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RESUMEN

El carbono organico total (COT) del suelo por su efecto benéfico sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, es
considerado como uno de los principales indicadores de calidad de suelo, por lo que es necesario determinarlo con suficiente
exactitud. Para algunos suelos de la Region pampeana y extrapampeana se compararon las técnicas de determinacion de
COT de Walkley & Black, Walkley & Black modificado y calcinacién (LOI) con respecto al método de combustién seca de
Dumas, tomado como referencia. Se obtuvo una alta correlacién entre las técnicas de determinacién de COT (r?=0,98-0,99).
Se verificé el factor de correccidn de 1,32, usado habitualmente en la metodologia de Walkley & Black para convertir el carbono
facilmente oxidable (CFO) en COT. Se observé que la pendiente de la relacion entre la MO determinada por LOI y el COT
determinado por el método de Dumas (1,697) no difirié del valor de 1,724 habitualmente empleado para la conversién de
COT a MO. La metodologia de Dumas mostré mayor veracidad y precision respecto de las demas técnicas de determinacion
de COT.
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COMPARISON OF METHODS FOR DETERMINING SOIL ORGANIC CARBON

ABSTRACT

Beneficial effects of soil organic carbon (COT) on physical, chemical and biological properties, is considered an indicator
of soil quality, so it is necessary to determine it accurately. Walkley & Black, modified Walkley & Black and ignition (LOI)
with respect to the dry combustion method of Dumas were compared for some soils of the Pampean and extrapampean
region. A high correlation between COT determination techniques (r? = 0.98-0.99) was obtained. Correction factor of 1.32,
commonly used in the methodology of Walkley & Black to convert readily oxidizable carbon (CFO) in COT was verified.
It was observed that the slope of the relationship between the COT determined by LOI and COT determined by the Dumas
method (1.697) did not differ in value from 1,724, routinely used for the conversion of COT a MO. Dumas methodology
showed greater accuracy and precision with respect to other techniques for determination of COT.

Key words. Analysis of soil organic matter, wet oxidation, combustion, calcination.
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INTRODUCCION

Lamateriaorganica (MO) de los suelos comprende un
amplio rango de sustancias carbonadas, incluyendo: la
biomasa microbiana, restos vegetales y/o animales en
descomposiciény mezclas amorfas coloidales de sustan-
cias organicas complejas de alto peso molecular (acidos
falvicos, &cidos hiimicos y huminas) (Picone, 2006). Es
considerada como uno de los principales indicadores de
calidad de suelo debido a su efecto benéfico sobre las pro-
piedades fisicas y el abastecimiento de nutrientes. Tam-
bién ha sido documentado su efecto positivo sobre la sus-
tentabilidad delsistema productivo enellargo plazo (Varvel
et al. 1994), por lo que es necesario determinarla con
exactitud.

Sehandesarrollado unagran cantidad de técnicasana-
liticas que permiten cuantificar tanto el contenido de MO,
comoelde carbono orgénico total (COT) o el Cfacilmente
oxidable (CFO). Elmétodo propuesto por Walkley & Black
(1934) (W&B) es el mas difundido en la Argentinayy con-
siste en la oxidacién himeda de la muestra de suelo con
dicromato de potasio en medio acido. El calor desprendido,
durante laincorporacién del4cido sulfurico, eselque per-
mite la oxidacién parcial del C.En este proceso se produce
unareducciéndeldicromato, equivalente al contenido de
C que es oxidado. El dicromato residual es luego titulado
consalferrrosa (Carreira, 2005). Este método solo estima
el CFO, por lo que se utiliza un factor de correccién que
varia del 63 al 86%, dependiendo del tipo de suelo y ho-
rizonte, para estimar el COT (Rosell et al, 2001; Certini
et al, 2002; De Vos et al., 2007). El factor de correccién
generalmente utilizado es 1,32 debido aque seasume que
enpromedio se oxida el 76% del COT (Rosell et al, 2001).
Amacher et al. (1986), sugiri6 un factor de conversién de
1,41 para los suelos de Louisiana. Gasparoni (2008), en
cambio, sugiere que deberia utilizarse un factor de recu-
peracién especifico para cada tipo de sueloy situacién. Por
su parte Schlichting et al. (1995), propuso una modifica-
cién a la técnica de Walkley-Black (W&B modificado),
aplicando calor externo (120°C), lo que permitiria deter-
minar el COT en lugar del CFO. La cuantificacién de C por
elmétodo de W&B puede verse afectada por distintasin-
terferencias, por ejemplo, presencia de iones cloruro o
ferrosoy éxidos de manganeso. A pesar de ello, este método
es ampliamente utilizado porque requiere un equipa-
miento minimo, puede adaptarse para lamanipulaciénde
gran ndmero de muestras y no es costoso (Rosell et al,,
2001). En cuanto a las desventajas, utiliza grandes canti-
dades de acido sulftrico y presenta como producto de

