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INTRODUCCION

Este manual de laboratorio, en su segunda edicién,
reune métodos clasicos utilizados en la caracteri-
zacion quimica de suelos, incluidos los métodos na-
cionales e internacionales utilizados en Colombia.
Se trata de una guia imprescindible para el conoci-
miento practico de los estudiantes de la asignatura
de Tratamiento y Gestion del Suelo de la Universi-

dad de la Costa.

La asignatura de Tratamiento y Gestion del Suelo
para estudiantes de Ingenieria Ambiental considera
los componentes teéricos y practicos. Los componen-
tes practicos incluyen ocho experimentos de labora-
torio, cuyas tematicas permitiran a los estudiantes
aplicar los conocimientos adquiridos en las clases
tedricas.

Es recomendable que los estudiantes lean atenta-
mente las instrucciones de cada practica de labora-
torio antes de realizar un experimento, de tal forma
que al momento de realizar los experimentos tengan
claros los conceptos y metodologias a implementar.
Asi mismo, es importante que durante el desarrollo
de cada practica tengan las precauciones necesarias
para la preparacion de soluciones, manipulacion de
reactivos y un buen uso de los materiales y equipos
necesarios.



PRESENTACION

Este manual pretende brindar a los estudiantes de
la Universidad de la Costa vinculados al programa
de Ingenieria Ambiental los medios para la obten-
cién de datos analiticos, imprescindibles para la
1dentificacion, clasificacién e interpretacion de los
resultados necesarios para evaluar la calidad del
suelo, planificar su uso y gestién sostenible.

La clase practica es un recurso metodolégico impor-
tante que facilita el proceso de ensenanza-apren-
dizaje. A través de la experimentacién, combina la
teoria con la practica y posibilita el desarrollo de
la investigacién y la problematizacion en el aula,
despertando la curiosidad e interés del estudiante.
Transforma al estudiante en un sujeto de apren-
dizaje, lo que le permite desarrollar habilidades y
competencias especificas.

La experimentacion permite a los estudiantes pen-
sar sobre el mundo de manera cientifica, ampliando
su aprendizaje sobre la naturaleza y fomentando
habilidades como la observacién, recopilaciéon y or-
ganizacion de datos, asi como la reflexion y la discu-
si6n. Asi, es posible producir conocimiento a partir
de acciones y no solo a través de clases magistrales,
convirtiendo al estudiante en sujeto de aprendizaje.
Lo anterior, permitira complementar el proceso pe-
dagogico de adquisicion de conocimientos de la asig-
natura de Tratamiento y Gestion del Suelo.



PRACTICAS DE
LLABORATORIO



PrAcTICA 1.

DETERMINACION DE LA ACIDEZ
INTERCAMBIABLE DEL SUELO

OBJETIVO

Determinar la acidez intercambiable del suelo utilizando solucién de cloruro de
potasio (KCI) 1 mol 1! para estimar los nutrientes disponibles en el suelo.

PrincIPIO

La acidez intercambiable se refiere a los iones de hidrégeno libres (H*) presentes
en el suelo. La cantidad de nutrientes disponibles para las plantas esta directa-
mente relacionada con la acidez del suelo. El pH 6ptimo para la mayoria de las
plantas varia entre 6.5 y 7.0 (Ibarra, Ruiz,Gonzalez, Flores y Diaz, 2009). En
suelos con pH < 4,5 la disponibilidad del aluminio, por ejemplo, que es téxico
para las plantas, puede ser facilitada (Ramos et al., 2017), lo que torna rele-
vante la determinacion de la acidez intercambiable del suelo. La acidez inter-
cambiable ocurre mediante la hidroélisis del aluminio (Al) en solucién y por el
1on hidrégeno intercambiable. Este ultimo tiene valor muy pequeno al pH que
normalmente se encuentra en el suelo (Coulter, 1969); por tanto, lo que se deter-
mina es el aluminio intercambiable. Chernov (1947) evidenci6é que una soluciéon
de cloruro de potasio (KCI) 1 mol I extrae solo Al**, con la excepcién de suelos
organicos o suelos con pH muy bajo (< 4.0). Nye y Greenland (1961) estudiaron
los intercambios de los iones K-Al, e indicaron que, a altas concentraciones, el
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cloruro de potasio es un desplazador eficaz del aluminio intercambiable. A altas
concentraciones, el potasio desplaza principalmente los iones de Al del suelo a la
solucién, que al hidrolizarse liberan iones de H que pueden titularse con una
base [hidréxido de sodio (NaOH)].

MATERIALES

. (1) Agitador mecanico.

. (1) Balanza analitica.

. (1) Balén volumétrico de 250 ml.
. (1) Balon volumétrico de 100 ml.
. (2) Erlenmeyer de 250 ml.

. (2) Beaker de 250 ml.

. (2) Varillas de vidrio.

. (2) Embudos.

. (2) Papel filtro.

. (1) Bureta.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

1.  Solucion de cloruro de potasio (KCIl) 1 mol I': Pesar 18.64 g de cloruro de
potasio y diluir en 100 ml de agua desionizada en un beaker de 250 ml,
transferir al balén volumétrico de 250 ml y aforar con agua desionizada.

