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RESUMEN. El contenido de materia orgénica en suelos es
una de las propiedades de mayor interés debido a su papel
en la estructura y a su reconocida influencia en la dindmica
de solutos. Su caracterizacion es por tanto, un aspecto de
gran interés. Los contenidos de M.O. en suelos dedicados a
plantaciones de vifiedo son relativamente bajos, por lo que
la incertidumbre y posibles errores del método analitico
pueden condicionar estudios de variabilidad espacial. En
este trabajo se elabora y valida un método de analisis de la
materia orgénica de acuerdo con los criterios de la Norma
ISO-17025 y se disefia un control de calidad, incluyendo un
estudio de la variabilidad que la metodologia introduce en
los resultados.

Con la sistematica desarrollada se ha llevado a cabo un
muestreo previo y un muestreo final de 36 y 386 muestras
representativas de una parcela de vifiedo ubicada en el
Instituto Tecnologico Agrario, cuyo fin es evaluar el
nimero de muestras necesarias que han de tomarse para
caracterizar esta propiedad.

El trabajo se completa con un estudio geoestadistico de
los valores de materia organica, con lo que pueden
extraerse conclusiones para planes de muestreo futuros,
desarrollo de modelos de simulacion a escala de campo y
aplicacion practica de problemas de fertilizacion.

ABSTRACT. Organic Matter content is among the most
important soil properties due to its structural function and
role in the fate of solutes in soil. Assuming that O.M.
content in vineyard soils are relatively low, the knowledge
and control of the uncertainty of analytical method become
indispensable, prior to a field characterisation.

In this work, a method of analysis of soil organic matter is
developed and validated in accordance with ISO-17025
standards, including a study of the variability that the
methodology introduces in the results. Using this method, a
characterization of O.M. content in a vineyard plot sited in
the Instituto Tecnologico Agrario de Castilla y Leoén
(Valladolid, Spain) was carried out. The work is completed
with a geostatistic study of the organic matter values, in
order to obtain conclusions for our future samplings,
development of simulation models at field scale and
practical applications of fertilization problems.

1. Introduccion

Los horizontes superficiales de los suelos sometidos a
laboreo suelen contener entre el 1 y el 3 % de materia
organica. A pesar de que el contenido de este constituyente
del suelo no es muy elevado, su papel en la estructura y
procesos que tienen lugar en los sistemas suelo-agua-soluto
es fundamental. En la practica, se suele distinguir entre dos
tipos de materia orgéanica; la total, que incluye todo tipo de
compuestos organicos y la oxidable, que estd totalmente
transformada y que por lo tanto es la que influye en mayor
medida en las propiedades fisico-quimicas del suelo.

La importancia que se le reconoce a la materia orgénica
deriva de su intervencion en procesos como la formacion y
estabilizacion de agregados, el ciclo biogeoquimico de
nutrientes, el pH del suelo y el balance de agua y energia.
Asi, la materia organica tiene un papel importante en la
retencion de humedad, dado su caracter hidrofébico
(Nelson, 1996) y afecta a la densidad aparente y estructura
del suelo. Otro aspecto importante es su papel en los
equilibrios de oxido-reduccion de practicamente cualquier
elemento quimico (Sauvé et al., 1998; Yermiyahu et al.,
1995) y muy particularmente su papel regulador de muchas
de las transformaciones en el ciclo del nitrogeno (Johnsson
et al., 1987). Ademas y como aspectos mas relevantes,
interviene en el transporte de agua y solutos, como la
adsorcion-desorcion de pesticidas (Benoit et al., 1996;
Barriuso et al., 1992), hidrocarburos aromaticos (Totsche et
al., 1997) y 6xidos (Gu et al., 1994).

