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Resumen

En Ecuador, se ha evidenciado que mas del 60% de los sectores productores de cacao
presentan concentraciones de cadmio en mazorca superior al nivel critico de 0,5 mg/kg,
el cual esta relacionado con el contenido de Cd en suelo y su disponibilidad. Se han
experimentado varias metodologias con el propésito de reducir el cadmio disponible,
como el uso de enmiendas con materiales organicos e inorganicos. A nivel de laboratorio
se ha realizado la aplicacion de nanoparticulas multicomponente de hierro/sulfuro de
hierro (NPs/MC Fe/FeS) a pequefa escala (<4L) para reducir la disponibilidad de Cd en
suelo, obteniéndose buenos resultados. Sin embargo, para que el tratamiento sea
validado en campo fue necesario verificar su efectividad a escala mayor a 200L. En este
contexto, el objetivo del estudio fue sintetizar NPs/MC Fe/FeS usando un prototipo de
campo para luego aplicarlas en suelo dedicado al cultivo de cacao en una finca de Puerto
Quito. En la sintesis de las NPs se us6 cloruro de hierro (10g), sulfato de sodio (279),
borohidruro de sodio (237g) y sulfito de sodio (42g), compuestos quimicos que fueron
disueltos en agua de lluvia y posteriormente procesados en un prototipo, siguiendo un
protocolo estandarizado a escala de laboratorio y el manual de usuario del equipo. La
aplicacion de las nanoparticulas en campo se realizdé por goteo en pozos de inyeccion
situados alrededor de cada arbol de cacao. La evaluacion de la inmovilizacién de cadmio
en el suelo se llevdé a cabo mediante extraccion secuencial del metal pesado en 5
fracciones (intercambiable; ligada a carbonatos; ligada a éxidos de hierro y manganeso;
ligada a materia organica y residual) y cuantificando el cadmio disponible en las
fracciones intercambiable y unido a carbonatos. El suelo en estudio mostré buenas
caracteristicas para el cultivo de cacao y baja concentracién de Cd en la fraccion
intercambiable (0,021mg/kg de suelo), el cual, después de 15 dias del tratamiento se
redujo en un 12%, movilizadndose a la fraccién residual del suelo. De los resultados de la
aplicacion de campo, se concluye que existe efectivamente inmovilizacién de Cd en el
suelo, reduciéndose la disponibilidad para que el metal sea absorbido por el sistema

radicular de las plantas de cacao.

Palabras clave:
e NANOPARTICULAS MULTICOMPONENTE
e PROTOTIPO DE CAMPO
e INMOVILIZACION DE CADMIO
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Abstract
In Ecuador, it has been shown that more than 60% of the cocoa producing sectors have
cadmium concentrations in the cob above the critical level of 0.5 mg/kg, which is related
to the content of Cd in the soil and its availability. Several methodologies have been
experimented with the purpose of reducing the available cadmium, such as the use of
amendments with organic and inorganic materials. At the laboratory level, the application
of multicomponent iron/iron sulfide nanoparticles (NPs/MC Fe/FeS) has been carried out
on a small scale (<4L) to reduce the availability of Cd in soil, obtaining good results.
However, for the treatment to be validated in the field, it was necessary to verify its
effectiveness on a scale greater than 200L. In this context, the objective of the study was
to synthesize NPs/MC Fe/FeS using a field prototype and then apply them to soll
dedicated to cocoa cultivation on a farm in Puerto Quito. In the NPs synthesis, iron
chloride (10g), sodium sulfate (27g), sodium borohydride (237g) and sodium sulfite (429)
were used, chemical compounds that were dissolved in rainwater and subsequently
processed in a prototype, following a standardized protocol on a laboratory scale and the
equipment user manual. The application of the nanopatrticles in the field was carried out
by dripping in injection wells located around each cocoa tree. The evaluation of cadmium
immobilization in the soil was carried out by sequential extraction of the heavy metal in 5
fractions (exchangeable; bound to carbonates; bound to iron and manganese oxides;
bound to organic and residual matter) and quantifying the available cadmium. in the
fractions exchangeable and bound to carbonates. The soil under study showed good
characteristics for cocoa cultivation and low concentration of Cd in the exchangeable
fraction (0.021mg/kg of soil), which, after 15 days of treatment, was reduced by 12%,
moving to the fraction residual soil. From the results of the field application, it is
concluded that there is effectively immobilization of Cd in the soil, reducing the
availability for the metal to be absorbed by the root system of cocoa plants.
Keywords:
* MULTICOMPONENT NANOPARTICLES
* FIELD PROTOTYPE
« CADMIUM IMMOBILIZATION
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Capitulo 1: Introduccion

Formulacion del Problema

Al igual que el mercurio y el plomo, el cadmio es un metal pesado considerado
como uno de los elementos mas toxicos para el consumo del ser humano (Casteblanco,
2018). Actualmente, el cadmio esta asociado a una variedad de alteraciones en la salud,
con afecciones en o6rganos vitales: pulmones, rifiones, huesos y probablemente
desarrollo de carcinogénesis, debido a su facil movilidad, extensa vida media y poder
bioacumulativo (Reyes et al., 2016). Su distribucién en la naturaleza esta asociada a
distintos minerales de zinc, plomo y cobre, asi como a fuentes antropogénicas derivadas
de la industria (Sanchez Barrén, 2016).

El reglamento No. 488/2014, que rige desde enero del 2019, planted limites a
productos derivados del cacao estableciendo una tolerancia de 0,5 a 0,7 mg/kg de Cd a
estos productos (UE, 2014), lo que provocd que paises productores y exportadores de
cacao incluido Ecuador, evallUen los niveles de cadmio presentes en las zonas de cultivo.
Los estudios realizados en Ecuador mostraron que mas del 60% de los sectores
productores de cacao presentan concentraciones de Cd en mazorca superior al nivel
critico de 0,5 mg/kg, el cual esta relacionado con el contenido de cadmio en suelo y sus
caracteristicas (Chéavez et al., 2015).

Se han experimentado varias metodologias con el proposito de reducir el cadmio
disponible, como el uso de enmiendas con materiales organicos e inorganicos. A nivel de
laboratorio se ha realizado la aplicacion de nanoparticulas multicomponente de
hierro/sulfuro de hierro (NPs/MC Fe/FeS) a pequefia escala (<4L) para reducir la
disponibilidad de Cd en suelo, obteniéndose buenos resultados. Sin embargo, para que
el tratamiento sea validado en campo es necesario verificar su efectividad a escala mayor

a 200L. Por tanto, el objetivo del presente estudio es sintetizar NP/MC Fe/FeS usando un
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prototipo de campo y aplicarlas en suelo dedicado al cultivo de cacao en una finca de
Puerto Quito.
Justificacion del Problema

El cacao (Theobroma cacao L.), es uno de los principales productos agropecuarios
de exportacién y ocupa una amplia superficie (40%) de cultivo en el Ecuador (INEC,
2021). Por tanto, la implementacion del reglamento No. 488/2014, donde se establecen
limites del contenido de cadmio para derivados del cacao por la UE, ha orientado a la
comunidad cientifica a describir el comportamiento del cadmio en los sistemas biolégicos
alrededor del cultivo de cacao y plantear alternativas de prevencion, control y remediacion
(Nelino, 2021).

En Ecuador se ha evidenciado divergencia en el porcentaje de contenido de
cadmio en suelo y granos, hablando de varias escalas (provincias, cantones e incluso
campos de agricultores) (Arguello et al., 2019). La evaluacién del cadmio en cuanto a
presencia, concentracion y disponibilidad es ineludible del suelo de uso agricola (Reyes
et al., 2016); en tal sentido, existe la necesidad de identificar soluciones que permitan la
reduccion de los niveles de cadmio en suelo destinado al cultivo de cacao. Una forma es
estabilizar metales pesados para ello se adicionan productos al suelo que formen
minerales conteniendo asi a los contaminantes en una forma menos biodisponible; esta
metodologia se denomina inmovilizacion (Liu et al., 2018).