2. Solucion estandar de hidréoxido de sodio (NaOH) 0.1 mol 1': Pesar 1 g de
hidréxido de sodio y diluir en 100 ml de agua desionizada en 1 beaker de
250 ml, transferir al balén volumétrico de 250 ml y aforar con agua de-
sionizada.

12 Practica 1
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3.  Solucién alcohdlica de fenolftaleina al 3%: Pesar 3 g de fenolftaleina y di-
luir en 50 ml de alcohol etilico, transferir al balén volumétrico de 100 ml
y aforar con alcohol etilico.

Determinacion de la acidez

1. Pesar 5 g de tierra fina, tamizada previamente a 2 mm y secada al aire
libre.

2. Agregar 100 ml de cloruro de potasio 1 mol 1! al erlenmeyer de 250 ml,
agitar durante 10 min y reposar por 16 h.

3.  Filtrar, agregar 5 gotas de fenolftaleina al 3% y titular con la solucién de
hidréxido de sodio 0.1 mol 1! hasta obtener un color rosado persistente.
Hacer una prueba control con agua desionizada.

4. Calcular la acidez intercambiable.

CALCULOS

Acidez intercambiable (ecuacion 1).

meq / 100g = (V2 - V1) x 2 1)
Doénde:
V.. ml de solucién 0.1 mol 1? de hidréxido

de sodio usados en la prueba control.

ml de solucién de hidréxido de sodio 0.1 mol 1!
usados en la titulacion del extracto.

Pracrica 1 13
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CUESTIONARIO

Qué es la acidez intercambiable del suelo?

(Cual es la influencia de la acidez intercambiable en la fertilidad y el tras-
porte de contaminantes en el suelo?

,Qué procedimiento seria adecuado para corregir la acidez intercambiable
del suelo?

Practica 1



PrAcTICA 2.

DETERMINACION DE LA ACIDEZ
POTENCIAL DEL SUELO

OBJETIVO

Aplicar técnicas volumétricas para la determinacién de la acidez potencial del
suelo.

PrincIPIO

El suelo acido, es decir con bajo pH, puede contener altas concentraciones
de elementos como el aluminio, hierro y manganeso resultando téxicos para
la gran mayoria de las plantas (Ramos et al., 2020). La acidez potencial se
caracteriza por la suma de la acidez intercambiable (iones H* y AI** que son
retenidos en la superficie de los coloides del suelo por fuerzas electrostaticas)
con la acidez no intercambiable, que corresponde a esa acidez neutralizada.
La acidez potencial se mide por la cantidad de base fuerte necesaria para au-
mentar el pH a 7.0. La acidez potencial indica la acidez total del suelo entre
el valor de pH inicial del suelo y el final (pH = 7.0). Jones (1915) parece haber
sido el pionero en determinar la acidez potencial mediante la digestién con
acetato de calcio.
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MATERIALES

(1) Agitador mecanico.

(1) Balanza analitica.

(2) Beaker de 250 ml.

(2) Balones volumétricos de 250 ml y de 100 ml.
(3) Varillas de vidrio.

(3) Espatulas.

(5) g de algodon.

(2) Embudos.

(2) Papel filtro.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

16

Solucion de acetato de calcio (C,H,CaO,) 1 mol I' a pH 7.0: Pesar 22.03 g
de acetato de calcio y diluir en 100 ml de agua desionizada en 1 beaker
de 250 ml, transferir al baléon volumétrico de 250 ml y aforar a 200 ml.
Filtrar con algodén y ajustar el pH entre 7.0 y 7.1 con 2 mol 1? de acido
acético (CH,COOH) o 1 mol I" de solucién de hidréxido de calcio [Ca(OH),],
y aforar con agua desionizada.

Solucion de dcido acético 2 mol 1': Diluir 28.5 ml de acido acético en 150 ml
de agua desionizada en un balén volumétrico de 250 ml y aforar con agua
desionizada.

Solucion de hidroxido de calcio 1 mol 1'*: Diluir 18.5 g de hidréxido de calcio
en 100 ml de agua desionizada en un beaker de 250 ml, transferir al baléon
volumétrico de 250 ml y aforar con agua desionizada.

Practica 2
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4.  Solucion alcohdlica de fenolftaleina al 3%: Diluir 3 g de fenolftaleina en
50 ml de alcohol etilico, transferir al balén volumétrico de 100 ml y aforar
con alcohol etilico.

5. Solucion 0.1 mol 1 de hidréxido de sodio: Diluir 1 g de hidréxido de sodio
en 100 ml de agua desionizada en un recipiente de precipitado de 250 ml,
transferir al balén volumétrico de 250 ml y aforar con agua desionizada.

Digestion con solucion tamponada y titulacion del extracto

1. Pesar 5 g de tierra fina, tamizada previamente a 2 mm y secada al aire
libre.

2.  Enun erlenmeyer de 250 ml, agregar 100 ml de solucién de acetato de cal-
cio 1 mol I'* a pH 7.0, agitar mecanicamente por 10 min y decantar por 16 h.

3. Filtrar, agregar 5 gotas de fenolftaleina al 3% y aforar con solucion
0.1 mol 1! de hidréxido de sodio hasta obtener un color rosado persistente.
Hacer una prueba control con agua desionizada.

