na* desplazado incluye tanto a la fraccion intercambiable mas
la soluble, en los calculos es necesario restar el Na® soluble al intercambiable para
realmente evaluar la fraccion intercambiable. Un fenomeno similar ocurre para Ca* y
Mg?* en suelos de zonas aridas (Sudrez, 1996).

55



En el laboratorio del CIBNOR-Unidad Guerrero Negro, los métodos utilizados
para la determinacién de cationes intercambiables utilizan acetato de amonio 1 N con pH
de 8.2 como solucién desplazadora. La etapa de desplazamiento es efectuada de dos
formas: 1) por percolacion y 2) agitacion-centrifugaciéon. El primero fue descrito en el
procedimiento para determinar Capacidad de Intercambio Cationico (capitulo 7), por lo
cual en este apartado tnicamente se describe el procedimiento por agitacion-
centrifugacion propuesto por Thomas (1982) con la diferencia de que el pH de la solucion
desplazadora se ajusta a 8.2 con el proposito de prevenir la solubilizacion de los
carbonatos de calcio y magnesio presentes en cantidades significativas en suelos aridos y
semiaridos.

CATIONES INTERCAMBIABLES POR
CENTRIFUGACION

Meétodo
Acetato de Amonio (NH4OAc) 1 N, pH 8.2

Reactivos
A) Acetato de Amonio (NH4Oac) 1 N
Pesar 77.08 g de acetato de amonio y depositarlos en un vaso de precipitado de 1
L. Adicione alrededor de 800 mL de agua destilada y disuélvalos. Mida el pH y
ajistelo a 8.2 con una solucién de amonio diluido. Transfiera la solucioén a un
matraz volumétrico de 1 L afore a la marca.

Procedimiento

1) Pesar 5 g de suelo y depositarlos en un tubo de centrifugacion de 50 mL

2) Agregar 25 mL de NH4Oac 1N.

3) Tapar herméticamente y agitar mecanicamente durante 30 minutos

4) Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos

5) Vertir la sobrenadante a un matraz volumétrico de 50 mL

6) Repetir los pasos del 2 -5

7) Aforar a la marca del matraz con la solucién de acetato de amonio

8) Determinar las concentraciones de Ca’*, Mg*", K" y Na" por absorcién atémica
como se describi6 para el caso de cationes solubles en agua.

Ejemplo de Calculo

El ejemplo de calculo es similar al descrito para cationes solubles en agua.
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13. MICRONUTRIENTES

Recientemente la liberacién de cultivares mejorados de altos rendimientos ha

ocasionado que la fertilizacion con elementos menores constituya una practica
agronomica de gran importancia. Ademas, en ocasiones la deficiencia de un
micronutriente puede ser provocada por el exceso de otro, que realiza sobre la planta una
accion de bloqueo.
Mediante el analisis de suelo es posible determinar las cantidades de micronutrientes
consideradas como asimilables para las plantas, de manera tal que los suelos puedan
clasificarse como suficientes o deficientes. Sin embargo, el analisis de suelo se puede
considerar un método menos satisfactorio para determinar el contenido de
micronutrientes de los cultivos que el analisis de las plantas, particularmente de las hojas.
Por esta razon, un numero elevado de investigadores se han dedicado a generar
procedimientos para cuantificar el contenido de micronutrientes en los suelos y su
correlacién con el contenido en los cultivos y su influencia en el rendimiento. Sin
embargo, existen muchos tipos de suelos y la amplia cantidad de cultivos explotados con
diferentes caracteristicas en requerimientos nutricionales, capacidad de absorcion y
movilidad del micronutriente dentro del cuerpo de la planta ha provocado que desde
varias decadas anteriores se este intentando uniformizar criterios respecto a los
procedimientos analiticos mas adecuados y muy particularmente sobre la composicion
quimica de la soluci6n extractora.

Muchos de los suelos de las regiones aridas y semidridas tienen un pH de 8.0 o
mas, y son sumamente calcareos o alcalinos, condiciones que reducen la disponibilidad
de la mayoria de los micronutrientes, en especial Fe, Mn y Zn. Ademas, una caracteristica
fisica tipica de los suelos en las regiones 4ridas y semiaridas es su textura arenosa la cual
puede provocar la ausencia de varios micronutrientes al ser lavados con facilidad.

La disponibilidad de micronutrientes para las plantas se determina por la cantidad
extraida por la solucion extractante y su correlacion significativa con la cantidad
absorbida por las plantas. Por lo tanto, una buena solucion extractante debe extraer todo o
parte de las tres principales fracciones: 1) soluble, 2) intercambiable y 3) adsorbida. La
fraccion soluble al agua es muy pequefia para Fe, Mn, Zn y Cu, y por ello es muy poco
utilizada, pero para B y Cl la extraccion se realiza habitualmente con agua llevada a
ebullicion.