La implementacién de tecnologias de inmovilizacibn de metales pesados que
involucren nanoparticulas ha emergido generando resultados prometedores en procesos
de remediacion ambiental, siendo las nanoparticulas a base de hierro las mas
comunmente utilizadas por sus propiedades fisicoquimicas que las convierte en buenos
donadores de electrones inmovilizando asi metales pesados de una forma muy efectiva

(Sharma et al., 2018).
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Objetivos
General
¢ Sintetizar nanoparticulas de hierro/sulfuro de hierro usando un prototipo de campo
y aplicarlas en suelo dedicado al cultivo de cacao en Puerto Quito como
tratamiento para inmovilizar cadmio.
Especificos
¢ Sintetizar nanopatrticulas de hierro/sulfuro de hierro en el prototipo de campo.
e Muestrear y caracterizar fisicoquimicamente el suelo cacaotero bajo estudio.
e Aplicar nanoparticulas de hierro/sulfuro de hierro sintetizadas en el prototipo de
campo en un suelo dedicado al cultivo de cacao en Puerto Quito y evaluar la

inmovilizacién de cadmio.
Marco Teérico

Suelo

El suelo es la parte superficial de la corteza terrestre derivada de la deformacion
fisica, quimica y biolégica de una roca madre, el cual, bajo diferentes condiciones
ambientales, con el tiempo va diferenciando horizontes en capas verticales que se
caracterizan por una serie de propiedades bioldgicas y fisicoquimicas (textura, porosidad,
pH, CIC, etc.); va a estar constituido por minerales, material organico, agua y gases
(Lizcano, 2020).

Los constituyentes del suelo, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas
del mismo, se encuentran en un equilibrio quimico, fisico y biol6gico, el cual puede verse
afectado por sustancias liberadas al ambiente por diversas actividades antropogénicas
(mineria, actividad agricola, entre otras) y actividades geogénicas naturales (Rodriguez

et al., 2019), estas sustancias pueden generar un impacto ambiental y problemas en la
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salud del ser humano, puesto que pueden ingresar a la cadena alimenticia (Cristaldi et
al., 2017). El suelo puede contaminarse con una gran variedad de sustancias que alteran
su estado natural, siendo uno de éstos los metales pesados. Algunos esenciales para los
organismos en bajas cantidades, como el Fe (hierro), Mn (manganeso), Zn (zinc), Cu
(cobre)..., pero que a altas concentraciones son nocivos, y otros que resultan altamente
téxicos incluso a bajas concentraciones como el Cd (cadmio), Hg (mercurio) o el Pb

(plomo) (Ortiz et al., 2007).

Metales pesados en el suelo

Los metales pesados se definen asi por propiedades como ductilidad,
conductividad, especificidad de ligando y un niamero atémico >20 (Duffus, 2003), pueden
presentarse como un constituyente natural del suelo o derivarse de alguna actividad
antropogénica; pero sin importar la fuente del o los metales pesados es esencial que no
sobrepasen los limites permitidos puesto que pueden causar un crecimiento anormal e
inhibir el desarrollo de las plantas, asi como la reduccién en poblaciones microbianas del
suelo (Cristaldi et al., 2017). En general los metales pesados en altas concentraciones
son toxicos para los seres vivos, puesto que en moléculas pueden desnaturalizar
enzimas, sustituir iones esenciales, bloquear grupos funcionales y afectar la integridad de
organulos y membranas (Bajguz & Hayat, 2009).
Al hablar de contaminacion por metales hay que tener en cuenta que el contenido total
de un elemento en el suelo no es tan importante como la forma o especie quimica bajo la
gue se encuentra, es decir, su especiacion que dependera de las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo (Mulligan et al.,, 2001); de dicha especiacion depende la
distribucion del metal en suelo y agua (superficial y subterranea), biodisponibilidad y

toxicidad.
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Cadmio

El cadmio es un elemento quimico ubicado en el grupo 12 de la tabla periddica,
de valencia +2 en su forma natural, en su forma pura es maleable y ductil, de color
plateado claro, tiene alta movilidad en medio acido y afinidad por el azufre (Sanchez
Barrén, 2016). En el suelo se lo puede encontrar disuelto en agua como halogenuro,
sulfato, bicarbonato y nitrato de cadmio, o adsorbido en superficies organicas e
inorganicas como Oxido, hidréxido o carbonato; claro esto dependiendo de las
caracteristicas del suelo (Chavez et al., 2015).

Como todos los metales pesados la presencia de cadmio en el suelo puede ser
debida a una combinacién entre procesos naturales y antropogénicos que incluyen
actividad volcanica erosién, incendios forestales, actividades mineras y fertilizacién
(Nelino, 2021).

Aunque las plantas pueden absorberlo del suelo y bioacumularlo en diferentes
tejidos, para los humanos en determinadas concentraciones el cadmio puede causar
diferentes afecciones en pulmones, rifilones, huesos e incluso generar cancer, sin
embargo, no podemos medir el consumo de cadmio del ser humano, ya que éste esta
presente en diferentes alimentos, como los derivados del cacao, especialmente el

chocolate, producto altamente consumido por el ser humano (Jaramillo, 2018).

Cadmio en suelos cacaoteros del Ecuador.

Desde hace mas de una década, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias del
Ecuador se encuentra investigando la presencia de metales pesados en suelos agricolas,
aguas y en cultivos de exportacion, particularmente analizando el cacao, en miles de
muestras de suelos, tejidos de la planta y su agua de riego (INIAP, 2020). Con respecto
al contenido de cadmio en suelos de cultivo de cacao se han observado que dependiendo
de la regién sobrepasan el valor minimo permitido en el TULSMA que, conforme al criterio

de calidad del suelo es de 0,5 mg de Cd/kg de suelo (TULSMA, 2017). Por ejemplo, Mite
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& Durango, (2010) reportaron que el contenido de Cd en suelos para cultivo de cacao se
encuentra sobre la norma en varias provincias del Ecuador con concentraciones que van
desde 0,22-0,88 mg de Cd/kg de suelo en Esmeraldas a 0,46-2,37 mg de Cd/kg de suelo
en Manabi y de 0,25-1,65 mg de Cd/kg de suelo en Guayas. Por otro lado, en el estudio
de Chavez et al. (2015) se hallaron que los valores de 0,66-2,59 mg de Cd/kg de suelo
en suelos dedicados al cultivo de cacao estan altamente relacionados con la presencia
de cadmio en mazorcas. También, se determin6 como principales fuentes de
contaminacion: la quema de fundas plasticas provenientes de fertilizantes usados en la
agricultura, cercania a carreteras, suelos volcanicos y uso de aguas provenientes de mina

(Mite & Durango, 2010).

Remediacion de suelos contaminados con metales pesados

En el medio (suelo, agua, aire) los metales pesados no pueden ser degradados,
por lo que se los transforma o retira del lugar contaminado con la ayuda de diferentes
técnicas de remediacion avanzadas (fisico-quimicas y biolégicas) (Mulligan et al., 2001);
los tratamientos biolégicos o biorremediacion son procesos en los que se utilizan
microorganismos, animales, plantas o enzimas que éstos producen para transformar y
neutralizar las sustancias toxicas, en este caso los metales pesados del suelo u otro
contaminante (Soto et al., 2010); mientras que los tratamientos fisicoquimicos consisten
en la adicion de sustancias que puedan adsorber, inmovilizar, o precipitar con el fin de
reducir la solubilidad y por ende la biodisponibilidad de los metales pesados evitando que
estos se bioacumulen y entren en la cadena tréfica (Mulligan et al., 2001).
Nanotecnologia en la remediacion de suelos

La nano remediacién ha nacido junto al desarrollo de la nanotecnologia como una
técnica viable para la remediacioén de suelos contaminados (Mulligan et al., 2001). Este

tratamiento; consiste en el uso de nanomateriales que reducen, adsorben, oxidan, y
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precipitan metales pesados y otros contaminantes reduciendo asi su disponibilidad en el
medio y ha mostrado, en la remediacién de suelos contaminados mayor eficiencia y
velocidad comparadas con otras técnicas (Sharma et al., 2018), por su pequefio tamafio
(<100nm) que les confiere alta superficie especifica y reactividad, y una facil propagacién
por los poros del suelo (Liu et al., 2018).