La retencion de estos solutos suele expresarse a través de
un coeficiente de distribucion Ky, que es la constante de
proporcionalidad entre la cantidad de soluto en las fases
adsorbida y disuelta. La correlacion entre el coeficiente de
adsorcion (Ky) de moléculas orgénicas polares y apolares
con el contenido de carbono organico del suelo, viene dada
por el coeficiente K, (Benoit et al., 1996):

Koo (dm*/Kg) = [Kq (dm*/Kg) x % carbono organico] x 100 (1)
siendo K:

Ky (dm*/Kg) = [Total adsorbido (g/Kg) / concentracién
de la solucién en el equilibrio (g/dm’)] 2)
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Dado que el contenido en materia organica es uno de los
factores con mayor incidencia en la adsorcion de
determinados compuestos y que su analisis es mucho mas
sencillo y rapido que la realizacion de isotermas de
adsorcion, resulta interesante abordar una metodologia de
caracterizacion de su contenido a escala de campo. Dicha
caracterizacion debe tener en cuenta que los suelos son
heterogéneos y que sus caracteristicas varian en todas las
direcciones, por lo que se requiere atender a
consideraciones de variabilidad espacial.

Puesto que la propiedad que vamos a caracterizar se
estima a partir de un método quimico y que los valores de
porcentaje de M.O. son habitualmente bajos, es necesario
tener en cuenta la presencia de una variabilidad inherente al
método de caracterizacion, que habra que distinguir de la
variabilidad espacial real. A pesar de que este valor puede
estimarse a partir del variograma, en un estudio estadistico,
conviene que sea controlado durante las tandas de analisis,
llevando a cabo estudios simultaneos de la incertidumbre
del método analitico utilizado y planificando un método de
control de calidad.

Atendiendo a estos planteamientos, los objetivos
planteados en este trabajo fueron la caracterizacion
geoestadistica del contenido de materia organica en un area
de 12.000 m* con estimacion previa de la incertidumbre y
control de la variabilidad del método analitico empleado
para la estimacion de la variable en campo.

2. Material y métodos
2.1. Parcela Experimental

La parcela experimental esta situada en el término
municipal de Valladolid, en la Finca Zamaduefias
perteneciente al Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y
Leén, en el Km. 118 de la Carretera de Burgos. Se
encuentra sobre una terraza del Rio Pisuerga a una altura de
10 m sobre su cauce. El Mapa de suelos de Castilla y Leon
atendiendo a la clasificacion de la FAO, cartografia la zona
de la parcela como Fluvisol célcico o calcéreo.

Se trata de una plantaciéon de vifiedo, cuyas dimensiones
son 110,2 m x 108,2 m, dividida en cuatro subsectores,
separados por una carretera (Cr) y un camino auxiliar (Ca),
como puede verse en la figura 2; en la figura también se
aprecian cuatro areas sombreadas, que se corresponden con
la superficie plantada de vifiedo, habiendo sido desechado
el muestreo de las primeras filas debido a su posible efecto
de borde al encontrarse proximas al camino. El marco de
plantacion esta distribuido en 2,80 m entre las filas y 1,15
m entre las plantas a lo largo de la fila. En la tabla 1 se
citan las caracteristicas mas relevantes.

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas.

Textura pH CIC Carbonatos
Franco-Arenosa 7,67 1,26 meq/100g 34,5%
Caliza Activa pF 0.33 atm pF 15 atm
4,58% 10,4% 6,25%
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2.2. Muestreo previo y plan final de muestreo

Siguiendo las indicaciones de Mulla et al. (2002) y
asumiendo una distribucién normal de los datos se partid
de la ecuacion 3 (Warrick and Nielsen, 1980) para plantear
un muestreo previo de la parcela.

2_o?

}x d2 3)

donde o es la varianza, x el valor medio y d el rango de

n =1,96

error aceptado sobre la media. Resolviendo esta ecuacion
para un valor medio de esta propiedad en campo de un 1%,
un error en valor de la propiedad del 10% y un coeficiente
de variacion (C.V.) del 30% (Mulla et al. 2002), dado que
o’= (CV x x)/100, el nimero de muestras necesario seria
de: 1,96*x 0,3%/ (1 x 0,1)* = 35 muestras.

Decidieron tomarse 36 muestras de acuerdo a la figura 1.
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Fig. 1. Rejilla de puntos para el muestreo previo.