Se han utilizado diversas soluciones extractantes para cuantificar la concentracion
de micronutrientes en el suelo, sin embargo, comunmente se ha pretendido utilizar la
misma solucién extractante. Un método de andlisis de suelo utilizando DTPA (acido
dietilentriamino pentacetico) ha sido propuesto para la extraccion simultanea de Fe, Mn,
Zn, y Cu e suelos neutros y calizos (Havlin y Soltanpour, 1981). Por otro lado, el avance
en equipo analitico realizado durante los ultimos afios, en particular la introduccion de
técnicas avanzadas en absorcion atémica han hecho posible determinar varios
micronutrientes en soluciones muy diluidas.
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13.1 FIERRO Y ZINC

La carencia de Fe y Zn se asocia en particular con suelos sumamente calcareos, arenosos
y bajos en materia organica. El Fe es un activador de diferentes enzimas y su funcion
principal es la formacion de clorofila, mientras que el Zn interviene en diversos procesos
enzimaticos y es esencial para la transformacién de los aminoacidos a proteinas.

Las deficiencias de Zn son mas pronunciadas en suelos alcalinos y calcareos debido a una
baja solubilidad de los compuestos de Zn. Se ha demostrado claramente que la
deficiencia de Zn depende fuertemente del pH del suelo y que el Zn en solucion
disminuye 100 veces por cada unidad de incremento en el pH (Lindsay, 1972; Lindsay y
Schwab, 1982). En un suelo con elevado pH una cantidad muy pequefia de Zn soluble es
encontrada y por lo tanto solamente una cantidad insignificante puede estar en la forma
de Zn2+ intercambiable, el cual es considerado facilmente disponible para las plantas.

Otro factor que induce deficiencia de Zn es un alto nivel de fosfatos disponibles en el
suelo. Altos niveles de fosfatos disponibles impiden la absorcion de Zn o su translocacion
dentro de la planta (Khan y Zende, 1977). El nivel critico de fierro en las hojas para que
exista deficiencia es en el rango de 50-150 mg kg™ del peso seco. La deficiencia de fierro
se presenta comunmente en suelos calcareos (Marschner, 1986) como los encontrados en
el Noroeste de México. Ha sido demostrado que la aplicacion de estiercol a suelos
calcareos con bajo contenido de materia organica puede ser un procedimiento efectivo
para incrementar la solubilidad de fierro y su absorcién por los cultivos (Mathers y
colaboradores, 1980).

El fierro soluble en agua del suelo esta generalmente en tan bajas concentraciones
que este es detectable solamente en suelos de pH muy bajo (< 4.5), o con muy bajo
potencial de reduccién (ejem; suelos inundados). Ninguna de estas dos condiciones se
presenta en los suelos aridos del Noroeste de México. Por tanto, el Fe soluble en agua o
el Fe extractable a traves de sales neutrales en estos suelos, no son generalmente ttiles
como indices de disponibilidad de Fe para las plantas debido a las bajas o no detectables
cantidades de Fe extractado.

El método mas extendido es el del DTPA (reactivo de extraccion compuesto de
DTPA 0.005 M, CaCI2 0.01 M y trietanolamina 0.01 M como tampon a pH 7.3:10 g de
suelo tratado con 20 mL de reactivos durante dos horas, filtracion y medicion de Fe, Mn,
7Zn, Cu en el filtrado por absorcion atémica.

Sin embargo, la tendencia de los ultimos afios en los analisis de suelos para los
microelementos es la de utilizar el mismo reactivo de extraccion para varios elementos.
Un método de analisis de suelo ha sido propuesto en esta linea para la extraccion
simultanea de P, K, nitratos y microelementos cationicos (Fe, Mn, Zn, Cu) en suelos
neutros y calizos (Soltanpour y Schwab, 1977). Este reactivo consiste en DTPA 0.005 M
y NH,HCO; ajustado a pH 7.6 (Havlin y Soltanpour, 1981)
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DETERMINACION DE FIERRO Y ZINC EN
SUELOS CALCAREOS

EXTRACCION CON DTPA-BICARBONATO DE AMONIO

Este método fue desarrollado originalmente por Soltanpour y Schwab (1977)
como una modificacion al método de extraccion con DTPA. El objetivo fue extractar
simultaneamente un mayor numero de elementos como NOs, P, K, Zn, Fe, Mn y Cu de
suelos neutrales y calcareos. También se utiliza para extractar algunos metales pesados
como Pb, Cd, Nj, Se, As, de suelos regados con aguas residuales.