Las nanoparticulas mas usadas en nano remediacién son aquellas en base de
hierro (hierro cero-valente, sulfuro de hierro, fosfato de hierro), en especial cuando se
trata de remediar suelos contaminados con metales pesados puesto que participan en la
mitigacion de sus efectos toxicos, al inmovilizarlos cuando se realiza un tratamiento in situ
a través de una aplicacibn por inyecciobn o aspersion (Borja et al., 2020); las
nanoparticulas de hierro cero Valente (nZVI), estdn conformadas por un nucleo de hierro
metdlico que posee un gran poder reductor y una cobertura de 6xidos de hierro que
presentan funciones electroestaticas coordinativas para atraer y adsorber iones metalicos
(Cd (1), Pd (1), etc.) (Sharma et al., 2018), y han sido ampliamente usadas junto con las
nanoparticulas de sulfuro de hierro (FeS) en la remediacién de suelos, evidenciando una
buena capacidad de inmovilizar y reducir la disponibilidad de metales pesados

(Llumiquinga Marcillo, 2018).

Capitulo 2: Metodologia

Participantes

El presente estudio fue elaborado por Carlos Santiago Pozo Andrade, con la
colaboracion de la ingeniera Ambar Ofiate y la guia, como tutor del proyecto, del Ing.
Luis Cumbal, Ph.D. director del Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT).
Su financiamiento formé parte del proyecto INEDITA “Desarrollo y aplicaciéon de

nanomateriales en la recuperacién de suelos cacaoteros contaminados con cadmio”.
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Zona de estudio

El proyecto const6 de dos partes: la evaluacion de la inmovilizacion de cadmio
en suelos cacaoteros, realizada en el laboratorio de Materiales Avanzados del
CENCINAT, ubicado en la Universidad de las Fuerzas Armadas —ESPE, en Sangolqui,
canton Rumifiahui, Provincia de Pichincha, y la aplicacion en campo de NPs
sintetizadas en el prototipo de campo, realizada en la finca Santa Lucia, parroquia La
Abundancia- cantdn Puerto Quito, Provincia de Pichincha.
Periodo de investigacion

La investigacion inicio en marzo del 2021 y finaliz6 en enero del 2022, con una
duracién aproximada de 10 meses.
Caracterizacion fisico-quimica del suelo
Recoleccion y preparaciéon de la muestra

Las muestras de suelo fueron recolectadas del sector dedicado al cultivo de
cacao CCN51 de la Finca Santa Lucia en Puerto Quito. Las muestras se pusieron a
secar a temperatura ambiente (ver Figura 1) y posteriormente fueron molidas y
tamizadas por el tamiz N°10. Al suelo sin tamizar se lo caracteriz6 de forma fisica
(textura, plasticidad, humedad), y para la caracterizacién quimica (pH, CIC, contenido

de materia organica, carbonatos/ bicarbonatos) se utilizé el suelo tamizado.
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Figura 1.

Secado de muestras de suelo al ambiente

R\

Caracterizacion fisica

Granulometria.

La granulometria de las particulas del suelo se realiz6 por el método de
tamizado siguiendo la norma ASTM C 136 — 01. Se usaron los tamices # 3/8, 4, 8, 10,
12, 16, 20, 30, 40, 50, 60, 100, 200, 325y 400. Primero, se peso6 la muestra himeda;
una vez pesada se lavé con agua y se paso por los tamices # 40, 200, 325 y 400; lo
retenido en los tamices #40 y #200 se juntd y se paso por los tamices desde #3/8.
Posteriormente, se recolecto lo retenido en cada tamiz y se puso a secar en horno por
24 h. Finalmente, se pesaron las fracciones secas (ver Figura 2) y se expresé como
porcentaje de la masa seca original. El limite liquido y limite plastico fueron

determinados por el método de Casagrande que se detalla en el anexo A.
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Figura 2.

Pesaje de las fracciones secas de suelo

Humedad.

La norma NOM-021-SEMARNAT-2000 fue utilizada para determinar el
porcentaje de humedad en suelo y para su cuantificacion se aplico la ecuacion 1. Se
pesaron tres crisoles vacios, luego se llenaron los crisoles a ras con suelo himedo y se
volvié a pesar, después se los coloco en horno a 105°C por 24h y finalmente se peso el
crisol + suelo seco.

H-0O-E-0

S C 100 Ecuacionl

W% =

Donde: %W: porcentaje de humedad, H: peso del suelo himedo + crisol, C: peso
del crisol, S: peso del suelo seco + crisol
Caracteristicas quimicas.

pH.

Se midio utilizando la norma EPA 9045 D (método electrométrico). Para ello, se

uso6 una relacion suelo: agua de 1:2,5 y; en tubos falcon se colocaron 10g de suelo junto
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con 25mL de agua tipo 1y se dejo la solucion en agitacion por 30min, luego la muestra
se puso en reposo por 30min para finalmente medir el pH con un equipo marca Mettler-
Toledo previamente calibrado (Flores & Alcala, 2010).

Capacidad de intercambio catiénico, CIC.

Para medir el CIC se us6 el método de acetato de amonio 1N a pH neutro, NTC
5349, (Jaramillo, 2002). Con este propésito, se pes6 10g de muestra de suelo seco,
molido y pasado por tamiz #20 y se coloc6 en un tubo falcon, luego se afiadieron 25mL
de acetato de amonio 1N y se puso en agitacion por 30 minutos en un rotor a 40rpm;
posteriormente, se centrifugd a 6000rpm por 20 min; se descarto el sobrenadante y se
lavd 3 veces con agua destilada. Al suelo lavado se le afiadié 25mL de NaCl 10% y se
centrifugd por 5 min, posteriormente se filtr6 y al filtrado se agregaron 10mL de formol
37%. Finalmente, previo a la titulacién con NaOH 0,5N se afiadieron 6 gotas de
fenolftaleina, se titulé hasta que la solucién se torné de color rosado (ver Figura 3). El
blanco se prepar6 con 25mL de NaCl 10%, 10mL de formol 37% y 6 gotas de
fenolftaleina.

Figura 3.

Ejemplo del cambio de coloracion en la titulacién para valorar CIC.
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La ecuacion 2 se uso para determinar el CIC:

(Vm—=Vb) * N %100 y
CIC = Ecuacién 2
Pm

Donde: Vm: volumen de titulacion de la muestra; Vb: volumen de titulacion del
blanco; N: concentracién de NaOH; Pm: peso de suelo seco

Materia orgéanica (MO).

La MO se determind por calcinacion, para ello primero se pesaron los crisoles a
usar, luego se agreg6 a cada crisol 10g de suelo seco y se peso el crisol + suelo. Una
vez pesados se introdujeron los crisoles en la mufla para su calcinacién a 600°C por 6
horas, al finalizar las 6 h se pasaron los crisoles a un desecador para su enfriamiento y
una vez secos se volvieron a pesar. La reduccién de masa en la calcinacion de la
muestra representa a la materia organica (Jaramillo, 2002) y se expresa en porcentaje
con ayuda de la ecuacién 3.

:(pi—p)—(pf—p)*
pi—p

100 Ecuacion 3

MO

Donde: p, peso del crisol vacio; pi, peso del crisol +suelo; pf, peso del crisol +

suelo después de la calcinacion.

Metales

Los metales totales fueron evaluados por medio de una extraccion total del suelo
basado en los Standard Digestion Methods in Multiwave PRO, siguiendo el método EPA
3051A (Digestién acida asistida por microondas de sedimentos, lodos, suelos y aceite).
Primero, se peso 1 g de suelo y se agregd 3mL de HNO3 y 9mL de HCI, se colocé en el
microondas Multiwave PRO, con las condiciones de la tabla 4. Al finalizar la digestion en
microondas, las muestras fueron centrifugadas y filtradas con un filtro de 0,22um. el
contenido de metales se evalu6 en espectrometro de absorcion atémica, Perkin Elmer

AAB00 con la técnica de flama (ver Figura 4).
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Figura 4

Espectrofotémetro de absorcion atbmica AAnalyst 800

Analisis de cadmio contenido en el suelo

Se sigui6 el procedimiento de extraccion secuencial de Tessier para cuantificar
trazas metélicas de los metales pesados en 5 fracciones del suelo: intercambiable;
ligada a carbonatos; ligada a 6xidos de hierro y manganeso; ligada a materia organica y
Residual (Tessier & Campbell, 1979). A continuacion, se describe el procedimiento de
extraccion secuencial tomando en cuenta que después de cada etapa se centrifug6 por
5min a 6000rpm, se separo el sobrenadante para analisis de Cd y se realizaron 3
lavados con 8mL de agua tipo | en las mismas condiciones de centrifugado:

1. Fraccion intercambiable (F1)

Se agregaron 8mL de acetato de sodio (1M C;HsNaO2, pH 8,2) a 1,0 g de suelo

y se mantiene en agitacion continua en rotor por 1 h.