Para las 36 muestras se obtuvo un valor medio de M.O.
en la parcela de 1,23% y un valor de la varianza de 0,0522.
Para el calculo del nimero de muestras final se utilizé un
intervalo de confianza del 98% y se recalculo la ecuacion 3
para los valores obtenidos en el muestreo previo arrojando
como resultado un total de 386 muestras necesarias. Este
nimero de muestras permitia ademas establecer una rejilla
suficientemente densa para un posterior estudio
geoestadistico (Fig. 2). La decision fue apoyada ademas
sobre un semivariograma realizado con el muestreo previo.
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Fig. 2. Mapa final de muestreo. Situacion de los 384 puntos donde se han
tomado las muestras de suelo. (Distancias en m).
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2.3. Toma de Muestras

Las muestras de suelo se tomaron del horizonte
superficial, aproximadamente de los primeros 30 cm,
mediante una barrena Edelman de 7 cm de diametro. La
muestra se introdujo en una bolsa de plastico etiquetada y
se traslado al laboratorio para ser analizada. Las muestras
fueron secadas al aire y tamizadas a 2 mm antes de su
analisis.

2.4. Determinacion de la Materia Organica

El principal componente de la M.O. del suelo es el
carbono organico, por lo que todos los métodos basados en
la oxidacion del carbono organico del suelo sirven como
determinacion indirecta de la M.O. El valor de la M.O. del
suelo se obtiene a partir del contenido en carbono orgéanico
multiplicado por el factor 1,724 (coeficiente de Waskman).
El método mas utilizado es el de Walkley y Black, cuyo
fundamento es la determinacion del carbono orgéanico que
se oxida con dicromato potasico en presencia de acido
sulfurico; el exceso de oxidante se valora con sulfato
ferroso amoénico (sal de Mohr) y la cantidad de carbono
organico oxidado se calcula a partir de la cantidad de
dicromato reducido. (M.A.P.A., 1994).

La oxidacion de la materia organica con dicromato en
medio acido, se desarrolla siguiendo la siguiente reaccion:

3C + 2K2Crm07 + 8Hp S04 — 3C0Oy + 2K2S04 +2Cr(SO4)3 +8H20  (4)

2.5. Incertidumbre del método y Control de Calidad

La validacion consiste en realizar y estudiar un niimero
determinado de pruebas analiticas, de forma que se
establezcan las caracteristicas técnicas para cumplir las
especificaciones relativas al funcionamiento del método de
analisis de acuerdo a unos criterios (en nuestro caso
propusimos los de la norma ISO-17025), mientras que el
control de calidad asegura que las operaciones realizadas
durante el procedimiento analitico, asi como la
instrumentacion y reactivos necesarios, se han preparado y
utilizado de una forma correcta, y que la incertidumbre del
resultado de analisis se encuentra bajo limites establecidos.

Una de las claves es la disposicion de una muestra de
referencia que se analiza en cada tanda de analisis (material
certificado). Dado que no existe un suelo con un contenido
de M.O. certificado, fue necesario preparar un material de
referencia que sirviese para la validacion y control de
calidad del método. Con este fin se utilizd suelo con una
cantidad conocida de glucosa (C¢H;,0¢), ya que todo el
carbono que contiene es susceptible de ser oxidado. El
suelo de referencia, libre de materia organica se obtuvo por
calcinacion en mufla durante 18 horas a 540 °C. Los
resultados de la determinacion analitica en 5 repeticiones
de muestras de suelo con cantidades crecientes de materia
organica: 0g; 0,5g; 1g; 1,5¢g; 2g; 2,5g figuran en la Tabla 2.

Tabla 2. Determinacion analitica de % de M.O. en suelos de referencia.

ml de la gde Suelo  Suelo

Disolucion  exentode  con % 1? A 32 42 5°

de Glucosa M.O. de M.O.
0 1,5 0 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04
2 1,5 0,4586 0,42 046 045 047 048
4.5 1,5 1,0319 0,99 1,04 1,02 1,03 1,03
6,5 1,5 1,4906 1,45 1,48 148 1,50 1,50
4,5 0,75 2,064 2,00 2,03 2,09 2,08 2,11
5,5 0,75 2,5226 2,51 257 255 2,59 2,58

El limite de deteccién (L.D.) cuantifica la parte inferior
del intervalo de concentracion que se puede medir. Segin
la TUPAC (Uniéon Internacional de Quimica Pura y
Aplicada), se calcula a partir de las rectas de calibrado
mediante la expresion:

L.D.=3S,,/m (5)

donde m es la pendiente de la recta de calibrado y Sy es la
desviacion estandar del ajuste. Su valor fue 0,1787.