Reactivos
A) Acido dietilenamino pentacetico (DTPA)
B) Bicarbonato de Amonio (NH4HCO3)
C) Hidroxido de Amonio (NH4OH)

Preparacion de la solucion extractante
Depositar 1.97 g del reactivo (A) en un vaso de precipitado de 1 L. Adicionar
aproximadamente 800 mL de agua destilada, y afiadir 2 mL de 1:1 (v:v) del reactivo (C)
para facilitar la disolucion. Despues de disuelto el reactivo (A), adicionar 79.1 g del
reactivo (B) y agitar hasta disolver. Ajustar el pH a 7.6 usando NH4OH o HCI. Transferir
la solucion a un matraz volumetrico de 1 L y finalmente aforar a la marca de su volumen
de 1 L con agua destilada.

Debido a que el pH de la solucion no es estable, la solucion extractora debe ser
preparada el mismo dia de la prueba.

Procedimiento

1) Es preferible utilizar muestras secadas a temperatura de cuarto y no aquellas que
han sido secadas a elevadas temperaturas usando hornos.

2) Depositar 10 g de muestra en un matraz erlenmeyer de 50 mL.

3) Adicionar 20 mL de la soluci6n extractante DTPA-Bicarbonato de Amonio

4) Agitar mecanicamente a 105 oscilaciones por minuto durante 20 min. Los
matraces deben ser mantenidos abiertos para permitir la liberacion de COs.

5) Centrifugar el extractante para remover las particulas suspendidas.

6) Filtrar el liquido sobrenadante a traves de un filtro con poros de 0.45 pm

7) Calibrar el espectrofotometro de absorcién atémica con los parametros
establecidos para el elemento especifico en el manual de operacion.

8) Medir previamente algunas muestras para realizar las diluciones convenientes y
posteriormente medir el extracto a una longitud de onda de 248.3.

Nota: Es conveniente que las muestras y estandares sean acidificadas para prevenir la

precipitacion de fierro, particularmente cuando las muestras no son analizadas el mismo
dia de la extraccion.
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Ejemplo de calculo:
El ejemplo de calculo para la concentracion de Fe en el suelo es similar para Zn.

Suponiendo que:

Peso de lamuestra=10 g

Lectura en el Espectrofotémetro de Absorcion Atémica = 0.5 ppm = 0.5 pg/mL
Dilucion del extracto = 10 veces

Volumen de extraccion = 20 mL

Por tanto;
0.5 pg Fe/mL ¢ 10 (D) * 20 (V) = 100 pg Fe/20 mL

100 pg Fe/20 mL = 100 pg Fe/10 g suelo = 0.100 mg Fe/10 g suelo
Finalmente, calculando la concentracion de Fe en mg kg™ (ppm) resulta:

10 mg Fe/kg de suelo = 10 ppm de Fe en el suelo analizado
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13.2 BORO

El boro es uno de los micronutrientes que mas habitualmente limita los rendimientos y la
calidad de las cosechas, pero su exceso crea igualmente problemas graves,
principalmente en las zonas aridas. No hay pruebas de que sea un activador o
constituyente especifico esencial de ninguna enzima, ni tampoco se han identificado sus
funciones bioquimicas en la planta. Sin embargo, a partir de estudios sobre plantas
deficientes en este elemento se han obtenido pruebas de su esencialidad.

El analisis de suelos sigue siendo el método mas popular para medir o determinar
la necesidad de B por parte de los cultivos. Si bien la recomendacion adecuada debe de
basarse en el conocimiento local de la clase de suelo, de las condiciones ambientales y
seglin de la planta de que se trate, el margen entre los niveles que originan deficiencias y
toxicidad es reducido. A manera orientativa se ha establecido que una concentracion
menor de 0.8 mg B kg de suelo provocara deficiencia en los cultivos, mientras que
concentraciones por encima de 3.5 mg B kg” de suelo ocasionara toxicidad dependiendo
del cultivo que se trate. Sobre esta base, el rango adecuado para los cultivos se
encontraria de 1.2 - 3.2 mg B kg' de suelo. Es notorio que el margen entre las
concentraciones que causan deficiencias y aquellas que causan toxicidad es estrecho. Por
tanto, para la determinacién de B es indispensable utilizar métodos confiables que
eliminen las interferencias que causan otros componentes, principalmente cuando se
utilizan métodos colorimétricos.

En los suelos de las zonas aridas y semiaridas es poco probable que se presenten
deficiencias de B, mas bien es comun encontrar concentraciones de B en el suelo que
pueden causar toxicidad. En la regién Noroeste de México, la toxicidad de B en los
cultivos se presenta principalmente por elevados niveles de este micronutriente en las
aguas utilizadas para riego. Esta toxicidad se ve reflejada en una necrosis de los bordes de
las hojas de cultivos sensibles (Yamanouchi, 1991). Por consiguiente, la determinacion
de B en suelos de las regiones aridas y semiaridas se realiza con el proposito de prevenir
toxicidad mas que determinar posibles deficiencias.