2. Fraccion ligada a carbonatos (F2)
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El pellet del lavado anterior se mezcld con 8mL de acetato de sodio (1M

C,HsNaO,, pH 5,0) y fue mantenido en agitacién continua por 5 h.
3. Fraccion ligada a 6xidos de hierro y manganeso (F3)

El pellet de los lavados anteriores fue mezclado con 20mL de clorhidrato de
hidroxilamina (0,04M NH,OH.HCI) en una solucién 25% (v/v) de acido acético. Segun el
protocolo de (Bahattin Gimgim, 2001). Esta mezcla se llevé a microondas de digestiéon
de muestras Multiwave Pro Anton Parr con las condiciones de la tabla 1.

Tabla 1

Método de extraccion para fraccion 3.

Ramp 5 minutos, hasta 96°C
Hold 15 minutos
Cooling Hasta 50°C por 40 minutos

4. Fraccion ligada a materia organica (F4)
El pellet limpio del lavado anterior se mezclé con 9mL de &cido nitrico (0,02M
HNO3) y 16mL de agua oxigenada (30% H»0;). Esta mezcla se llevo a microondas de
digestion de muestras Multiwave Pro Anton Parr con las condiciones de la tabla 2.
Tabla 2

Método de extraccion para fraccion 4.

Ramp 5 minutos, hasta 96°C

Hold 10 minutos

Cooling Hasta 50°C por 40 minutos
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5. Fraccion residual (F5)
El pellet limpio del proceso anterior se digirid con agua regia 1M, HNO3: HCI
(8mL) en relacion 1:3. Esta mezcla se llevo a microondas de digestion de muestras
Multiwave Pro Anton Parr con las condiciones de la tabla 3.
Tabla 3

Método de extraccion para fraccion residual.

Ramp 5 minutos, hasta 175°C
Hold 5 minutos
Cooling Hasta 50°C por 40 minutos

Una vez finalizada la extraccién secuencial, los sobrenadantes almacenados
fueron filtrados por un filtro de 0,22um y se procedi6 a determinar el contenido de Cd
con el equipo de plasma inducido y emision éptica (ICP-OES), Thermo Scientific
iICAP7000, de la USFQ con una longitud de onda de 228 (ver Figura 5).

Figura 5

Equipo de plasma inducido y emisién optica (ICP-OES) Thermo Scientific

ICAP7000

! ':“.-‘— - - o o o o
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Los resultados fueron expresados en mg de contaminante/kg de suelo (ppm),

para ello se utilizé la ecuacion 4.

mg concentracion del metal ( Lg) * volumen de la muestra (L)
— Ecuacion 4
Kg peso de la muestara (Kg)

Carbonatos

Se siguié la norma NEN-ISO 10693. Se colocé en agitacién por dos horas una
solucién con 50 g de suelo en 250mL de agua, de esta solucion se tomé una alicuota de
15mL y se colocé en un matraz Erlenmeyer de 150mL. A la solucién de suelo colocada
en el matraz se le adicion6é 1 gota de fenolftaleina y se esperé un minuto. Como no se
evidencio ningun cambio de color, se afiadid a la solucion de suelo dos gotas del indicador
de naranja de metilo y se continué la titulacién con &cido sulfarico 0,01N hasta que se

torne un color canela (ver figura 6).

Figura 6

Ejemplo del cambio de coloracion en la titulacién para valorar bicarbonatos.
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Con el volumen de titulacion se usé la ecuacion 7 para determinar los

bicarbonatos.

meq 2y * N+ R* 1000 .,
CO; ( ) = Ecuacion 6
kg wt

Ecuacion 7

meq)_ (t—2y) *N*R 1000

HCO
3 ( kg wt

Donde: y, volumen gastado en la primera titulacion; t, volumen gastado en la
segunda titulacién; N, normalidad de la solucién H,SOq4; R, radio entre el volumen total
del extracto y el volumen del extracto utilizado para la titulacién; Wt, peso de la muestra

de suelo

Isotermas de Adsorcion de Cadmio.

Primero, se prepararon disoluciones de cadmio de 2, 5, 10, 15, 20, 40 y 80 ppm
partiendo de una solucién de 100 ppm. Luego se pesaron 20g de cada muestra de
suelo y se los colocaron en una botella de 300mL con 200mL de solucion de cadmio a
distintas concentraciones previamente preparadas, esto se realizé por triplicado para
cada muestra de suelo y se mantuvo a las botellas en agitacion constante en un rotor
mecanico por 48h, periodo en el cual se tomd alicuotas de 5mL para las
concentraciones de 2 a 15 ppm y de 2mL para concentraciones de 20 a 80ppm ( se
aforan a 5mL), esto a distintos tiempos entre 5 minutos y 48 horas y se agregaron 10uL
de &cido nitrico para mantener las muestras hasta el filtrado. Una vez filtradas las
alicuotas con un filtro de 0,22um se procedio a determinar el contenido de cadmio con
un espectrometro de absorcion atémica, Perkin EImer AA800 con la técnica de flama.

Para obtener la concentracion de Cd que es adsorbido por el suelo, se aplicé la

ecuacion 8.
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v i
Qeq = — (ci - ceq) Ecuacion 8
m

Donde: geq, adsorcion de Cd (mg/g); v, volumen de la solucion (L); m, masa del
sorbente (g); ci, concentracion inicial del metal (mg/L); ceq, cOncentracion del metal en
equilibrio en la fase liquida (mg/L)

Una vez obtenidos los valores geq Y Ceq Se definieron los modelos de Langmuir y
Freundlich con la ayuda de las ecuaciones 9 y 10. Para el primer modelo se grafic

1/geq VS 1/ceq, mientras que para el segundo modelo se grafico 10g(geq) VS 10g(Ceq).

1 1 1 1 y
—=( >—+— Ecuacién 9
Cqu KlClm Ceq dm

1 .7
log(qeq) = l0g(K,) + Hlog(ceq) Ecuacion 10

Donde: K, es la capacidad de adsorcion (mg/g)(L/mg)" y n es la intensidad de
adsorcion. gm, capacidad maxima de adsorcion (mg/g) y Ki, constante de Langmuir
(L/mg).

Modelo cinético

Primero, se pesaron 20g de suelo y se los colocé en un reactor de 300mL,
conteniendo 200mL de solucién de cadmio a distintas concentraciones. Luego, el
reactor se lo colocé en agitacion a 40rpm durante 48h. Estos experimentos, se realizan
por triplicado para validarlos. Se tomaron alicuotas de 2mL a distintos tiempos entre 5
minutos y 48 horas y se agregaron 10uL de acido nitrico para mantener las muestras
hasta el filtrado. Una vez filtradas con un filtro de 0,22um, se procedi6 a determinar el
contenido de cadmio con un espectrometro de absorcién atomica, Perkin EImer AA800
con la técnica de flama. Finalmente, se aplic6 la ecuacion 8 para determinar la

concentracion de Cd adsorbido para cada tiempo.
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Para describir la velocidad de adsorcion del Cd en suelo y el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio, se evaluaron los modelos cinéticos de pseudo-primer orden 'y
pseudo-segundo orden usando las ecuaciones 11y 12.
In(q, — q) = In(q,) — k4t Ecuacion 11

t 1 1

=——+—t
q k2(q.)*  qe

Donde: ki es la constante velocidad de adsorciéon de Lagergren (min); qy qe

Ecuacion 12

son las cantidades de Cd adsorbido a un tiempo t y en el equilibrio respectivamente, t es

el tiempo (min), k. es la constante de velocidad de pseudo-segundo orden (kgmg2min?)