CALcuLos
Acidez potencial (ecuacion 2).
(H+ Al)enmeq/100g = (V2-V1) x 2 (2
Donde:
V. ml de solucién 0.1 mol 1 de hidréxido de sodio

gastados en la prueba en blanco;

ml de solucién 0.1 mol 1! de hidréxido de sodio
gastados en la titulacion del extracto.

Practica 2 17
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CUESTIONARIO

(Cual es la diferencia entre la acidez intercambiable y la acidez potencial?

(Cuales son las consecuencias de la acidez del suelo para las plantas?

18 PracTICA 2



PrAcTICA 3.

DETERMINACION DE
HIERRO EN EL SUELO

OBJETIVO

Determinar la concentracion del Fe* y Fe*® en el suelo, para evaluar su grado de
disponibilidad a las plantas, mediante digestion con acido clorhidrico y posterior
cuantificacion por colorimetria.

PrincIpriO

El hierro es un micronutriente esencial a las plantas (Harley & Gilkes, 2000)
que esta presente en el suelo en dos formas i6nicas (Fe*? y Fe*™). El método de
digestion con oxalato acido de amonio es la técnica ampliamente utilizada pa-
ra cuantificar el Fe™® en suelos. No obstante, esta técnica puede impulsar la
disoluciéon de los cristales que no son biodisponibles para los microrganismos
reductores de hierro. En esta guia utilizaremos un método de digestiéon con
hidroxilamina hidroclorada la cual es bastante adecuado para la extracciéon del

Fe*® (Phillips & Lovley, 1987).
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MATERIALES

(3) Balones volumétricos de 100 ml.

(3) Probetas de 100 ml.

(5) Tubos de ensayo de vidrio de 20 ml con tapa de rosca.
Pipetas graduadas de 1 ml y 10 ml.

Beakers de 25 ml, 50 ml y 100 ml.

(1) Agitador reciproco

(5) Tubos de centrifuga de 15 ml.

(1) Centrifuga.

(1) Espectrofotometro UV-visible.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

20

Acido clorhidrico (HC1) 0.5 mol 1: En un balén volumétrico de 100 ml con
10 ml de agua desionizada, adicionar suavemente 4.18 ml de HCl y aforar
con agua desionizada.

Hidroxilamina hidroclorada (NH,OH-HCI) 0.25 mol I en HC1 0.25 mol 1.
Agregar 1.73 g de hidroxilamina en un balén volumétrico de 100 ml, diluir
con 10 ml de una solucién de HCI1 0.5 mol 1! y aforar.

Etanol al 10 %: Diluir 10 ml de etanol 98% en 90 ml de agua desionizada.

O-fenantrolina (C,,HN,*H,0) 0.25 %: Pesar 0.25 g de O-fenantrolina y
aforar a 100 ml con la solucién de etanol al 10%.

Solucion buffer de acetato de sodio (C,H,0,*Na) al 10%: Pesar 10 g de ace-
tato de sodio y diluir en 100 ml de agua desionizada. Ajustar el pH 4 con
acido acético.

Pracrica 3
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Solucion estandar de sulfato ferroso amoniacal (50 ppm de Fe). Pesar
0.3512 g de sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH,),(SO,),-6H,0] y transferir
al balén volumétrico de 1 L, diluir y aforar con solucién de HC1 0.5 mol 1.

Digestion del hierro

Pesar 0.1 g de suelo hiimedo en un tubo de centrifuga de 15 ml y agregar
5 ml de soluciéon de HCI 0.5 mol 1.

Agitar por 1 h en agitador reciproco.

Centrifugar por 10 min a 6000 rpm.

Cuantificacion del hierro

Fe*2: Agregar 1 ml de solucién de O-fenantrolina y 1 ml de solucién buffer
en 0.2 ml del sobrenadante, aforar a 10 ml con agua desionizada y agitar
en agitador reciproco. Reposar durante 15-20 min, desarrollar el color y
leer la absorbancia a 510 nm.

Fe total: Agregar 1 ml de solucion de hidroxilamina en 0.2 ml del sobre-
nadante y aguardar 1 h. Agregar 1 ml de solucion de O-fenantrolina, 1 ml
de solucién buffer, aforar a 10 ml con agua desionizada y agitar en agitador
reciproco. Reposar por 15-20 min para desarrollar el color y leer absorban-
cia a 510 nm.

Curva estandar: Utilizar los datos de la Tabla 1 para preparar una curva
estandar para la determinacion de sulfatos con la solucién estandar de
sulfato ferroso amoniacal.

TaBLA 1.
Preparacién de la curva estandar.

Contenido de Solucion estandar Agua
Fe (mg 1-1) de sulfato (ml) desionizada (ml)

0 0 1

5 0.1 0.9
10 0.2 0.8
20 0.4 0.6
30 0.6 0.4
40 0.8 0.2
50 1 0

Fuente: Elaboracion propia.

Practica 3 21
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Agregar 1 ml de solucién de hidroxilamina hidroclorada y aguardar 1 h.

Agregar 1 ml de solucién de O-fenantrolina, 1 ml de solucién buffer, aforar
a 10 ml con agua desionizada y agitar en agitador reciproco.

Reposar hasta desarrollar el color (15 a 20 min) y leer la absorbancia a
510 nm.

CALCULOS

Contenido de Fe*'y Fe total (ecuacion 3):

CE = ((Abs =b) / m) x (FD) 3)
Donde:
CE: Contenido de hierro en el extracto (ppm).
b: Ordenada al origen.
m : Pendiente.