Aunque en la literatura se especifican procedimientos para determinar el
contenido total de B en los suelos, en este apartado solamente se consideran
procedimientos para estimar la disponibilidad de B para la absorcién de las plantas.

DETERMINACION DE BORO EN SUELOS AGRICOLAS

El B es altamente soluble en agua y depende del movimiento del flujo de agua del suelo.
Por consiguiente, la extraccion de boro disponible en el suelo para los cultivos se realiza
comunmente utilizando agua llevada a ebullicion por un periodo de 5 minutos.

Se ha demostrado que con este procedimiento se obtienen indices ttiles de la
respuesta de los cultivos a la fertilizacion con B en suelos deficientes (Berger y Truog,
1940; Cartwright y colaboradores, 1983). En el laboratorio del CIBNOR-Unidad
Guerrero Negro se ha estado utilizando satisfactoriamente la extraccién de B utilizando
un extracto suelo:agua (1:2) y utilizando Azomethine-H para desarrollar color.
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EXTRACTO EN AGUA CALIENTE A 105°C

Reactivos

A) Acido Bérico (H;BO3)

B) Acetato de Amonio (CH;COONH,)

C) Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA-Disodium salt)

D) Azomethine (C17H11N03$2Na2)

E) Acido Ascorbico (CsHsOs)

F) Estandares de Boro
Estandar de 500 ppm
Pesar 2.8587 g de 4cido borico (H3;BO;) y depositarlo en un vaso de precipitado
de 1 L. Afiadir agua destilada y disolver. Transferir la solucion a un matraz
volumétrico y aforar hasta un volumen de 1 L.

Estandar de 10 ppm

Prepararla a partir de la estandar de 500 ppm. Utilizando una pipeta volumetrica
tomar 2 mL de la estandar de 500 ppm y vertirlos en un matraz volumetrico de
100 mL y aforar a la marca con agua destilada.

Linea de Medicion

De la solucion estandar de 10 ppm tomar 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, y 2.5 mL y vertirlas a
matraces volumétricos de 50 mL. Aforar los matraces a la marca con agua destilada. Esta
linea de medicion contiene 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, y 0.5 pg de B/mL.

Preparacion de la Solucién Amortiguadora de Acetato de Amonio

En un vaso de precipitado de 1 L verter 128 g del reactivo (B) y 15.5 g del reactivo (C).
Afiadir aproximadamente 800 mL de agua y disolver los reactivos. Posteriormente,
transferir la solucién a un matraz volumetrico de 1 L y finalmente aforar a la marca de 1L
con agua destilada.

Preparacion de la solucion de Azomethine-H

De la solucion amortiguadora de acetato de amonio, tomar 60 mL y vertirlos a un vaso de
precipitado de 100 mL. Enseguida adicionar 0.6 g del reactivo (D) y 2 g del reactivo (E).
Disolver bien utilizando policeman. Esta solucion es estable unicamente 24 horas, por lo
que es necesario prepararla el mismo dia del andlisis de las muestras.

Procedimiento
1) Pesar 15 g de muestra y depositarlos en un matraz Erlenmeyer de 50 mL
2) Enseguida, agregar 30 mL de agua destilada
3) Tapar los matraces con papel aluminio y colocarlos en HORNO 6 AUTOCLAVE
para calentamiento a 105°C durante 10 min.
4) Posteriormente, enfriar a temperatura de cuarto
5) Filtrar el extracto a traves de papel filtro # 6
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6) Tomar una alicuota apropiada del extracto (=5 mL) y vertirla en un tubo de
ensaye de 10-25 mL.
Nota.- Se debe tomar el mismo volumen de muestra y estandar para evitar
diluciones de color, es decir, si se toman 5 ml de muestra, también debe tomarse 5
mL de cada estandar establecida.

7) Adicionar 2 mL de la solucion de Azomethine-H y mezclar bien mediante
agitador vibratorio

8) Dejar reposar las muestras y el juego de estandares durante 30 min

9) Medir la absorbancia a una longitud de onda de 415 nm en espectrofotometro

Ejemplo de cdlculo

El calculo de la concentracién de Boro se realiza de manera similar que para fosforo o
amonio por el método Nessler descrito en capitulos anteriores. Béasicamente se mide la
absorbancia de las estandares establecidas en el espectrofotometro y graficando Ila
absorbancia contra la concentracion se obtiene la linea de medicion siguiente:

0.35
0.30 r=0.9994 STD ABS
0.25 (ng/mL)
3 020 0 |0.001
< .
S 0.5 ]0.048
g 015 1.0 ]0.112
2 010 1.5 10172
20 (0232
0.05 1.83 25 0.285
0.00

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Concentracién (ug/mL)