Sintesis de Nanoparticulas Multicomponente en Prototipo de Campo

El PT, prototipo de campo (ver Figura 7), fue operado siguiendo el manual de
usuario del equipo vy la sintesis de nanoparticulas se realizé en base al protocolo
propuesto por Llumiquinga, (2018), pero escalado para un volumen final de 250L de
agua de lluvia y usando sulfito de sodio junto a la evacuacién del oxigeno disuelto en el
agua con burbujeo de nitrégeno gas para obtener condiciones reducidas, los reactivos
usados se detallan en la Tabla 9; El PT consta de dos tanques: tanque principal (TP) de
500L y el tanque de mezcla (TM) de 200L. Primero, se llené el tanque de
almacenamiento con agua de lluvia, previamente almacenada en una cisterna, y se
procedio a rellenar los tanques TP y TM, abriendo las valvulas respectivas (A1,A2,A3)
hasta el volumen requerido ( 180L, 70L) en cada tanque observando el bypass del
equipo. Una vez que los tanques estuvieron con los volumenes requeridos, se inici6 la
mezcla en el TP del sulfito de sodio (Na>SOs3) agregando 429 y se mezcld a 225 rpm por
5min con el fin de evitar que se reoxigene el liquido. Acto seguido, se abri6 la valvula de
escape de gas D4 y las valvulas D1 y D2 conectadas al tanque de nitrdgeno y se ajusto
el caudal de gas a 30L/min por 15 minutos y se verificd un valor de 000mV de ORP y se

cerraron las valvulas. Posteriormente, se agregaron 10g de sulfato de sodio (Na>SO.) y
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279 de cloruro férrico (FeCls) triturado y se mezclé por 15 minutos. A los 5 min se
procedié a encender el motor del TM al méximo y mezclar 237,5g de borohidruro de
sodio (NaBH4). Previo a traspasar la solucién de NaBH4 del TM al TP, se tomé una
alicuota del TP, para verificar que la completa disolucién de los reactivos. Finalmente,
se hizo pasar la solucion del TM al TP y se mezcl6 por 10 min a 445 rpm. De igual
manera, se tomo una alicuota para determinar si existe la formacién de nanoparticulas
de color negro. Una vez terminada la sintesis se recolecté una muestra para su
caracterizacion y se procedi6 a la aplicacion en el suelo a tratar.

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé en el Laboratorio de
caracterizacion de Materiales con ayuda de Microscopia electrénica.

Figura 7

Prototipo para sintesis de nanoparticulas en campo
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Zona de aplicacién de nanoparticulas y muestreo

El prototipo de campo fue transportado a la zona de aplicacion de nanoparticulas
en la finca Santa Lucia ubicada a 10Km del recinto La Abundancia, via Recinto 10 de
Agosto, cantdén Puerto Quito. Inicialmente, se delimité 1,25 m de radio a partir del tronco
del &rbol de cacao para la aplicacion del tratamiento (ver Figura 8), luego se limpi6 la
basura (hojas y ramas), se recogieron muestras de suelo y se marcaron los puntos
donde se realizaron los pozos de inyeccidon con ayuda de una barra metalica siguiendo
el esguema mostrado en la figura 9.

Figura 8

Delimitacién del area para aplicacion de nanoparticulas.

A continuacion, se ajusto el flujo de inyeccion, regulando las valvulas del
manifold de salida del prototipo con agua a un promedio de 0,5L/miny se preparé el
sistema de inyeccion. Este dispositivo consistié en un soporte metalico de 25cm de
altura, en el que se colocaron los goteros. Posteriormente, se sintetizaron las
nanoparticulas en el prototipo siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Finalmente,

se aplico la solucion de nanoparticulas por goteo (ver Figura 10) durante dos minutos.



Figura 9
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Esquema de distribucion de pozos para inyeccion de nanoparticulas por goteo.

1,25m

1,25 m

Por drbol de cacao CCN51
lercirculo: 4 pozos
2do circulo: 8 pozos

0.25 |0,25 |0.25| @5
Do | |
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Nota. Elaborado por: Luis Cumbal, PhD.

3ercircule: 12 pozos
4to circule: 16 pozos

Una vez transcurridos los dos minutos, se movio el sistema de inyeccion al

Figura 10

siguiente arbol y se lo dosificé con NPs. Una vez terminada la inyeccion de
nanoparticulas en los diferentes arboles, se procedi6 a lavar los tanques del prototipo.
Las muestras de suelo fueron recogidas a una profundidad de 10cm a las 24 horas y 15
dias después del tratamiento y se almacenaron en fundas plasticas previamente

etiquetadas para su transporte al laboratorio y posterior procesamiento y analisis.

Inyeccién de solucion de nanoparticulas sintetizadas en prototipo por goteo.
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Inmovilizacién de Cadmio en Suelo

Después de aplicar las nanoparticulas en el suelo cacaotero de Puerto Quito, se
evaluod la inmovilizacién y disminucion de la disponibilidad de cadmio por usando el
método de extraccion secuencial, desarrollado por Tessier (1979) y detallado en la
seccion anterior.
Desorcion o lixiviacion

Los ensayos de lixiviacién se realizaron aplicando diferentes fluidos de
extraccion (agua de lluvia, agua destilada con 100mg/L de carbonato de calcio, agua
potable y agua acida a pH 2), para el cual se pesaron 5g de suelo tratado en campo y
se les agreg6 40mL de cada fluido de extraccién. Estos ensayos se realizaron en tubos
falcon de 50mL y se los dejé en contacto por 24h en constante agitacion.
Posteriormente, se determind el contenido de cadmio, con un espectrometro de
adsorcion atomica, Perkin EImer AA800 con la técnica de flama. Los resultados fueron
expresados en mg de contaminante/kg de suelo (ppm), para ello se utilizé la ecuacion 4.

mg concentracion del metal (%) * volumen de la muestra (L)

o E .7 4
Kg peso de la muestara (Kg) cuacion

Analisis Estadistico

Se realiz6 dos pruebas de normalidad, Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, a
los resultados obtenidos de la concentracion de Cd en las diferentes fracciones
resultantes de la extraccion secuencial; y luego se definié el uso de pruebas
paramétricas (ANOVA) y no paramétricas (Kruskal-Wallis). Todas las pruebas
estadisticas se realizaron en el programa OriginPro y se comparé la variacion de la
concentracion de cadmio en suelo, contenido en las diferentes fracciones de la

extraccion secuencial después del tratamiento con nanoparticulas.
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Capitulo 3: Resultados y Discusién

Caracterizacion fisico-quimica del suelo

En la profundidad de 0 a 15 cm, se tomaron las muestras de suelo, porque en
esta zona ocurre el mayor intercambio de nutrientes entre el suelo y las raices del arbol
de cacao (Wessel, 1971), por lo que es la mas idonea para realizar el analisis fisico-
guimico y es en esta zona donde se aplico el tratamiento con nanoparticulas. También,
a esta zona, se la menciona como una buena referencia al momento de evaluar las
caracteristicas fisico-quimicas de suelo de cultivo de cacao (Van Vliet et al., 2015). La
tabla 4 resume la granulometria del suelo de Puerto Quito y la figura 11 ilustra la curva
granulométrica para suelo de cultivo de cacao CCN51, encontrdndose que tiene 42 %
de arena (para particulas mayores a 0,04mm) y 58% de finos (particulas menores a
0.04mm), respectivamente.

Tabla 4

Granulometria de la Muestra de Suelo de Cultivo de Cacao CCN51

Tamiz Diametro Retenido Pasa %
# de malla Parcial Total %
(mm)

10 2,00 0 0 0 100
100 0,15 30,9 30,9 11,2% 89%
200 0,08 45,0 75,9 27,5% 2%
325 0,05 34,2 110,2 39,9% 60%
400 0,04 5,4 115,6 41,9% 58%

Considerando los porcentajes de arena y arcilla en el suelo de este estudio, se
determina que el suelo de cultivo de Cacao CCN51 es fino, franco o franco arcilloso
(USDA, 1999); y a los elevados valores de limite liquido y limite plastico, (ver Tabla 5)

definen que los finos de la muestra de suelo, en su mayoria son arcillosos (Rassim,
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2015). Estas caracteristicas influyen en la humedad y la capacidad de retener agua,
pues el cultivo de cacao requiere altos porcentajes de humedad (70-80%) (Van Vliet et
al., 2015). También, se ha evidenciado gue la disponibilidad de Cd es menor en suelos
de textura fina con alto contenido de arcilla (Sanchez, 2016).