FD: Factor de dilucion.

Contenido final de Fe** y Fe total (ecuacion 4):

CS (ug g™ de suelo seco) = (CE x V)/(P x FH)  (4)

Donde:

CS: Contenido del Fe en el suelo.
V: Volumen de solucién extractora (5 ml).
P: Peso de suelo huimedo (0.1 g).

FH: Factor de correccién de humedad [1-(%humedad/100)].

22 Practica 3
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El contenido de Fe*3 se calcula con la siguiente ecuacion (5):

Fe*® = Fe total — Fe™ (5)

CUESTIONARIO

,Cuales son los efectos causados a las plantas debido a altos contenidos de

hierro disponible en el suelo?

(Cuales son los efectos causados a las plantas cultivadas en suelos con ba-

jos niveles de hierro?

Practica 3 23



PrAcTICA 4.

DETERMINACION DE
CARBONATOS EN EL SUELO

OBJETIVO

Verificar la existencia de carbonatos en el suelo para estimar si el suelo es sus-
ceptible a la acidez usando el acido clorhidrico (HCI) concentrado.

PrincIPIO

La calcita es la forma mas comin de carbonatos de calcio en el suelo y funciona
como un correctivo de la acidez del suelo. El acido cuando es adicionado al suelo
genera efervescencia debido a la liberaciéon de CO,, indicando la ocurrencia de
carbonatos (Mckean, 1993).

MATERIALES

. (1) Balanza analitica.
. (1) Vidrio reloj.

. (1) Espatula.
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(1) Pipeta de Pasteur.
(10) ml de acido clorhidrico concentrado (HCI al 36 %).

PROCEDIMIENTO

Pesar 5 g de suelo seco en vidrio reloj y agregar 10 gotas del HCI concen-
trado.

Si1 hay efervescencia el suelo es calcareo.

CUESTIONARIO

(Cual es la influencia del carbonato de calcio en las propiedades quimicas
del suelo?

,Cual es la diferencia entre suelos sédicos y calcicos?

Pracrica 4 25



PrAcTICA 5.

ExXTRACCION Y DETERMINACION
DEL AZUFRE EN EL SUELO

OBJETIVO

Cuantificar la concentraciéon de azufre disponible en el suelo mediante un mé-
todo turbidimético para estimar la fertilidad del suelo.

PrincIPIO

Las plantas absorben el azufre (S) del suelo en la forma de sulfato (SO,). La
cuantificacion del sulfato permite estimar el contenido de azufre disponible en
el suelo. Hay varias metodologias para extraer el sulfato del suelo. De acuerdo
con Probert (1976) los mejores métodos emplean una solucién de fésforo en la
forma de fosfato de calcio [Ca(H,PO,),]. Esta solucién extrae los sulfatos so-
lubles y adsorbidos en el suelo, y esta disponible para la planta. Se sugiere el
uso de fosfato de calcio porque el calcio favorece la floculacién de los coloides
del suelo. Para cuantificar el sulfato extraido la turbidimetria es ampliamente
utilizada. La turbidimetria es un método para medir la reducciéon de la trans-
misién de luz en un medio provocada por la formacién de particulas. Se deter-
mina gracias a un sistema éoptico que mide la absorbancia de un haz de luz que
atraviesa la suspension. Dicha absorbancia sera mayor o menor dependiendo
de la concentracién de la muestra analizada y el tamano de particula. El1 mé-
todo se basa en la baja solubilidad de sulfato de bario. Para empezar a formar
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los cristales de sulfato de bario se debe afiadir cristales de cloruro de bario a
la solucién filtrada (Norma Técnica Colombiana-NTC 5402, 2006). La gelatina
es utilizada para suspender el precipitado, lo cual permite medir el sulfato por
turbidimetria.

MATERIALES

. (1) Espectrofotometro UV-visible.
. (1) Balanza analitica.

. (1) Agitador reciproco.

. (1) Equipo para filtracion al vacio.
. (1) Embudo Biichner.

. (1) Vidrio reloj.

. (1) Bureta de 50 ml.

. (1) Pipeta volumétrica de 25 ml.
. (3) Balones volumétricos de 1 L.
. (1) Probeta de 25 ml.

. (1) Frasco color ambar de 1 L.

. (2) Papeles filtro.

. (1) Agitador de vidrio.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

1. Solucion de fosfato monobdsico de calcio 0.08 mol 1" [Ca(H,PO,)2H,O]:
Pesar 2.02 g y diluir en 1 L de agua. Se necesita 50 ml por cada muestra.

Practica 5 27
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Solucion de sulfato de potasio (KSO,): Pesar 0.2270 g de sulfato de potasio
y diluir en 200 ml de agua. Agregar 99.34 ml de acido clorhidrico (HCI)
concentrado y diluir a 500 ml con agua desionizada.

Gelatina certificada: calentar 200 ml de agua desionizada a una tempe-
ratura entre 60°C-70°C y anadir 0.15 g de gelatina. Enfriar la solucién,
agitar suavemente, refrigerar durante 4 h, agitar por 2 h. Agregar 25 g
de cloruro de bario (BaCl,) y agitar hasta disoluciéon completa. Refrigerar
durante 16 h y agitar por 1 h.