Al medir la absorbancia de una muestra determinada se obtiene por ejemplo; un
valor de 0.210. Por consiguiente, aplicando el método grafico en la figura anterior se
determina que la concentracion de la muestra es 1.83 pg/SmL, pero el volumen total del
extracto es 30 mL, por tanto es necesario multiplicar el valor obtenido en 5 mL por 6; asi
que se tiene 10.98 nug/30 mL, o lo que es igual 10.98 pg/15g de muestra. Transformando
este valor a pg/g o p.p.m. resulta 0.73 pg B/g de suelo = 0.73 ppm de B
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13.3 CLORO

La concentraciéon de cloro que puede ser encontrada en las plantas es de
aproximadamente 2000 a 20000 mg kg del peso seco. Sin embargo, el requerimiento de
cloro para el 6ptimo crecimiento de las plantas es mucho mas bajo, ya que es de
aproximadamente 340 — 1200 mg kg™ del peso seco (Marschner, 1986). Este elemento es
facilmente absorbido por las plantas. Existen evidencias que indican que el cloro ejerce
sus funciones en las plantas superiores, principalmente como un anién inorganico
altamente movil en procesos relacionados a la compensacion de cargas y la
osmoregulacion.

El cloro es aportado a las plantas a partir de diversas fuentes (reservas del suelo,
fertilizantes y contaminacion del aire). En las zonas aridas y semiaridas hay mucha mayor
preocupacién por la toxicidad del cloro que por la deficiencia. En las zonas éridas y
semiaridas, el cloro es suministrado a las plantas a través del agua de riego. En el
noroeste de México, las aguas utilizadas para el riego de los cultivos contienen cantidades
apreciables de cloro, por lo que es comun encontrar cultivos que presenten toxicidad por
cloro.

El Cl es usualmente encontrado en los suelos en forma altamente soluble y esta
sujeto a perdidas por lavado. Sin embargo, la deficiencia solamente se desarrolla en
condiciones extremas, pero el lavado, por ejemplo, de suelos de cordilleras arenosas,
puede causar acumulacién de Cl en las depresiones adyacentes. Los suelos salinos en
regiones 4ridas a menudo contienen cantidades toxicas de Cl. Los suelos alcalinos
blancos contienen una alta proporcion de cloruros y sulfatos de sodio.

En el laboratorio del CIBNOR-Unidad Guerrero Negro la determinaciéon de cloro
en muestras de suelos generalmente se realiza mediante su extraccién con agua hirviendo
y posteriormente se toma una alicuota para inyectarla en el cromatografo de iones como
se describi6 en el Capitulo 10 para aniones solubles en agua.

EXTRACTO 1:5 (SUELO:AGUA)

Procedimiento
1) Pesar 10 g de suelo secado al aire y tamizado utilizando malla de 2 mm
2) Depositarlo en una botella de agitacién de plastico de 100 ml
3) Agregar 50 ml de agua destilada y agitar 1 hora
4) Posteriormente, reposar y filtrar a través de papel filtro # 6. También se puede
centrifugar la suspension por 10 min a 10,000 r.p.m.
5) Almacenar el filtrado o centrifugado en tubos de ensayo de vidrio
6) Dependiendo de la concentracion, realizar diluciones convenientes
7) Filtrar la muestra a través de discos de cromatografia hacia recipientes para

muestra.
8) Colocar los recipientes para muestra en su estante y colocarlos en la cdmara de
autoinyeccion
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9) Previa estabilizacion de la fase movil y la columna de deteccion (2-4 horas) y
considerando los parametros estblecidos para el equipo iniciar la medicion de una
solucion estandar de referencia.

10) Posteriormente iniciar la medicion de las muestras

Ejemplo de cdlculo

Los calculos se realizan similarmente como se describi6é para aniones solubles en agua en
el capitulo 10.
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Diag. 1. Operaciones generales en la coleccion de
muestras de suelo

Formacion de

muestras compuestas
Toma de submuestras
¢ identificacion
Molido de
grumos
Secado a
la sombra
Tamizado por
malla de 2 mm
Almacenamiento para
analisis quimicos
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Diag. 2. Determinacion del pH del suelo

Pesar 10 g de muestra y
depositarlos en un bote de
plastico de 100 mL

Aiiadir 25 mL de
agua destilada

Agitar 30 min en
agitador mecdnico

Calibrar el aparato con
soluciones tampones de pH
conocidos

Permitir que la suspension
se asiente y medir el pH
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EXTRACTO DE SATURACION

Pesar 200-600 g de suelo
y depositarlo en un
recipiente de plastico

Adicionar un cristal de
timol y afiadir agua hasta
saturar.

Agitar con espdtula y
agregar agua o suelo
hasta lograr saturacién.

Cubrir y dejar reposar
toda Ia noche.

Verificar el punto de
saturacion y ajustar si es
necesario.

Transferir a wm embudo
Buchner y  aplicar
succion para filtrar.