CIENC SUELO (ARGENTINA) 32(1): 13-19 2014

desecho téxico alion cromo, el cual es altamente cance-
rigeno. Sinembargo, si la titulacién del dicromato de potasio
escompleta, el residuo contiene sélo cromo trivalente, no
cancerigenoy de muy baja toxicidad.

Elmétodo de Dumas o de combustién seca (Grewal et
al, 1991), permite determinar si el COT, es exacto y pre-
ciso (McCarty et al,, 2002), pero requiere personal califi-
cadoy esrelativamente costoso. Una desventaja de esta
metodologia es que en suelos con presencia de carbona-
tos, sobrestima el contenido de COT. Para convertirelCOT
aMO, se utiliza el factor propuesto por Van Bemmelen de
1,724, el cualasume que el 58% de laMO estd compuesta
por C (Tabatabai, 1996). Sin embargo, como este conte-
nido derivade lacomposicién elemental promedio de los
acidos humicos no contemplalacomposicién de todas las
sustancias organicas del suelo (Ponomareva & Plotnikova,
1967). Muchos autores han cuestionado la aplicaciénin-
discriminada de este factor (Ponomareva & Plotnikova,
1967; Ranney, 1969), demostrando que tiene alta varia-
bilidad entre tipos de suelosy atin dentro de un mismo perfil.
Galantini et al. (1994) informaron que se pueden encon-
trar concentraciones de C del 58% en la MO humificada
y hasta del 40-42% en la MO joven o de residuos vege-
tales. Dado que la proporcién de MO abil o particulada/
MO humificada cambia con latextura delsuelo (Diovisalvi
etal, 2010) esprobable que este factor cambie entre suelos.

Elmétodo de calcinacién o pérdida por ignicion (loss
onignition, LOI) (Schulte & Hopkins, 1996) cuantifica di-
rectamente el contenido de MOy se basa en determinar
la perdida de peso de una muestra de suelo al someterla
aelevadas temperaturas. Existen numerosos trabajos don-
de se utilizan temperaturas de ignicién que van desde los
250alos 600 °Cenmuflay diferentes periodos de tiem-
po, desde 2 hasta 24 h (Combs & Nathan, 1998). Mitchell
(1932) informd que temperaturas de ignicién entre 350
y 400 °C eran adecuadas. Davies (1974) concluyd que 430
°C podria ser utilizada en suelos con presencia de carbo-
natos. Schulte & Hopkins (1996), para muestras de suelo
de laregidn central del norte de los EEUU, desarrollaron
el método de LOI que incluye como pretratamiento el
secadoa 105°Cdurante 24 hyluego 2 hdeigniciéna360
°C.Porotrolado,Rosell etal. (2001) y Konare et al. (2010),
reportaron que temperaturas mayores a 500 °C pueden
implicarimportantes errores en la determinacién de MO
por pérdida de diéxido de carbono de los carbonatos, agua
estructural de los minerales de arcilla, oxidacién del ién
ferroso, descomposicion de sales hidratadas y 6xidos. No
obstante, latécnicade LOl es propuesta como exactay de
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bajo costo para determinar MO (Abella & Zimmer, 2007).
Sinembargo, sise quiere estimar el COT apartirdelaMO
sedebe utilizar el factor Van Bemmelen que como se men-
ciond, puede variar para distintos tipos de suelos.