Solucion estandar: Preparar una soluciéon de 1000 mg S 1* a partir de
sulfato de potasio (KSO,). Pesar 5.4354 g de sulfato de potasio y diluir en
1 L. de agua desionizada. Retirar una alicuota de 20 ml de esta soluciéon
estandar y aforar a 250 ml con agua desionizada. Esta solucién contiene
80 mg S 1.

Soluciones estandares de trabajo: A partir de la solucién estandar pre-
parar los estandares de trabajo: Retirar alicuotas de O ml, 1 ml, 2 ml, 4
ml, 6 ml, 8 ml, 14 ml y 16 ml y llevar a 50 ml con la solucién extractora
de fosfato de calcio (0.08 mol 1). Estos estandares contienen 0, 1.6, 3.2,
6.4, 9.6, 12.8,22.4y 25.6 mg S 1.

Digestion del azufre del suelo

© o =N e«

28

Pesar 10 g de suelo seco en un erlenmeyer de 125 ml.
Agregar 50 ml de fosfato de calcio (0.08 mol 1) y agitar por 30 min.

Usar papel filtro doble para filtrar la suspensiéon por gravedad en un tubo
de ensayo.

Retirar una alicuota de 10 ml de las muestras y de los estandares de tra-
bajo.

Agregar 2 ml de la solucion de sulfato de potasio.

Agregar 4 ml de gelatina y agitar suavemente.

Reposar por 45 min.

Calibrar el espectrofotometro con los estandares a 420 nm.
Agitar y leer las muestras.

Calcular el contenido de azufre.

Practica 5
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CALCULOS

El azufre disponible se calcula mediante la siguiente férmula (ecuacién 6):

Leguivo XV, xF
mg de S/kg de suelo (ppm) = cquipo ~__extarctante _d ) (6)
w

Valicuotax (Pmuestra (100 +P

Donde:

Resultado de la lectura en mg 1! (ppm).

equipo”

Volumen del extractante en ml.

extractante®

F: Factor de dilucion (si no hay diluciones se considera el factor 1).

Volumen del extracto en ml.

alicuota”®

Peso del suelo en g.

muestra’

P : Humedad del suelo a 105°C.

w

CUESTIONARIO

1. (Por qué es importante el analisis de azufre disponible en el suelo?
2. (Cuales son las formas de azufre disponible en el suelo?

3. (Cuales son los métodos analiticos existente para de la determinacién de
azufre?
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PrAcTICA 6.

DETERMINACION DE
BoRO EN EL SUELO

OBJETIVO

Determinar el contenido de boro en el suelo para evaluacién de la fertilidad a
través de un método de cuantificacién por colorimetria.

PrincIPIO

Muchas enfermedades en las plantas se deben a la carencia o exceso de boro,
razon por la cual es de gran importancia estimar el boro disponible en el sue-
lo. La metodologia mas utilizada para la determinacion del boro en el suelo es
la extraccién con agua caliente (Berger & Truog, 1939). La fraccion del boro
adsorbida en el suelo es disuelta en el agua caliente. En esta guia se adaptoé el
método usado por Mahler, Naylor y Fredrickson (1984) que consiste en agregar
agua al suelo en tubos plasticos cerrados y poner en bafno Maria con agua hir-
viendo. Este procedimiento impide la pérdida de agua de la muestra y permite
una fuente de calor uniforme. La lectura del boro en el extracto se realiza por
colorimetria mediante el método de azometina-H (Shanina, Gelman & Mikhai-
lovskaya, 1967). Este método es sencillo, rapido y no tiene muchas interferen-
cias. Para eliminar las interferencias se hace necesario agregar sal disédica de
Ethylenediamine Tetra Acético Acido (EDTA) y agregar la solucion buffer de
acetato de amonio para obtener el pH del extracto entre 4.9 y 5.1. En este rango
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de pH se forma un complejo amarillo debido a la azometina y el boro en solucién
(NTC 5404, 2011).

MATERIALES

. (1) Espectrofotometro UV-visible.

. (1) Agitador reciproco.

. (10) Tubos plasticos de 50 ml con tapa rosca.
. (20) Papeles filtro.

. (1) Banio Maria.

. (10) Beaker de 250 ml.

. (4) Espatulas.

. (5) Varillas de vidrio.

. (3) Balones volumétricos de 100 ml.
. (2) Balones volumétricos de 1 L.

. (2) Pipetas graduadas de 5 ml.

. (1) Pipeta graduada de 2 ml.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

1. Solucién estandar de 100 mg B 1": Pesar 0.571 g de H,BO, (dcido bérico),
diluir en agua desionizada y aforar a 1 L.

2. Reactivo de color: Soluciéon de azometina-H C,,;H,,NNaO,S,: Agregar al
balén volumétrico de 100 ml, 0.9 g de azometina-H, 2 g de acido ascorbico
y aforar con agua desionizada; si no diluir, calentar suavemente en bafo
de Maria. La solucién debera prepararse el dia que se va a usar.
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Solucién buffer: Pesar 100 g de CH,COONH, (acetato de amonio) y diluir
en 160 ml de agua desionizada, agregar 50 ml de 4cido acético (CH,COOH)
y 2.68 g de EDTA, agregar 2.4 ml de acido tioglicélico (C,H,0,S), mezclar
todo y reposar por 12 h o 16 h. El pH final de esta solucién debe ser de
5.6 en caso contrario ajustarlo. Mantener refrigerado y utilizarlo en un
tiempo menor a 30 dias.