Determine la CE, pH y
iones solubles si son
requeridos.
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Diag. 3. Determinacion de la Conductividad Electrica

EXTRACTO 1:5

Pesar 10g de suelo y
depositarlo en un bote de
plastico de 100 mL

Aiiadir 50 mL de agua y
agitar mecanicamente
durante 1 hora

Permitir reposar a la
muestra por 1 hora.

Filtrar por papel filtro #3
o centrifugar a 15000
rpm durante 10 min.

Determine la CE, pH y
iones solubles si son
requeridos.
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Diag. 4. Determinacion de Carbonatos

Pesar 2 g de suelo y depositarlos
en un bote de plastico de 250 ml.
Adicionar 50 ml de HC1 1M y
cerrar el bote, agitar suavemente.

3

Dejar reposar toda la noche.

Agitar por 2 horas en agitador
mecanico.

Filtrar por papel filtro # 2 a
matraces volumetricos de 50
INO AFORE A LA

ml.
=)  MARCA'!

* USAR DOS TESTIGOS
(Sin suelo).

Tomar 1 ml de la solucion
filtrada y vertirla a un matraz
Erlenmeyer de 100 ml

Adicionar 25 ml de agua
utilizando pipeta volumétrica.

Ainadir 3 gotas de Fenolftaleina

Titular con NaOH 0.1 M
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Diag. 5. Materia Organica por el Método de Walkley y Black

Vertir 2-10 g de muestra a
matraz Erlenmeyer de 500 ml
10 ml de Dicromato de Potasio

20 ml de
H,S04 + Ag,S04

i Reposar 30 min

200 m] de H,0 destilada

Mezclar y enfriar

10 ml de H3; PO, — Conc.

Filtrar en papel filtro # 2

3 0 4 gotas del indicador
(o-fenantrolina-FeSOy)
Titular con FeSO; 0.5 N
hasta color marrén

% Corg= (B-M) ( N FeSO,) (0.003) (100) % MO =%C org X 1.72
S
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Diag. 6. Capacidad de Intercambio Cationico por
el Método de Acetato de Amonio

Preparar el material de filtrado con
algodon y pulpa de papel filtro en el
tubo reservorio.

En una probeta depositar 100 ml de
acetato de amonio 1 M y desde aqui
vertir alrededor de 20 ml al tubo
reservorio.

Adicionar lentamente 10 g de
muestra.

Afiadir el resto de la solucién de
acetato de amonio 1M y regular la
valvula del tubo reservorio para
terminar la percolacién hacia un
matraz velumétrico de 250 ml en 6-10
horas.

l (EXTRACTO A)

Aiiadir 50-60 ml de etanol 80%.

Percolar en aproximadamente 20-30
minuto y deseche la solucién

percolada.

Adicionar lentamente 100 ml KCL
10% y percole hacia un matraz
volumétrico de 250 ml en 7-8 horas y
afore a su volumen con H,0

(EXTRACTO B)
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PROCESO DE DESTILACION

Vertir 25 ml de solucién indicadora
acido borico en un matraz de 150 ml
y colocarlo debajo del condensador
del sistema de destilacién

Adicionar 25 ml de NaOH 25% al
matraz de digestion y destilar por 7-8
minutos para producir aprox. 75 ml
de destilado .

Retirar el matraz del destilador, y
lavar el extremo del condensador.

Titular el destilado con 0.01 m HCI
hasta que el color cambie de verde a
rosa.




Diag. 7. Capacidad de Intercambio Catiénico por
el Método de Acetato de Sodio

Pesar 5 g de muestra y depositarlo en
un tubo de centrifugacion de 50 mL.

Agregar 30 ml de acetato de Sodio
1M y agitar 10 minutos.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 5
minutos.

Desechar la sobrenadante y agregar de
nuevo 30ml de Acetato de Sodio y
agitar 5 min. Repetir 3 veces este paso.

Afiadir a la muestra 30 ml de alcohol
etilico 95% v agitar 10 min.

Centrifugar a 10,000 rpm por 5 min y
desechar la sobrenadante. De nuevo
agregar alcohol, centrifugar y agitar.
Repetir

Adicionar 30 ml de Acetato de Amonio,
agitar Smin y centrifugar a 10,000 rpm
por 5 min, Filtrar la sobrenadante en
papel # 6 a matraz volumétrico de 100
ml. Repetir la extracciéon 3 veces.

Después de la ultima extraccion aforar
el matraz con acetato de amonio y ‘ 10 X meq Na'/L

determinar el Na' por espectroscopia CIC:Peso de 1a Muestra
de absorcion atomica.







Diag. 8. Nitréogeno Total

DIGESTION DE LA MUESTRA

Colocar 1 g de muestra en un matraz de
digestién Kjeldhal.