La incertidumbre es debida a la variabilidad propia del
proceso de medida (errores aleatorios). Se evalia mediante
el analisis de réplicas de un material de referencia estable o
de adiciones conocidas sobre una muestra y se rige por la
siguiente expresion (EURACHEM/CITAC 2000):

U=K-(J0V*S,/ (N +(Clo)  (©)

donde K es un factor de correccion y tomara distintos
valores en funcion del grado de confianza, normalmente se
toma K=2 (confianza aproximadamente del 95%).

El primer término de la raiz corresponde al célculo de la
incertidumbre del material de referencia, Para obtener este
valor se ha utilizado el método de adiciones que consiste en
afladir una cantidad conocida de glucose al suelo exento de
materia organica, y comparar la diferencia entre los
resultados que se obtienen de la muestra adicionada con el
valor teodrico de la adicidn que se toma como valor de
referencia. El segundo término (C/c)* corresponde al
calculo de la incertidumbre del sesgo, es decir, los errores
provocados por variaciones impredecibles, siendo C la
correccion o sesgo y 6 un coeficiente que depende del tipo
de distribucion. La funcion que estima la incertidumbre en
funcion de la concentracion puede verse en la figura 3.
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Fig. 3. Representacion grafica de la incertidumbre.

Por tltimo, y para determinar si la técnica analitica se
encuentra dentro del intervalo de error aceptable es preciso
la elaboracion de los diagramas de control (figura 4). Para
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ello es preciso determinar la media y la variabilidad del
proceso; construida la media, los niveles superior e inferior
del diagrama se obtienen sumandole y restandole a ésta el
triple de la desviacion estandar de las medidas
(EURACHEM/CITAC 2000).

Tabla 3. Parametros estadisticos del diagrama de control de calidad
expresados en % de M.O.

Media 0,582
Desviacion Estandar 0,021
Limite Superior 0,645
Limite Inferior 0,52
0,7
0,65 -
*
o 06 - . o o .
= *
i 0 55 j) ¢ * ¢ * *
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0,45 T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

N° de Analisis

Fig. 4. Diagrama de control de calidad. Los puntos representan los valores
obtenidos para una misma muestra de referencia en cada tanda de analisis

3. Estudio Geoestadistico

Este estudio ha sido realizado sobre un total de 386 puntos
del muestreo final (Fig. 2).

3.1. Estadistica

En primer lugar, se identificaron los valores outliers
mediante el diagrama de tronco y hoja (Tabla 4). Se
observaron 9 valores atipicos, que se alejan de la
distribucion normal de los datos (=<.70 y >=1.81). Estos
valores representan menos del 3 % del total de los datos y
no fueron desechados para posteriores andlisis estadisticos,
al comprobarse que no afectan a los valores medios
obtenidos para la distribucion.

Tabla 4. Diagrama de tronco y hoja.
Frequency Stem & Leaf
4.00 Extremes (=<.70)
7.00 7. 49&
7.00 8. 67&

19.00 9. 1235789&
51.00 10. 02345566778888999&
66.00 11. 00111233344455667788999

88.00 12. 00011222333455566677778889999
53.00 13. 000122234556777889
32.00 14 . 022344556789&
25.00 15. 011234579
14.00 16. 12679&
13.00 17. 0247&
5.00 Extremes (>=1.81)
Stem width: .10000
Each leaf: 3 case(s)
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La Tabla 5 muestra los estadisticos descriptivos: media,
mediana, moda, coeficiente de variacion (CV), varianza,
asimetria y curtosis de la distribucién de valores de M.O.
en campo, los cuales nos dan una primera idea de la
distribucion y dispersion de los resultados obtenidos.

Tabla 5. Estadisticos descriptivos de los datos de materia organica.