Figura 11

Granulometria del suelo de cultivo de Cacao CCN51
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El pH del suelo es un indicador de los nutrientes disponibles para las plantas, asi
como de la movilidad y solubilidad de diferentes constituyentes del suelo y
contaminantes inorganicos como los metales pesados (Graterdn, 2020). Un ejemplo es
el Cd, que para pH >5 su disponibilidad se mantiene <0,5 mg/L (ver figura 12). Para el
cultivo de cacao se recomienda pH levemente acido a neutro (6-7) (Van Vliet et al.,
2015), pero se han reportado valores de pH de 5,2-5,6 en zonas con altas
precipitaciones que provocan la filtracion de cationes béasicos, y en suelos con alto
contenido de materia organica por la presencia de residuos acidos (Sanchez, 2016). El
suelo de cultivo de cacao CCN51 de la finca Santa Lucia, donde hay lluvias

significativas la mayor parte del afio, presenta un suelo acido de pH 5,6, alto contenido
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de materia orgénica (28%) y elevada CIC (ver tabla 5), de los que depende la

solubilidad y disponibilidad de metales pesados, entre ellos el Cd (Jaramillo, 2018).

Como el pH del suelo es menor a 7, no se pudo cuantificar carbonatos en el suelo

(Buurman et al., 1997), pero si bicarbonatos encontrandose que tiene 1,5 meqg/kg de

suelo.

Tabla b

Resumen de los Pardmetros Fisico-quimicos de suelo de cultivo de cacao

CCN51

Parametros

Textura

Humedad natural
Limite liquido
Limite plastico
Capacidad de intercambio catiénico,
CIC (meqg/100gde suelo)
Potencial de hidrogeno, pH
Materia organica (%)

Cadmio total (Cd) en mg/kg

Cadmio disponible en mg/kg
Hierro (Fe) en mg/kg
Zinc (Zn) en mg/kg
Manganeso (Mn) en mg/kg

Bicarbonatos (meg/kg de suelo)

42% arena
58% finos
78,5%
83%

63%

18,16

5,6
27,77

0,4588

0,044
1030,272
7,5456
22,6

15
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Se conoce que los metales pesados se encuentran naturalmente como
componentes del suelo y pueden variar su disposicion o concentracion general por
actividades antropogénicas (Prieto Méndez et al., 2009); y aunque se encuentren en
bajas concentraciones pueden ser adsorbidos y bioacumulados por las plantas y con
ello ingresar a la cadena alimentaria, desencadenando una variedad de diferentes
afecciones en la salud (Sanchez, 2016). Particularmente, las plantas de cacao pueden
adsorber el Cd disponible en solucion o incluso acceder a él desde la fase solida del
suelo por efectos de difusién, y lo pueden acumular en diferentes partes de la planta
(Huauya et al., 2012). La principal preocupacion es que la cantidad de cadmio se puede
acumular en la mazorca, la que es usada posteriormente en la fabricacion de derivados
muy usados en alimentacién principalmente de nifios, lo que ha generado muchas
preocupaciones (Reyes et al., 2016). Se evalud el contenido de Cd en el suelo de
estudio de la finca Santa Lucia de Puerto Quito y aunque la concentracién de Cd
(0,4588ppm) es menor al limite permisible de 0,5ppm, y su fraccion disponible para las
plantas es aun mas bajo (0,044ppm), se sabe que el Cd se acumula en las almendras
de cacao (Huauya-Rojas et al., 2012).

Figura 12

Efector del pH en la Concentracidn de Distintos Metales en la Solucién Suelo

(Sanchez Barron, 2016).
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Cinética de adsorcion

En la figura 13 se observa el Cd adsorbido por el suelo en funcién del tiempo
para diferentes concentraciones en solucion y que tiende al equilibrio a los 240min, este
tiempo fue elegido para el andlisis posterior de las isotermas puesto que éstas se
evaluan en el equilibrio (Sanchez et al., 2011). También, se observa que en los primeros
10min se alcanza el maximo de adsorcién debido a que la superficie de los microporos
del suelo se satura, es decir, el suelo ya no puede adsorber mas Cd en su superficie
(Simonin, 2016). En este periodo de tiempo, el mecanismo de captura de los iones
cadmio, se cree que es por adsorcion fisica, ya que es bastante rapido (Cumbal et al,
2015).

Figura 13

Cadmio adsorbido en suelo en funcién del tiempo.
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Los modelos cinéticos de pseudo primer-orden (propuesto por Lagergren) y
pseudo segundo-orden, son generalmente usados para describir la tasa de adsorcion
de solutos (Simonin, 2016). En la figura 14a se puede observar que la adsorcion de
cadmio en suelo no se ajusta al modelo de pseudo primer-orden, mientras que en la

figura 14b se evidencia que la cinética de adsorcion sigue el modelo de pseudo
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segundo-orden con R2=0,99, esto confirma lo reportado en otros estudios con R? de

0,95-0,98 para el modelo de pseudo segundo-orden como descriptor de la adsorcién de

Cd en suelo (Lu et al., 2021; Sanchez, 2018; sen Gupta & Bhattacharyya, 2011), los

pardmetros y la velocidad de adsorcién inicial (h) del modelo se muestran en la tabla 6.
Figura 14

Ajuste lineal de los modelos cinéticos.
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Nota. a) modelo de pseudo-primer orden; b) moldeo de pseudo segundo-orden.
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El ajuste de los datos con el modelo de pseudo segundo-orden sugiere una
adsorcion quimica mediada por enlaces quimicos presentes en la superficie del
adsorbente (Simonin, 2016). En la tabla 6 se puede visualizar la dependencia de los
pardmetros cinéticos (ge, k2, h) en funcién de la concentracion inicial (Cj), Kz es
inversamente proporcional a Ci, mientras que tanto ge y h aumenta conforme aumente la
concentracion inicial de cadmio en solucion. K, no solo esta relacionada con la
concentracion inicial, también puede verse afectada por el pH y temperatura (sen Gupta
& Bhattacharyya, 2011).

Tabla 6.

Parametros del modelo cinético de pseudo segundo-orden.

Ci geexp Modelo cinético de pseudo segundo-orden
(mg/L) (mg/kg) de (Mg/kg) K2(kg/mgmin) R?*>  h(mg/kg min)
2 13,33 13,14 0,038 1 6,64
5 31,04 31,35 0,013 0,99 12,72
10 46,17 46,51 0,010 0,99 21,88
15 55,21 55,87 0,012 0,99 37,59
20 70,76 71,42 0,009 1 45,43
40 104,87 105,26 0,006 1 69,93
80 155,36 156,25 0,004 1 100

Nota: la velocidad de adsorcion inicial h=kzqe?
Isotermas de adsorcion de cadmio en suelo

Se determiné que la adsorcion del cadmio en el suelo estudiado se ajusta con
mejor precision a la isoterma de Freundlich (R?=0,994), ya que el coeficiente de
correlacion fue mayor al ajuste lineal de Langmuir (R?=0,972) (ver Figura 15ay b). En la

tabla 7 se indican los datos usados para realizar el ajuste lineal de las isotermas de
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adsorcion. Las constantes de aproximacion en cada modelo se muestran en la tabla 8 y
en la figura 15c se observa la comprobacion de que el modelo de Freundlich aproxima
satisfactoriamente la adsorcion del Cd por parte del suelo.

Tabla 7.