Adicionar 5 ml de la mezcla acido sulfurico -
acido salicilico.

Aiadir aprox. 0.5 g de la mezcla de
catalizadores (K,SO0,:CuSO,:Se)

Iniciar un calentamiento bajo por 20-30 min y
después elevar la temperatura. Digerir hasta
que se clarifique la solucién (4-6 horas)

Retirar los matraces del digestor, enfriar y
adicionar aprox. 20 ml de H,O destilada.

Filtrar por papel # 3 a un matraz volumétrico
de 100 ml y aforar con H,0

Determinacion de Amonio por Determinacion de Amonio por
método Nessler método de destilacién.
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DETERMINACION DE AMONIO POR METODO
DE DESTILACION

Vertir 25 ml de la soluciéon indicadora con
acido bérico en un matraz erlenmeyer de 150
ml y colocarlo debajo del condensador.

Adicionar de 5— 10 ml de la solucién digerida
al matraz de digestion.

Ailadir 25 ml de NaOH 25% al matraz de
digestion y destilar por 7-8 minutos o hasta
que se produzcan aprox. 75 ml de destilado.

Retirar el Erlenmeyer del aparato de
destilacién, lave el extremo del condensador y
titular con 0.01 M HCI hasta que el color
cambie de verde a rosa.
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DETERMINACION DE AMONIO POR
METODO NESSLER

Tomar 5-10 ml del destilado y
vertirlo a un matraz volumétrico de
50 ml.

Agregar 10-15 ml de agua destilada.

Adicionar 2 gotas de Sal Rochelle.

Adicionar 2 ml del reactivo Nessler y
agitar.

Aforar a la marca de 50 ml con agua
destilada y agitar.

Reposar 15-20 min. Y medir la
absorbancia a 415 nm en
espectrofotometro.
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Diag. 9. Determinacion de Nitratos *
Método de Cataldo

Depositar de 2-5 g de muestra en un tubo
de centrifugacién y afiadir 50 ml de KC1
2M vy agitar por 1 hora.

Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min.

Tomar 0.5 ml de la sobrenadante y
vertirla en un tubo de ensaye de 15 mil. El
juego de tubos de emsaye debe estar en
bafio de hielo

Aifadir 0.3 ml de 5% Acido Salicilico-
H,S0,. Después de 5 minutos, mezclar con
agitador vibratorio y regresar los tubos de
ensaye al baiio de hielo.

Colocar los tubos de emsaye en baiio de
agua a 70 °C por 10 minutos. Después
enfriar a temperatura de cuarto.

Agregar 10 ml de NaOH 2M y mezclar
con agitador vibratorio. Enfriar a
temperatura de cuarto y medir la
absorbancia a 405 nm

* El procedimiento para determinar nitratos por cromatografia de iones se describe
en el analisis de aniones por cromatografia.

91



92



Diag. 10. Determinaciéon de Nitrogeno-NH, por el
Método Azul de Indofenol (A)

Depositar 5 g de muestra en una botella de
plastico de 100 ml, afiadir 50 ml de KCl
2M y agitar 1 hora, dejar reposar por 30
minutos y filtre por papel # 6

Pipetear de 1-5 ml del filtrado a un matraz
volumétrico de 50 ml. Nota: se debe de
tomar volimenes iguales de muestras y
estandares

Aiadir 2 ml del reactivo EDTA, mezclar y
dejar reposar por 1 minuto.

Adicionar 4 ml del reactivo fenol-
nitroprusside

Aiiadir 8 ml del reactivo amortiguador
hipoclorito de sodio, mezclar y aforar con
agua a 50 ml.

Colocar los matraces en bafio de agua a
40°C por 30 minutos.

Retirar los matraces del bafio de agua y
enfriar a temperatura de cuarto.

Medir la absorbancia a 635 nm en
espectrofotémetro.
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Diag. 11. Determinacion de Nitrogeno-NH,4 por el
Método Azul de Indofenol (B)

Depositar 5 g de muestra en una botella de
plastico de 100 ml, afiadir 50 ml de KCi
2M y agitar una hora. Dejar reposar por
30 minutos y filtrar por papel # 6.

Pipetear 2 ml de las muestras a tubos de
ensayo de 25 ml.

Nota : se deben tomar vohimenes iguales
de muestras y estandares.

Anadir 0.5 ml del reactivo EDTA

Adicionar 1 ml del reactive fenol -
nitroprusside

Afiadir 2 ml del amortiguador hipoclorito
de sodio

Adicionar 7 ml de agua y mezclar con
agitador vibratorio

Colocar los tubos de ensaye en baiio de
agua a 40 °C por 30 minutos y después
enfriar a temperatura de cuarto

Medir la absorbancia a 636 nm en
espectrofotémetro.
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Diag. 12. Determinacion de Fosforo
Método Olsen

Pesar 2.5 g de muestra y depositarlos en
un bote de plastico de 100 ml.