Minimo Maximo Media Mediana Moda
0,40 2,04 1,257 1,245 1,29
C.V. Varianza Asimetria Curtosis

18,30% 0,0529 0,265 0,955

A la vista de estos resultados se observa que el valor
maximo de contenido de materia organica en la parcela es
de 2,04%, siendo el valor minimo de 0,4%. Los valores de
la media, mediana y moda son practicamente iguales, y los
valores de curtosis y asimetria obtenidos, sugieren que
muchos de los datos estan distribuidos de una manera
homogeénea, es decir, siguen una distribuciéon normal. El
C.V. obtenido es moderado (18,3%) siendo acorde con los
valores propuestos por Mulla and McBratney (2002) que
clasifican el C.V. de esta propiedad como moderado-alto,
con valores del 21-41%.

Introduciendo estos valores en la ecuacion 3, observamos
que el numero de muestras necesario para caracterizar la
parcela desde el punto de vista analitico y estadistico seria
de 9 para un error tolerado de un 10% sobre la media y de 5
para un error de un 20% sobre la media. Estos valores son
considerablemente inferiores a los planteados en el
muestreo previo inicial y es debido al valor tan bajo que se
ha obtenido para la varianza, casi la mitad de lo esperado.
Obsérvese también que el error cometido en la estimacion
de la varianza a partir de 36 muestras respecto de las 386
muestras utilizadas finalmente es tan sélo de un 4,2% y en
el caso de la media de un 2,2% de error, lo que implica que
bajo estos criterios, el muestreo esta sobredimensionado y
que habriamos llegado a las mismas conclusiones con un
nimero de muestras mucho menor.

Desde el punto de vista geoestadistico la cantidad de
muestras requerida serd mayor, dado que para variables con
dependencia espacial, la informacion proporcionada por
cada muestra se ve minimizada.

3.2. Geoestadistica

Aunque en este trabajo se ha desarrollado una
metodologia para llevar a cabo muestreos con un alto grado
de automatizacion, es interesante siempre optimizar el
nimero de experimentos minimo necesario para la
caracterizaciéon de la variabilidad. Para ello, se hace
necesario profundizar en la relacion entre la variabilidad de
las medidas y la distancia entre estas.

En primer lugar se estimd el variograma de superficie
(Fig. 5), donde el valor de cada celda representa una clase
de distancia direccional. El resultado es un mapa de pixels
con una clase especial de georeferencia, que ayuda a
visualizar la posible anisotropia de los datos y determinar
la direccion del eje de anisotropia. En este caso los valores
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mas elevados de anisotropia se encuentran en la direccion
de 135° y los menores en la direccién de 0°.
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Fig. 5. Variograma de superficie.

El variograma omnidireccional (figura 6) fue ajustado a
un modelo tedrico esférico por medio de la metodologia de
los minimos cuadrados ponderados (Burrough y Van
Keulen, 1986); muestra el comportamiento tipico de una
variable regionalizada, con una varianza de 0,0545 que va
aumentando progresivamente hasta un rango de 19,6 m,
lejos de los 112-250 m citados por Mulla et al. (2002).
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Fig. 6. Variograma omnidireccional ajustado.

El valor del nugget seria comparable con la incertidumbre
del método de determinacion de la magnitud (incluiria
errores accidentales en el muestreo, transporte y
manipulacion de la muestra, etc.). Observando ambos
valores se aprecia que para un valor medio de 1,25% de
M.O. en la parcela, el valor de la incertidumbre en la
determinacion analitica es de 0,04, casi el doble que el
nugget del variograma que es 0,0186, debido
principalmente a que en la incertidumbre analitica inciden
mas fuentes de error que en la geoestadistica.

Los variogramas direccionales se han calculado
considerando las direcciones de 0° £ 22.5° y 90° + 22.5°y
aparecen representados en la figura 7.
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Fig. 7. Variogramas direccionales para 0° y 90°.