Datos experimentales resultantes, usados en el ajuste de las isotermas de

adsorcion.
Volumen Ci Qeq Freundlich Langmuir
Cw(mg/L)
(L) (mg/L) (mg/kg) 109 (Ceq) 109(Qeq)  1/Ceq 1/0eq
0,2 1,74 0,41 13,33 -0,39 1,12 2,47 0,08
0,2 4,74 1,63 31,04 0,21 1,49 0,61 0,03
0,2 9,07 4,55 46,17 0,66 1,66 0,22 0,02
0,2 14,06 8,22 55,21 0,91 1,74 0,12 0,02
0,2 19,36 12,07 70,76 1,08 1,85 0,08 0,01
0,2 38,54 27,36 104,87 1,44 2,02 0,04 0,01
0,2 76,82 61,76 155,36 1,79 2,19 0,02 0,01

Las isotermas de adsorcion son indicadores de la distribucion de moléculas entre
las fases liquida y solida en el equilibrio e informan la capacidad del adsorbente
(Buurman et al., 1997), en este caso, el suelo de estudio segun el modelo de isoterma
de Freundlich, tiene una capacidad de adsorcién K,=22,03 (mg/g)(L/mg)*"y una
velocidad o afinidad de adsorcién n=2,092. Este modelo asume heterogeneidad en la
superficie del adsorbente y que no existe limite de carga de adsorcién (Ho & Mckay,
2002), mientras que con el modelo de Langmuir se observa una capacidad maxima de
adsorcion de Cd gm =84,82 mg/kg y una afinidad asociada a la energia de enlace

Ki=0,449 L/mg (Sanchez et al., 2011). Los valores de los parametros de Freundlich
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indican que el suelo de estudio tiene una buena capacidad de adsorcién de cadmio.
Esta capacidad de adsorcion esté relacionada con el contenido de materia organica,
arcilla, el pHy CIC del suelo.

Tabla 8.

Constantes de los modelos Freundlich y Langmuir.

Freundlich Langmuir

gm(mg/kg) 84,82

ki (L/mQ) 0,449
ka(mg/g)(L/mg)¥n 22,03

1/n 0,478

Figura 15.
Representacién de las isotermas de adsorcién, a) ajuste lineal Langmuir; b)

ajuste lineal Freundlich. y c) verificacion del modelo
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Sintesis de nanoparticulas de Fe/FeS en prototipo de campo

Las NPs aplicadas fueron sintetizadas en base al protocolo propuesto por
Llumiquinga, (2018) y que a nivel de laboratorio mostraron una buena inmovilizacion de
Cd y otros metales pesados en suelo y agua. Para la sintesis en el prototipo de campo
se tuvo en cuenta que en el traspaso de la solucion de borohidruro del reactor de
mezcla al reactor principal existe alrededor del 5% de pérdida en volumen, lo que
implica menor masa para la reaccion de formacion de las nanoparticulas, razon por la
cual el peso de borohidruro usado fue un 5% mayor al requerido realmente; también se
considero el uso de sulfito de sodio para disminuir el ORP junto con el burbujeo de No,
como se indica en la tabla 9. Para facilitar y agilizar el proceso de sintesis, el agua de
lluvia fue transportada de la cisterna de almacenamiento hasta el reactor; las masas de
reactivos usadas fueron pesadas en el momento de sintesis; antes de realizar la
sintesis se lavo los tanques del prototipo y se revisé el perfecto funcionamiento de los
sensores de pH y ORP, de los cuales depende la adecuada formacion de NPsMC.

Tabla 9.

Reactivos usados en sintesis de nanoparticulas en prototipo de campo.

NPs en laboratorio NPs en prototipo
(protocolo original) (aplicacion real)
Volumen (L) 2,00 0,120 200,00 60
Sulfato de sodio (g) 0,10 10,00
Cloruro férrico (g) 0,27 27,00
Borohidruro de sodio (g) 1,815 237,5
Sulfito de sodio (g) - 42,00

N 5min 15min
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La primera evaluacion de las nanoparticulas sintetizadas en el prototipo de
campo se realiz6 de forma visual (ver Figura 16), se obtuvo una muestra del fondo del
tanque principal y se observé la formacion de nanoparticulas, al presentar estas una
coloracién negra como reporta Llumiquinga (2018). Adicionalmente, el pH de las
nanoparticulas fue medido por el sensor de pH del prototipo y éste se mantuvo en 8,5.

Figura 16.

Muestra de nanoparticulas sintetizadas en prototipo, verificacion visual de su

formacion

Nota. a) solucion previa a la formacion de nanoparticulas, b) soluciéon de

nanoparticulas formadas de coloracion negra.

Durante la formacion de NPsMc Fe/FeS se liberan gases (H: y H2S) provocando
un burbujeo con efecto de choque entre las NPs formadas (Kim et al., 2011), que
sumado al magnetismo caracteristico de las mismas aceleran su aglomeracion; también
se sabe que a mayor volumen el tiempo de aglomeracién se reduce (VasareviCius et al.,
2020). Por otro lado, Llumiquinga, (2018) menciona, que las nanoparticulas usadas en

ese estudio, en de 2 horas aglomeran para un volumen de reactor de 4 L. Este
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fendmeno fue observado en el prototipo de campo, en el que después de la sintesis de
250L de nanocompuestos, la aglomeracién de NPs provocaron obstrucciones en el
sistema de inyeccién de las NPs a suelo, en aproximadamente 30min.

Figura 17.

Mediciones del tamafio de nanoparticulas medidas en DLS

25 hedia 1506
Delediyana 1548
20 Moda 15013
Deviacibn 4149
15

10

Conteos

5

G II| EI
1,1 6,6 38,7 2258 13182

D, nm

Se caracteriz6 por tamafio a las particulas obtenidas con el prototipo y se
verificd que éstas tienen en promedio 154,8 nm medido en DLS (ver figura 17) y
que tienen forma esférica (ver figura 18b), el tamafio es casi tres veces mayor al
reportado por Llumiquinga, (2018), esto debido probablemente al uso de agua de
lluvia sin filtrar, o porque no se usaron estabilizantes que recubran a las NPs,
evitando su crecimiento (Machado et al., 2017).

Las microfotografias (figura 18a y b) muestran homogeneidad en las NPs, en
forma y tamafo con rugosidades en la superficie y presencia de canales porosos,
confirmando lo observado en estudios anteriores (Kim et al., 2011; Machado et al.,
2017; Su et al., 2015). Ademas, se observan residuos de la sintesis, que bien
pueden ser contaminantes del agua utilizada, mezclados con algun exceso de

reactivo.
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Figura 18.

Caracterizacion de nanomateriales sintetizadas en el prototipo de campo, a)

imagenes SEM y b) imagenes TEM.
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Aplicacion de nanoparticulas en suelo y evaluacion de inmovilizacion de Cd.
La figura 19 muestra una foto satelital de la finca Santa Lucia y se marca el lugar
aproximado donde se aplico, como tratamiento para inmovilizar Cd en suelo, las NPs

sintetizadas en el prototipo de campo.
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Figura 19.

Imagen satelital de la hacienda La Chocolatera, se marca el lugar aproximado de

aplicacion del tratamiento con NPs.

El tratamiento se realizé a 4 arboles (Arl, Ar2, Ar3, Ard), se utilizé un sistema de
inyeccion por goteo en los 40 pozos previamente marcados y perforados con una barra
metalica de radio 1,25m alrededor de cada arbol. Las muestras de suelo fueron
tomadas entes de la inyeccion de NPs y posterior al tratamiento (24h y 15 dias
después); y transportadas del lugar de aplicacion al laboratorio para su posterior
procesamiento (secado y triturado dependiendo del andlisis a realizarse). Ya en el
laboratorio se realiz la extraccién secuencial del cadmio desde las diferentes
fracciones del suelo y se obtuvieron 185 soluciones, incluidas las de la extraccion del
suelo estandar como control.

Se envio el lote de 185 muestras a la USFQ para lectura en ICP-OES, puesto
gue la técnica ha mostrado mayor sensibilidad en la lectura de metales traza en
solucién (Chavez, 2011), junto a las muestras se enviaron también blancos del reactivo,

para cada fraccion a fin de reducir el efecto matriz en las lecturas, ya que el objetivo de
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este analisis, era realizar la cuantificacion del metal Cd en el suelo de Puerto Quito,
porque contiene bajos niveles del metal. Las lecturas se resumen en la tabla 10 y se
observa una ligera diferencia entre el total medido anteriormente por efecto acumulativo
de pérdidas en el proceso de extraccidén secuencial (Juang et al., 2012; Tessier &
Campbell, 1979).

Tabla 10.