Para algunos suelos de la Regién pampeana y extra-
pampeana, no se cuenta con informacién acerca de la
relacion entre las metodologias mencionadas para la de-
terminaciénde COT,CFOyMO.Porlotanto, paralossuelos
de dichas regiones se plantean como objetivos: 1) compa-
rar las metodologias de W&B (1934), W&B modificado
(Schlichting et al, 1995)y LOI, con respecto al método de
combustién de Dumas, tomado como método de referen-
cia, 2) verificar el factor de correccién 1,32 para convertir
el CFO en COT, y 3) verificar la validez del factor de co-
rreccién 1,724 para convertir el COT en MO.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 60 muestras de suelo provenientes de las
provincias de Cérdoba, Corrientes y Buenos Aires (Tabla 1). Las
muestras fueron tomadas de 0 a 20 cm de profundidad, se-
cadas en estufa a 30 °C y tamizadas por 0,5 mm. Dichas
muestras no contenian carbonatos (datos no mostrados).

Para la determinacion de C segun W&B (combustion hu-
meda), a 0,5 g de suelo se le agregaron 10 mL de una solucién
1N de dicromato de potasio (K,Cr,O.) en medio &cido (20 mL
de H,SO,). Luego de 45 minutos se agregd agua destilada y
unas gotas de indicador ferroin (0,696 g de sulfato ferroso y
1,485 g de ortofenantrolinamonohidratadaen 100 mL de agua
destilada). Se realizd la titulacion del exceso de Cr*® con la sal
de Mohr (Fe(NH,),(SO,),.6H,0) 0,5 N. El viraje de color del ver-
de oscuro al rojo indica la presencia del punto final. Con esta
técnica se cuantifica el CFO.

En el método de W&B modificado (combustién himeda)
a0,25gdesuelose le agregaré 5mL de unasolucién de K.Cr,O,

en medio &cido (10 mL de H,SO,). Luego se calenté a 120 °C
por 90 minutos. En la reaccién de oxidacion el Cr*¢ se transfor-
ma en Cr*y la cantidad formada de este Ultimo es equiva-
lente al C orgénico oxidado en la reaccién. La concentracion
del Cr*3 de color verde fue medida por espectrofotometria a
A=578 nm.

Para la determinacién de COT mediante el método de
Dumas (combustion seca), se pesaron 0,2 g de suelo. La com-
bustién de la muestra se realizé a 950 °C utilizando oxigeno
de alta pureza (99,9%). El producto de la combustién, CO, es
filtrado, secado y cuantificado por medio de una celda de ra-
diacién infrarroja. Se utilizé un analizador TruSpec CN (LECO,
2008). Para la calibracién del equipo se utilizaron estandares
de suelo certificados, provistos por la empresa Leco.

Para la cuantificacién de MO por LOI (calcinacion) se siguié
el método propuesto por Schulte & Hopkins (1996). Se pesa-
ron 5 g de muestra en crisoles de 15 mL, posteriormente fueron
colocados en estufadurante 24ha 105 °C. Las muestras fueron
enfriadas en desecador y pesadas. Luego se colocaron durante
2 h en una mufla a 360 °C, posteriormente se transfirieron a
un desecador y luego de enfriarse se registré el peso nueva-
mente. El calculo de MO se realizé por diferencia de peso en
las distintas temperaturas, segun:

% MO = ((peso 105 °C — peso 360 °C )*100) / peso 105 °C

La exactitud de un método estd definida por la veracidad
(parédmetro de posicién) y la precisién (parametro de disper-
sién). Se empled un estandar interno de suelo (Leco Corp. C =
2,99g 100g™'+/- 0,06) para evaluar dichos pardmetros en los
métodos de W&B, W&B modificado y Dumas. Se realizaron 15
repeticiones por técnica. No se incluyd la técnica de LOl en esta
evaluacién, por la gran cantidad de estandar a pesary el elevado
costo que esto implica.