Soluciones estandares de trabajo: A partir de la solucién estandar, pre-
parar una soluciéon de 10 mg B 1! (diluir 10 ml de la solucién estandar
en 100 ml de agua desionizada). Retirar alicuotas O ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml,
8 ml y 10 ml de la solucién de 10 mg de B 1! y diluir a 100 ml con agua
desionizada.

Cuantificacion del boro

Para el desarrollo de esta practica debe emplearse muestras de suelo previa-
mente secadas a una temperatura no mayor de 40°C y tamizadas a 2 mm de

abertura.

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

2.  Agregar 20 ml de agua desionizada y tapar los tubos.

3. Colocar los tubos en bafnio Maria a 100°C durante 15 min, enfriar y filtrar.

4. Retirar alicuotas de 2 ml de los extractos y de los estandares de trabajo
en tubos plasticos.

5. Agregar 4 ml de la solucién buffer y 2 ml de reactivo de color.

6. Agitar pon 15 min y reposar por 45 min.

7.  Calibrar el espectrofotometro con los estandares a 430 nm.

8.  Leer las muestras y calcular el contenido de boro.

CALCULOS

Después de las mediciones procedemos a realizar los calculos para determinar
el contenido de boro disponible (ecuacién 7).

Pracrtica 6
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Leguine XV, xF
mg de boro/kg de suelo(ppm) = Squpo __exiractente 2 )) @)
w.

Vaticuota X (Pmuestra (100 +P

Donde:

Lectura del equipo en mg 1.

equipo’

Volimen del extractante en ml.

extractante®

F;: Factor de dilucién
(en caso de no realizarse diluciones el factor es 1).

Volumen de la alicuota del extracto.

alicuota®

Peso en g.

muestra’

P : Humedad a 105 °C en %.

w

Nota: Las cuantificaciones por colorimetria se basan en la ley de Lambert Beer
(ecuacion 8):

(8)

1)

Donde:

Constante de Lambert Beer.

Q

Concentracion conocida (muestra o estandares).

Absorbancia (muestra o estandares).

Luego que es hallada la constante de Lambert Beer procedemos con los calculos
para la colorimetria para el boro (ecuacion 9).
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ppmde boro =K xAxF, 9)

Donde:

K: Constante de Lambert Beer
(calculada del promedio de la absorbancia de los estandares).

A Absorbancia de la muestra leida.

F.: Factor de dilucion.

CUESTIONARIO

(Cual es el rol del boro para las plantas?
(Cuales son las fuentes comunes del boro?

LA qué se refiere la toxicidad del boro?
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PrAcTICA 7.

DETERMINACION DE
CARBONO ORGANICO

OBJETIVO

Implementar el método Walkley-Black para la determinacién de la concentra-
cién del carbono organico en el suelo.

PrincIpPIO

Las mediciones de carbono organico en el suelo sirven como indices de fertilidad
y dan orientacion sobre la fertilizacion de los cultivos y la capacidad para retener
contaminantes. En este método la determinacién de carbono organico implica
la conversion de la forma organica a la inorganica como CO,, razén por la cual
esta transformacién puede ser inducida por métodos de oxidacién y reduccion;
para lo que se utilizara un agente oxidante potente, y el mas comtn usado es
el 1on dicromato, cuyo exceso puede ser cuantificado por titulacion (Walkley &
Black, 1934; NTC 5403, 2013).
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MATERIALES

El material de vidrio debe estar bien limpio.
. (1) Balanza analitica.

. (1) Estufa.

. (1) Cabina extractora de gases y humos.
. (1) Agitador reciproco.

. (1) Bureta de 50 ml.

. (2) Erlenmeyer de 250 ml.

. (2) Balones volumétricos de 250 ml.

. (4) Espatulas.

. (1) Varilla de vidrio.

. (1) Vidrio reloj.

. (1) Pipeta.

. (1) Probeta de 50 ml.

. (1) Gotero.

. (1) Tamiz de 2 mm.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

1. Solucion estandar de dicromato de potasio (K,Cr,0.) 1N (Imol 1"): Pesar
12.26 g de dicromato de potasio pulverizado y seco en horno a 100 °C,
agregarlo al balon volumétrico de 250 ml y aforar con agua desionizada.
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Solucion de sulfato ferroso aménico [Fe (NH,),(SO,), x 6H,0] 0,5 mol 1"
Pesar 49.02 g de sulfato ferroso amonico y diluir en 200 ml de agua de-
sionizada, agregar 20 ml de acido sulfarico (H,SO,) y aforar con agua
desionizada.

Indicador de difenilamina (C _H,),NH: Pesar 0.5 g de difenilamina, diluir
en 20 ml de agua y aforar a 100 ml con acido sulfarico.

Como indicador alterno se emplea el complejo ferroso-ortofenantrolina
0.025 mol I'': Pesar 1,73 g de clorhidrato de ortofenantrolina y 0.7 g de sul-
fato ferroso, diluir en agua y aforar a 100 ml.

Cuantificacion de carbono organico

La muestra de suelo debe ser previamente secada, molida y tamizada a 2 mm
para garantizar la homogeneidad granulométrica. Deben utilizarse simultanea-

mente 2 controles por cada volumen de dicromato usado.