Datos Promedio de Especiacion Secuencial de Cd (mg/kg de suelo)

Fracciones To T 24n T 15 dias
F1 0,0227 0,0143 0,0209

F2 0,0216 0,0252 0,0380

F3 0,1993 0,1968 0,1969

F4 0,1503 0,1505 0,1494

F5 0,0208 0,0215 0,0235
Total 0,4147 0,4083 0,4286

Para una mejor diferenciacion en la concentracion de Cd en cada fraccion (F1,
F2, F3, F4, F5) se presenta la figura 20, en la que se compara en porcentaje, la
concentracion de cadmio en cada fraccion para los diferentes tiempos analizados. Y se
observa que existe una reduccién en la concentracion de Cd de la F1 (intercambiable)
del 37% a las 24h y a los 15 dias esta reduccién se reduce al 12%. También se observa
un pequefio incremento en las fracciones 3, 4 y 5, resultado que coincide con lo

observado por Llumiquinga, (2018) a escala de laboratorio.
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Figura 20.

Porcentajes de Cd por fraccion de suelo a distintos tiempos de muestreo.
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En campo no se puede garantizar una distribuciéon uniforme del tratamiento en la
matriz suelo debido a la variabilidad de sus caracteristicas fisico-quimicas (Xue et al.,
2018), lo que explica la gran diferencia en la inmovilizacion de Cd a las 24h (37%) por
NPsMC de Fe/FeS con respecto a lo reportado a escala de laboratorio donde se supera
el 60% de retencion para este metal (Llumiquinga Marcillo, 2018; Su et al., 2015; T.
Wang et al., 2019). A los 15 dias se reporta que la inmovilizacion se reduce al 12 %
confirmando lo reportado en otros estudios, en los que se enuncia que la retencion de
Cd se reduce de 10 a 50% a los 30 dias del tratamiento con nanoparticulas de Fe/FeS 'y
nZVI debido a diferentes factores ambientales o por interacciones naturales que pueden
darse en el medio suelo (J. Wang et al., 2016; Xue et al., 2018).

La lixiviacion del Cd desde las distintas fracciones del suelo esté relacionada con
su especiacion quimica. En este estudio la lixiviacién de Cd fue imperceptible, es decir
las lecturas en el espectrometro de adsorcién atomica, Perkin ElImer AA800 con la

técnica de flama estuvieron bajo el limite de deteccidn para todos los liquidos lixiviantes



56

a excepcion del agua a pH 2, lixiviante que extrajo la misma cantidad de Cd del suelo
(0,17mg/Kg de suelo) antes y después del tratamiento, pues como menciona Lu et al.,
(2021), en condiciones acidas se pueden romper las uniones entre el metal y la matriz
de adherencia aumentando la solubilidad del mismo.
Andlisis Estadistico de Datos de aplicacion en Campo

El analisis estadistico utilizé los datos mostrados en la tabla 11 y fue realizado
con ayuda del programa OriginPro 2021b. Primero, con el fin de identificar la prueba
paramétrica o no paramétrica a utilizar en el analisis se procedio a realizar pruebas de
normalidad de los datos de concentracion de Cd en suelo para cada fraccion de
digestion.

Tabla 11.

Distribucion de Cd en Suelo a Diferentes Tiempos de Aplicacion de Tratamiento.

AR; BT AR:24h Ar:15D AR;BT AR:24h Ar,15D AR;BT AR3;24h Ar;15D ARsBT AR.24h AR, 15D

F1

F2

F3

F4

F5

0,023 0,014 0,014 0,024 0,015 0,031 0,023 0,014 0,017 0,021 0,014 0,021

0,017 0,024 0,025 0,024 0,026 0,057 0,023 0,028 0,031 0,023 0,023 0,039
0,181 0,206 0,218 0,214 0,195 0,180 0,206 0,209 0,201 0,195 0,177 0,189
0,149 0,150 0,153 0,154 0,151 0,150 0,148 0,154 0,146 0,150 0,148 0,149

0,021 0,021 0,023 0,020 0,022 0,023 0,021 0,022 0,024 0,021 0,021 0,023

Se obtuvo con una significancia de 0,05 para las pruebas de Kolmogorov-Smirnov
gue no se cumple la normalidad para las fracciones 1y 2, mientras que en la prueba de
Shapiro-Wilk se obtuvo que la normalidad no se cumple en las fracciones 1, 2 y 3 (Anexo

B), esto se puede evidenciar en los histogramas de cada fraccion (ver figura 21).
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Histogramas de la Concentracion de Cadmio en Suelo para cada Fraccion de

Digestién
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Nota. a) Fraccion 1 o intercambiable; b) fraccion 2 o unida a carbonatos; c) fraccion

3 0 unida a oxidos de hierro y manganeso; d) fraccion 4 o unida a materia organica; e)

fraccion 5 o residual.

Se realizaron pruebas paramétricas (ANOVA de un factor) para las fracciones 3,4

y 5y no paramétricas (Kruskal-Wallis) para las fracciones 1y 2 (anexo C al G), con las

que se identificd que existe una diferencia significativa entre el estado original y después

del tratamiento (a=0,05); por lo que se realizé la prueba de Tukey (para las pruebas

paramétricas) y el test de Dunn (para pruebas no paramétricas) para comparar las medias
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en cada periodo de tiempo con una significancia de 0,05. En la fraccion 1 se observé que
existe una significativa disminucion del Cd posterior al tratamiento con nanoparticulas, la
misma que se mantiene a los 15 dias posteriores al tratamiento; mientras que en la
fraccion 2, 3 y 4 se denota que no existe ningun cambio en el contenido de Cd posterior
al tratamiento con nanoparticulas; finalmente se observé que en la fraccién cinco, el Cd
aumenta significativamente posterior al tratamiento con nanoparticulas (Ver Figura 22).
Estos resultados confirman el comportamiento del Cd en suelo modulado por la
dosificacién de NPsMC de Fe/FeS explicado por Guha et al., (2020), quienes explican
que la modulacién del transporte e inmovilizacion de Cd por nanoparticulas de hierro
provoca, como se define en este estudio, el movimiento del metal desde la F1 o facilmente
intercambiable hacia la fraccion cinco o residual. El leve aumento en la concentracion de
Cd en F1 a los 15 dias pudo deberse a diferentes factores como la oxidacion de las
nanoparticulas, o por liberacion del Cd acumulado en hojarasca del cacao (Huauya-Rojas

et al., 2012)
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Comparacion de las Medias del Contenido de Cd después del Tratamiento en

cada Fraccion
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Capitulo 4: Conclusiones y Recomendaciones

La caracterizacion del suelo de estudio mostr6é que este tiene las caracteristicas
fisicoquimicas necesarias para el cultivo de cacao y baja presencia de metales pesados,
cumpliendo con los limites permisibles establecidos en el Libro VI Anexo 2 del TULSMA.
En base a las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas en este estudio, se verifica una
baja disponibilidad del Cd, por lo que se concluye que la interaccién planta-suelo sélido
influye en la presencia de Cd en almendras.

Las nanoparticulas sintetizadas en el prototipo de campo en base al protocolo
estandarizado por Llumiquinga, (2018), escalando para un volumen de 250 L. fueron
nanoparticulas multicomponente magnéticas de 150nm de didmetro, esféricas y de
coloracién negra.

Existe un evidente incremento en el contenido de cadmio en la fraccion 5 o
residual por la inmovilizacion del metal en la fraccion 1 o fraccién intercambiable luego
de 24h del tratamiento, mientras los resultados a los 15 dias no son determinantes. A
este tiempo se muestra una inmovilizacién del cadmio remanente en la fraccion 1. Esto
puede estar asociado a factores que causan contaminacion en los suelos tratados, la
posible oxidacion de los nanomateriales dando un compuesto adicional a la matriz y
causante de mayor ruido o incluso la lixiviacion de Cd desde el suelo por las lluvias, al
no tener un control sobre el area tratada no se puede determinar la razon del
incremento en las lecturas.

La inmovilizacién de Cd no fue muy evidente, aunque estadisticamente mostro
un porcentaje de inmovilizacién, por lo que se recomienda realizar aplicaciones en
suelos con mayor contaminacion para una mejor observacion de la inmovilizacion del

metal pesado.
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Se recomienda mejorar el proceso analitico en la medicién del cadmio en las
muestras, para eliminar el ruido en los resultados que provocan una defectuosa
interpretacion de la concentracion de los metales como el Cd.

La inyeccion de nanoparticulas en suelo por goteo no fue eficiente, ya que éstas
se aglomeran y obstruyen el flujo en un corto periodo de tiempo, por lo que se

recomienda que la inyeccién de NPs se pruebe por aspersion.
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