La veracidad indica la proximidad entre el promedio de
los resultados y el valor verdadero (OAA, 2008). Se evalué a
través de la medicion del sesgo (bias) (diferencia entre el valor

Tabla 1. Clasificacion, textura y cantidad de muestras de suelo de los sitios evaluados.
Table 1. Classification, texture and quantity of soil samples from the sites evaluated.

Sitio Orden Grupo Textura Cantidad muestras
Balcarce Molisol Paleudol petrocalcico Franca 10
Bolivar Molisol Hapludol_éntico Franca arenosa 8
Loberia Molisol Argiudol tipico Franca 6
Olavarria Molisol Paleudol petrocalcico Franca 4
Tres Arroyos Molisol Paleudol petrocalcico Franca 5
Tandil Molisol Argiudol tipico Franca 9
Villa Dolores Molisol Haplustol tipico Franca arenosa 9
Corrientes Alfisol Albacualf tipico Arcillosa 9

Fuente: INTA. 1990. Atlas de suelo Repiiblica Argentina.
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medio observado y el valor de referencia) y de la diferencia
relativa porcentual (DRP) (INTI, 2013).

La precision es la proximidad entre los resultados de medi-
ciones independientes. Una forma de evaluarla es por medio de
la repetibilidad: precisién aplicando un mismo procedimiento,
sobre una misma muestra, con el mismo operador, en intervalos
cortos de tiempos, utilizando el mismo equipamiento, dentro de
un mismo laboratorio (OOA, 2008). Por medio del coeficiente
de variacién (CV%) se evalud la repetibilidad de los métodos.

Para comparar las medias de los porcentajes de COT cuan-
tificado por los métodos de W&B, W&B modificado y Dumas
(Tabla 2 ) se utilizé un disefio completamente aleatorizado y
se realizé el andlisis de varianza utilizando el procedimiento
PROC GLM incluido en las rutinas del programa Statical Analy-
sis System (SAS Institute, 1996). Cuando hubo diferencia sig-
nifica entre los tratamientos se empled el test de la diferencia
minima significativa (LSD), con un nivel de significancia del
0,05%.Para calcular el COT a partir de W&B, se multiplicaron
los valores de CFO por el factor de 1,32. Se realizé analisis de
correlacion y regresion de los métodos y se evalud si las regre-
siones diferian en pendiente y ordenada al origen con la recta
1:1, mediante la utilizacién de variable Dummy, al nivel de sig-
nificancia del 0,05% Para comparar si las pendiente entre CFO
y COT (Dumas), y LOI (calcinacién) y COT (Dumas) difieren
de los factores reportados por la bibliografia (1,32 y 1,724) se
utilizaron los limites de confianza al 95% de dichas pendien-
tes (SAS Institute, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION
Las muestras se seleccionaron con el objetivo de cubrir
un amplio rango de concentracién de COT (0,63 a 8,99

g 100g™"). En la Tabla 2 se presentan los resultados para
evaluarlaveracidady precisién de los métodos, W&B, W&B
modificado y de Dumas. El método mds exacto fue el de
Dumasdebido aque presenté el menorsesgo, DRPy CV%,
resultados que concuerdan con los obtenidos por McCarty
etal.(2002) y Konare et al. (2010). Si bien existen diferen-
cias significativas entre los contenidos de COT segun las
técnicas, las mismas surgen como consecuencia de la baja
variabilidady por utilizar una gran cantidad de repeticiones
(n=15). De todos modos, desde el punto de vista agrond-
mico, la diferencia entre las medias son pequenias (4y 6%
respecto delmétodo de Dumas). Aunque, losmétodos W&B
y W&B modificado presentaron un CV mayor al obtenido
por elmétodo de Dumas, se consideran aceptables ya que
los mismos fueron menores al 5% (Tabla 2).