El variograma en la direccion 0° (eje X), que se
corresponderia con la menor anisotropia observada en el
variograma de superficie, ha sido modelado ajustandole a
un modelo esférico; y muestra una clara dependencia del
contenido de M.O. con la distancia presentando un rango
de 23 m, mayor que el del diagrama omnidireccional y un
nugget de 0,0036, también menor que el del diagrama
omnidireccional. Por el contrario el variograma en la
direccion 90° no muestra una clara independencia con la
distancia.

Con los resultados obtenidos en los analisis del contenido
de materia organica se han elaborado mapas que reflejan
graficamente y de una manera mas explicita que los
variogramas la distribucion y variabilidad de este
parametro en la parcela (Fig. 8), para ello es necesario
conocer los valores de esta propiedad en puntos no
muestreados, para lo que se recurrié a la interpolacion
geoestadistica mediante krigeado.

0
Y (m) 50.00- r :14

y y y T J y — y '
.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00

X (m)

Fig. 8. Mapa de distribucion de la M.O. en la parcela.
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Con un C.V. del 18%, se observa una variacion espacial
moderada en toda la parcela aunque se aprecien zonas con
un elevado contenido proximas a otras de contenido muy
inferior. Los valores mas altos se observan para dos franjas
en la direccion del eje X (0°), correspondientes a los 30 y
90 m, presentando el resto de la parcela una distribucion
homogénea, siendo los valores algo mas bajos en los dos
subsectores superiores.

4. Resumen y conclusiones

A partir del estudio de la incertidumbre del método de
determinacion de M.O., se ha obtenido un limite de
deteccion del 0,1787% y una incertidumbre que viene dada
por la expresion Y = 0,0245x + 0,0049, donde x es la
concentracion de M.O.

Los valores de M.O. en campo siguen una distribucion
normal, presentando un coeficiente de variacion moderado.

La M.O. tiene relativamente poca correlacion espacial en
la parcela estudiada; los valores son muy similares en
muestras proximas aumentando rapidamente con la
distancia, al contrario de lo esperado, dado que esta
propiedad presenta rangos de dependencia muy elevados.

Los variogramas direccionales muestran una cierta
dependencia en la direccion 0°, donde se aprecia la menor
variabilidad espacial. En esta direccion, la dispersion de los
pares de medidas aumenta hasta un rango de 23 m, no
observandose correlacion espacial de la variabilidad en la
perpendicular del sistema cartesiano establecido, dado que
en la direccion 90-135° la variabilidad es alta, como mostrd
el variograma de superficie.

El krigeado confirma los resultados de los variogramas,
observando que los valores mas altos y mas bajos de M.O.
se distribuyen a lo largo de franjas sobre el eje X, por lo
que la mayor variabilidad se encuentra desplazdndose a lo
largo del eje Y (90°).

Se han establecido criterios para responder a las dos
cuestiones mas importantes que se nos plantean ante un
muestreo:

i) Cuantos puntos se han de muestrear: Desde el
punto de vista analitico y estadistico, introduciendo en la
ecuacion 1 los valores recalculados de C.V. y media, para
un error de un 10 % de materia orgénica sobre la media
seria necesario el muestreo de 9 puntos, mientras que si
permitiéramos un error de un 20 % unicamente bastaria con
tomar 5 muestras. Desde el punto de vista de la
geoestadistica y para muestras en las que se espera
correlacion espacial, la informacion proporcionada por
cada muestra se ve minimizada, por lo que es necesario
tomar un mayor numero de muestras aunque en todo caso
el minimo no puede ser inferior al que proporcione los
pares de puntos minimos para el variograma; segun la

228

aproximacion de Mulla, serian necesarias respectivamente
14 y 8 muestras.

ii) A que distancia unos de otros. El rango nos indica
que la distancia méxima a la que deberiamos tomar una
muestra de otra con una varianza conocida seria de 19,6 m.

La correlacion del contenido de M.O. con otras
propiedades tales como adsorcion-desorcion y transporte,
es interesante a la hora de plantear los muestreos, dado que
el conociendo esta propiedad y su relacion con la propiedad
a estudiar, puede reducir de manera considerable el nimero
de muestras a tomar y determinar, lo que adquiere una
mayor importancia en aquellas cuya caracterizacion sea
larga y costosa.
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