1.

Pesar entre 0.1 g a 1.0 g de muestra. La cantidad dependera del color de
la muestra de suelo, si el suelo tiene alto contenido de materia organica
(suelo oscuro) se debe usar una menor cantidad de muestra. En la Tabla 2
se presenta una guia de las cantidades de suelo a tomar al igual que la
solucién de dicromato de potasio y el acido sulfurico necesarios para oxidar
el carbono de la muestra.

TABLA 2.
Cantidad de muestra de suelo segtn su color.

Solucién de

Peso del dicromato AC}dQ
. sulfarico
suelo (g) de potasio ol
1 mol 1-1 (ml)
0,1 (negros, 20 40
organicos)
0.1-0.3
(pardos, 10 20
0SCuros)
0.4-1.0
(claros, 5 10
arenosos)

Fuente: Elaboracion propia.
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Haciendo uso de la cabina extractora de gases y humos agregar lentamen-
te a la muestra escogida segun la Tabla 2, los ml de la solucién 1 mol 1!
de dicromato de potasio con suave agitacion para obtener una mezcla ho-
mogénea, anadir de forma rapida, pero con mucho cuidado los ml de acido
sulfarico agitando la muestra durante 30 s.

Si al agregar el dicromato de potasio y el acido sulfirico a la muestra de
suelo, esta se vuelve verde, se debe disminuir la cantidad de la muestra
al 50%; si el peso de la muestra es de 0.1 g se aumentara la cantidad de
reactivos y se llevaran dos controles con la misma cantidad de reactivos
empleados en la muestra.

Reposar la mezcla dentro de una cabina extractora de gases y humos.
Diluir con 50 ml de agua desionizada y enfriar. Anadir 1 ml de acido
fosférico.

Agregar 3 gotas de difenilamina o 3 gotas de ortofenantrolina a esta so-
lucién y a los 2 controles; leer y se aforar con la solucién de sulfato ferro-
so amoénico hasta el punto de viraje del color verde oscuro inicial pasa a
azul turbio y a un color verde brillante en el punto final (difenilamina).
En el caso de la ortofenantrolina, el color verde inicial que es formado en
el curso de la titulacion, vira a vino tinto, el cual debe mantenerse por
mas de 30 s.

Si durante la titulacién se gastan menos de 2 ml de la sustancia, se debe
disminuir la cantidad de la muestra al 50% y hacer el proceso nueva-
mente.

Si durante la titulacién de la muestra consumimos una cantidad de titu-
lante cercana a la de los controles se debe repetir el analisis utilizando
una cantidad mayor de muestra.

CALCULOS

El carbono se cuantifica mediante la férmula siguiente (ecuacién 10).

38

(B—M)x N x0.003 x (100 + pW)
Wi

Corgsnico * %(fracciéon en masa) =

(10)
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Donde:

M Volumen de la solucién valoradora
empleada en la muestra en ml.

E: Volumen de la solucién valoradora empleada en el control en ml.
N: Concentracion molar de la soluciéon ferrosa.

0.003 : Factor estequiométrico.

pW: % (fracciéon en masa de humedad de la muestra.

W : Pesoeng.

CUESTIONARIO

,De dénde provienen los componentes organicos en el suelo?
. Porque es importante la cuantificaciéon de la materia organica en el suelo?

,Qué relacion tiene la cantidad de materia organica con la fertilidad del
suelo y otras caracteristicas fisicoquimicas del mismo?

(Cual es la influencia de la presencia de materia organica en el suelo ante
procesos de contaminacién quimica?

(Cuales son los métodos disponibles para la determinacion de carbono or-
ganico?
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PrAcTICA 8.

DETERMINACION DE FOSFORO
DISPONIBLE EN EL SUELO

OBJETIVO

Determinar el fosforo disponible en el suelo para la valoracion de su estado nu-
tricional en relacién con usos agricolas, medio ambiente y recursos naturales.

PrincIPIO

El fosforo es un macronutriente esencial para los procesos metabdlicos que se
llevan a cabo en las plantas y los microorganismos. En pequenas cantidades
puede ser un limitante debido a que este forma parte de los acidos nucleicos y
de los fosfolipidos. Por otra parte, cuando se encuentra en exceso en el suelo, a
través de su dinamica ambiental puede transferirse a otras matrices ambienta-
les como el agua y generar procesos de eutrofizacion.

Fraccion del contenido total de fosforo en el suelo, correspondiente al contenido
usado por las plantas. Para su determinacién existen diferentes métodos. Sin
embargo, en esta practica se utilizara un método colorimétrico descrito en la
NTC 5350 (2005), el cual aprovecha la formacién de complejo fosfomolibdico
azul obtenido tras reduccién de molibdato con acido ascérbico y determinacion
espectrofotométrica. La intensidad del color azul aumenta con la concentraciéon
del fosforo. Se basa en el principio de disolver los minerales que contienen P y/o
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agotamiento de P retenido en superficies sélidas para la solucién, para aniones
capaces de competir con P por sitios de retencién.

MATERIALES

. (1) Espectrofotometro UV-visible.
. (1) Beaker de 50 ml.

. (1) Balén volumétrico de 250 ml.
. (1) Erlenmeyer de 250 ml.

. (1) Probeta.