Sedeterminé unaestrecharelacion (p < 0,01) entre los
contenidosde CFO, COTy MO, determinados por medio
delosmétodos de W&B, W&B modificadoy elmétodo de
LOI, conlos contenidos de COT determinados porelmétodo
de Dumas (Fig. 1). En todas las regresiones de la Figura 1
se obtuvieron r? > 0,98. Cuando se eliminaron las dos
muestras (puntos) con elevado contenido de COT, no se
observd diferencia significativa en los coeficientes de las
relaciones nien elr? conrespecto alos graficos mostrados
(datos no mostrados). Grewal et al. (1991) reportaron
también elevados coeficientes de correlacién trabajando
ensuelos de Nueva Zelanda de texturaarenosaaarcillosa.
Sibien los resultados de la Tabla 2 indican que el método
de Dumas es el mas exacto, aunque el mas costoso, los

Tabla 2. Promedio (g 100g™), desvio estandar (DS), coeficiente de variacion, sesgo (%), diferencia relativa porcentual
(DRP) de carbono orgénico total (estandar de referencia Leco), determinado por los métodos Walkley & Black, Walkley

& Black modificado y Dumas.

Table 2. Mean (g 100g"), standard deviation (DS), coefficient of variation (CV%), trueness (%), percent relative
difference (DRP) of total organic carbon (Leco standard reference), determined by Walkley & Black, modified Walkley

& Black and Dumas methods.

Método
Walkley & Black Walkley & Black mod. Dumas
Media (g 100g7) 3,18%a 3,12% 3,00*%c
DS 0,04 0,07 0,03
CV (g 100g7) 1,13 2,21 0,95
Sesgo (g 100g™) 0,19 0,13 0,01
DRP 6,35 4,35 0,33

*Valor de Referencia del estdndar Leco, Carbono (g 100g") = 2,99+/-0,06.
Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente segin el test de la minima diferencia significativa (LSD) al

5% de probabilidad.
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resultados de la Figura 1 sugieren que cualquiera de las
otras metodologias pueden serusadas con elevado grado
de confiabilidad.

La mayoria de las muestras utilizadas en este estudio
correspondieron a suelos de textura franca (Tabla 2). La
inversa de la pendiente de larelacién entre el CFO deter-
minado porlametodologiade W&By el COT determina-
do por el método de Dumas fue de 1,317 (Fig. 1a). Dicho
valor, nodifirié del factor 1,32 recomendado por Walkley
& Black (1934) para convertir CFO en COT, esto se debe
aqueelcoeficiente 1,32 seencuentradentrodelintervalo
de confianza (1,26 a 1,35) con una probabilidad del 95%.
Grewal et al. (1991), determinaron un factor de correc-
ciénde 1,25 parasuelos de textura francoarcillosay fran-
coarenosa de Nueva Zelanda. Galantini et al. (1994) de-
mostraron que para suelos de textura arenosase oxidaun
mayor porcentaje del Cy porende el factor de conversién
es menor que en suelos de textura mas fina.

Lapendientedelarelaciénentre el COT determinado
por la metodologia de W&B modificado y el COT deter-

minado por elmétodo de Dumasno difiridde 1(p < 0,01);
ylaordenadaal origen no difirié de 0 (p < 0,05), indicando
que ambas metodologias no defieren en la cuantificacién
de COT (Fig. 1b). Estos resultados difieren de los informa-
dos por Konare et al. (2010), para suelos de Mali (este de
Africa), quienes indicaron que el método de combustién
secasobrestimd ligeramente la concentracién de Crespec-
to de la metodologia de W&B modificado (en promedio
1,08g kg ).