Aifiadir 50 ml de NaHCO; Ph 8.5 y agitar
por 30 min.

Filtrar a través de papel # 6

Tomar 5-10 ml del filtrado y vertirlos a
matraces volumétricos de 50 ml.

Agregar 10 ml de molibdate de amonio-
acido clorhidrico y esperar a que el
burbujeo termine.

Adicionar H,0 hasta aproximadamente 40
ml.

Afiadir 5 ml de la solucion diluida de
SnCl, y aforar con H,0. Esperar 45
minutos o mas.

Medir la absorbancia a 660 nm en
espectrofotémetro.
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Diag. 13. Determinaciéon de Fésforo
Método Bray-1

Pesar 1 g de muestra y depositarlo en un
tubo de ensaye de 10 ml

Aiiadir 7 ml de la solucién extractante y
agitar por 1 minuto.

Filtrar la solucion a través de papel # 6

Tomar 1 mil de la solucién filtrada y
depositarla en un tubo de ensaye.

Adicionar 6 ml de H,O

Afiadir 2 ml de la solucion molibdato de
Amonio-acido clorhidrico.

Adicionar 1 ml de la solucion diluida de
SIlClz

Dejar reposar 5 minutos y medir la
absorbancia a 675 nm en
espectrofotometro.
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Diag. 14. Aniones Solubles en Agua por
Cromatografia de Iones

Realizar un extracto 1:5 o extracto a
saturacién.

Centrifugar a 10,000 rpm por 10
min. y decantar la sobrenadante a
tubos de ensaye de 25 ml.

Filtrar a través de discos de
cromatografia hacia recipientes para
muestra.

Depositar los recipientes en la
ciamara de auto-inyeccién de
cromatografo.




Diag. 14. Aniones Solubles en Agua por
Cromatografia de lones

Realizar un extracto 1:5 o extracto a
saturacion.

Centrifugar a 10,000 rpm por 10
min. y decantar la sobrenadante a
tubos de ensaye de 25 ml,

Filtrar a través de discos de
cromatografia hacia recipientes para
muestra.

Depositar los recipientes en la
camara de auto-inyeccion de
cromatografo.

Previa estabilizacién de la fase mévil
y la columna de deteccion iniciar Ia
medicion de una solucion estandar.

Iniciar la medicion de las muestras.
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Diag. 15. Cationes Solubles en Agua por Espectroscopia
de Absorciéon Atomica.

Obtener un filtrado o centrifugado
claro, ya sea por extracto 1:5 o
extracto de saturacion.

Establecer una linea de medicion
para cada uno de los elementos que se
quiere determinar.

Realizar diluciones convenientes de
las muestras.

Establecer los parametros de
medicion  correctos para cada
elemento de acuerdo al manual de
operacion del equipo.

Medir la absorbancia de las
estandares para establecer la linea de
medicion.

Medir la absorbancia de las muestras.

Calcular las concentraciones de las
muestras considerando su peso y
dilucion.

103



Diag. 16. Determinacién de Fierro y Zinc por Extraccion
con DTPA-Bicarbonato de Amonio

Pesar 10 gr. de muestra y
depositarlos en un matraz
Erlenmeyer de 50 ml.

Adicionar 20 ml del extractante
DTPA-Bicarbonato de Amonio.

Agitar a 105 oscilaciones por min.
durante 20 min. Los matraces no
deben ser tapados para permitir la
liberacién de CO,

Centrifugar y filtrar la sobrenadante
a través de papel filtro # 6.

Establecer los parimetros de
mediciéon  correctos para cada
elemento de acuerdo al manual de
operacion del equipo.

Medir la absorbancia de las
estandares para establecer la linea de
medicion.

Medir la absorbancia de las
muestras.

Calcular la concentraciones de las
muestras considerando su peso y
dilucion.
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Diag. 17. Determinacion de Boro por Extraccion
en Agua Caliente a 105°C

Pesar 15 gr. de muestra y depositarlos
en un Erlenmeyer de 50 mL

Agregar 30 ml de agua destilada.

Tapar los matraces con papel aluminio
y colocarlos en HORNO O
AUTOCLAVE a 105°C por 10 min.

Enfriar a temperatura de cuarto y
filtrar el extracto por papel filtro # 6.

Tomar una alicuota apropiada (~5 ml)
vertirla en un tubo de ensaye de 10-15
ml.

Tomar un volumen de las estandares
igual al utilizado para las muestras y
depositarlas en tubos de ensaye.

Adicionar 2 ml de la solucion de
Azomethine-H y mezclar bien.

Dejar reposar las muestra y estandares
durante 30 min.

Medir la absorbancia a 415 nm en
espectrofotometro.

107
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