. (1) Tubo de ensayo de 25 ml.

. (1) Pipeta volumétrica de 5 ml.

. (1) Bureta de 50 ml.

. (1) Cronémetro.

. (1) Papel filtro cuantitativo.

. (1) Espatula.

. (1) Agitador mecanico.

. (1) Dispensador de 20 ml.

PROCEDIMIENTO

Reactivos y preparacion de soluciones

1.  Solucion extractora Olsen: Solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO3)
0.5 mol 1! a pH de 8.5. Para prepararla 10.5 g de bicarbonato de sodio y
llevar al balon volumétrico de 250 ml. Ajustar a un pH de 8.5 con hidréxido
de sodio (NaOH) 1 mol I y agitar para homogeneizar la solucion.
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Solucién A: Pesar 15 g de molibdato de amonio [(NH,) Mo O,, x 4H,0O] y
diluirlos en cerca de 50 ml de agua, y 0.361 g de tartrato de antimonio y
potasio [K(SbO)C,H,O, x 1/2H,0] e un erlenmeyer de 250 ml. Agitar has-
ta disolucién completa. Agregar suavemente con agitacién lenta 175 ml
de acido sulfirico. Aguardar enfriar la solucién pues la interacciéon de la
mezcla anterior genera un calentamiento. Aforar y guardar la soluciéon en

frasco ambar bajo refrigeracion.

Solucion B: Preparar una solucion de acido ascorbico (C,H,O,) al 13.2%
(p/v), para esto pesar 1.32 g de acido ascérbico, agregarlos en un balén vo-
lumétrico de 10 ml, annadir 5 ml de agua desionizada, agitar suavemente
hasta disolucién y aforar con agua desionizada.

Solucion de trabajo: En un balén volumétrico de 250 ml agregar 6.25 ml
de la solucién A, 2.5 ml de la solucién B, aforar con agua desionizada y
mezclar bien. Esta solucién se debe preparar 5 min antes de la determi-
nacion.

Soluciones estandares de fosforo preparadas con el fosfato monobdsico de
potasio, y en las concentraciones requeridas.

Digestion del fosforo

Pesar 1 g de muestra de suelo previamente seca a una temperatura de
40°C y tamizadas a 2 mm.

Agregar la muestra al beaker, anadir 20 ml de solucién extractora Olsen
y agitar mecanicamente por 30 min.

Filtrar las veces que sea necesario hasta obtener una solucién traslucida
(extracto).

Cuantificacion del fosforo

42

Tomar 2 tubos falcon de 50 ml, en uno anadir 1 ml del extracto de la
muestra a analizar y en el otro 1 ml de agua desionizada como control del
proceso.

Agregar 6 ml de agua desionizada a cada tubo.
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3. Agregar 27 ml de la solucién de trabajo a cada tubo y agitar. Aguardar
a que la mezcla reaccione y se desarrolle color, esto puede demorar entre
10 min a 20 min. Este color es estable durante 8 h.

4. Pasar las soluciones coloreadas a la celda del espectrofotometro, ajustar
la longitud de onda a 800 nm o a la longitud maxima a la que funcione el
equipo usado. Ajustar el 0 de absorbancia con el control y realizar la lec-
tura del fosforo en las muestras.

5. Realizar la lectura de las soluciones estandares para la curva de calibra-
cién y de las muestras y control a analizar.

CALCULOS

Hacer la curva de calibracién con los datos obtenidos para los estandares, gra-

fique e incluya una regresion lineal para obtener la ecuacién que mejor se apro-
xime a la curva obtenida.

Para calcular el fosforo disponible se debe emplear la siguiente ecuacion (11):

Lequipo X Vextarctantex Fa (l l)

P =
mg de /kg de Suelo (ppm) Vull'cuota>< (Pmuestru (100 + Pw))

Donde:

L : Lectura del equipo en mg 1.

equipo

: Volumen del extractante.

extractante °
F,: Factor de dilucién

(considerar el factor como 1 si no se hace diluciones).

Vv : Volumen de la alicuota del extracto.

alicuota”®

: Peso de 1la muestra.

muestra’

PW : Humedad de la muestra a 105 °C.
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Nota: Las cuantificaciones por colorimetria se basan en la ley de Lamber Beer
(ecuacion 8):

=
I
ey

(8)

Donde:

K: Constante de Llamber Beer.

Q

Concentraciéon conocida (muestra o estandares).

Absorbancia (muestra o estandares).

Luego que es hallada la constante de Lambert Beer se continda con los calculos
para la colorimetria para el fosforo (ecuacion 12).

mg/kg (ppm)deP = K x Ax F, (12)

Donde:

K: Constante de Lambert Beer
(calculada a partir del promedio
de la absorbancia de los estandares).

A: Absorbancia de 1la muestra leida.

F.: Factor de dilucion.

CUESTIONARIO

1.  /Cuadles son las formas y contenidos del fosforo nativo del suelo?
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,Cuales son los factores de influencia en las formas de fosforo inorganico
en el suelo?

,Cual es la importancia del fosforo para el suelo y las plantas?

,Qué pasa a nivel medioambiental s1 aumenta o disminuye el contenido de
fosforo en el suelo?, justifique su respuesta.

(Cuales son los métodos disponibles para la determinacién de fosforo en
muestras suelo?
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