EnlaFigura 1cse puede observar que la pendiente de
la relacién entre la MO determinada por LOl y el COT
determinado por el método de Dumas (1,697) no difirié
significativamente del valor de 1,724 propuesto por Van
Bemmelenyampliamente utilizado paralaconversiénde
COT a MO, debido a que este factor se encuentra dentro
delintervalo de confianza (1,67 a 1,72) con una probabi-
lidad del 95%. La inversa de la pendiente indica que la
concentraciénde CenlaMOfue de 58,9% en lugar de 58%.
Desde el punto devistaagrondmico esta diferencia es muy
poco relevante (menos del 2%). Konen et al. (2002), utili-
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Figura 1. Relacion entre el porcentaje de: carbono facilmente oxidable (CFO) (Walkley & Black) (a), carbono orgénico total (COT) (Walkley &Black modificado)
(b), materia organica (MO) (calcinacion, LOI) (c), y el porcentaje de COT determinado por el método de Dumas. (d) Relacion entre el contenido de materia
organica (MO) determinado por calcinacion (LOI) y por el método de Dumas (valores estimados). Linea punteada equivale a la recta 1:1.
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zando este método, informaron relaciones deregresién que
van desde r? de 0,94 a 0,98, pero las pendientes de las
regresiones difieren entre grupos de suelos de diferentes
texturas. C6mo se menciond, Galantini et al. (1994) re-
portaron que se pueden encontrar concentraciones de C
desde el 58% en la MO humificada hasta 40-42% en la
MO joven o restos vegetales, por lo que es probable que
este factorseamayorensuelos de texturamas gruesadebido
a la mayor proporcién de MO jéven. En linea con estos
resultados Konare et al. (2010), trabajando con suelos que
en su mayoria presentaban bajo contenidos de arcilla (4
a 18%), informaron un factor de conversiénde COTaMO
de 2,8.Porotra parte, es conveniente aclarar que de utilizar
la metodologia de Dumas en suelos con presencia de car-
bonatos se sobrestimael contenidode Cy porlotanto, se
obtendriaunmenor factor de conversion (Abella & Zimmer,
2007).

Cuando se estimd la MO multiplicando el contenido
de COT (Dumas) por el factor de Van Bemmelen (1,724)
y se relacioné con el contenido de MO (LOI), la pendien-
te no difirié de 1 (P<0,01) y la ordenada al origen fue di-
ferente de cero (Fig. 1d). Estos resultados indican que la
MO se puede estimar con elevada exactitud con cualquie-
rade las dos metodologias. Cuando se separd la poblacion
de datos en contenidos bajos (0 a 2%), medios (2 a 4%)
y altos (mayor que 4%) de COT se obtuvieron ajustes
similares (datos no mostrados), pero se observé que, para
las muestras con contenidosde 0 al 2% de COT, las cuales
provinieron de suelos de textura arenosa, el factor de con-
version 1,724 no fué elmas adecuado (Fig. 1d). Conlo cual,
se esperaria obtener un factor de conversién de COT
(Dumas)aMO mayora 1,724 paraeste tipo de suelos, pero
el escaso nimero de muestras de este trabajo no permite
realizar este andlisis y obtener resultados confiables. Esto
sugiere que deberian realizarse estudios que determinen
este factorensuelos con diferentes texturas. Abella & Zim-
mer (2007), trabajando en suelos con presencia de carbo-
natos determinaron una baja asociacién entre estas me-
todologias y una pendiente menor a 1. Estos autores su-
gieren que el método de Dumas sobreestimd la concen-
tracion de COT en suelos con presencia de carbonatos.

Los resultados obtenidos son promisorios en vista de
la no produccién de residuos téxicos del método de LOI
respecto de la metodologia de W&B y del menor costo
comparado con el método de Dumas. Ademds, como el
método de LOI utiliza una temperatura de 360 °C, esta
metodologia podria utilizase en suelos con o sin carbona-

CIENC SUELO (ARGENTINA) 32(1): 13-19 2014

tos. Sinembargo, para la conversién de MO por LOlaCOT
serfanecesario estimar el factor para suelos de diferentes
texturas.

CONCLUSIONES

Para los suelos ensayados de la Regién pampeana y
extrapampeana de textura francay sin presenciade carbo-
natoslametodologia de determinacién de COT de Dumas
mostré mayor veracidady precisiénrespecto de lasdemas
técnicas evaluadas, pudiéndose utilizar como método de
referencia. No obstante, se determind una elevada asocia-
cién entre lasdistintas metodologias de determinacién de
COT, loque habilita eluso de cualquiera de los demds mé-
todos evaluados. Para el método de W&B se confirmd el
factor de 1,32 para convertir CFO a COT. Para el método
de LOl es factible utilizar el factor de 0,58 para convertir
MO a COT.
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