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Resumen

El objetivo de este proyecto fue estudiar la inmovilizacién de cadmio presente en suelos
cacaoteros, mediante la aplicacidén de nanoparticulas multicomponente (NPsMC) preparadas con
sintesis verde, a nivel de laboratorio. Con este propdsito se prepararon NPsMC de Fe/FeS usando
extracto vegetal de Flor de Jamaica como agente estabilizante. El extracto se caracterizdé por
espectroscopia UV-Vis, en el que se observd un pico de absorbancia a 620 nm caracteristico de
las antocianinas presentes en el extracto. Las NPsMC se caracterizaron empleando dispersién
dindmica de luz (DLS), microscopia de barrido (SEM-EDS), difraccidén de rayos X (XRD), microscopia
de transmision (TEM) y pruebas de reactividad. Se obtuvieron NPsMC de Fe/FeS con un didmetro
hidrodindmico promedio de 15.34nm % 3.52nm y una capa de FeS 5.76 + 1.979 nm de espesor. Se
demostrd que existe inmovilizacion del Cd disponible al aplicarse las nanoparticulas de Fe/FeS.
Ensayos de inmovilizacion de cadmio usando columnas de lecho fijo, empacadas con 25g de suelos
dopados con NPsCM, demuestran que el metal pesado decrece el 80.52% y el 81,38% en la
fraccién intercambiable en el suelo SO01 y en el suelo S002, respectivamente, al aplicarse un
volumen de 14 mL de nanoparticulas. Se cree que lainmovilizacién de Cd por NPs de Fe/FeS ocurre
a través de la co-precipitacion quimica del S y del Cd?* para formar sulfuro de cadmio (CdS) en el

suelo y de esta manera impedir que se encuentre biodisponible para la planta de cacao.

Palabras clave:

e CADMIO
e NANOPARTICULAS MULTICOMPONENTE

e INMOVILIZACION
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Abstract

The objective of this project was to study the immobilization of cadmium present in soils planted
with cocoa trees, through the application of multicomponent nanoparticles (MCNPs) prepared
with green synthesis, at the laboratory level. With this purpose, Fe/FeS MCNPs were prepared
using flower of Jamaica plant extract as a stabilizing agent. The extract was characterized using
UV-Vis spectroscopy, in which an absorbance peak at 620 nm, characteristic of the anthocyanins
present in the extract was observed. The characterization of the nanoparticles was performed
using Dynamic light scattering (DLS), scanning electron microscopy (SEM-EDS), X-ray diffraction
(XRD), Transmission electron microscopy (TEM), and reactivity tests. Multicomponent Fe/FeS
nanoparticles with an average hydrodynamic diameter of 15.34nm + 3.52nm and a FeS layer of
5.76 £ 1.979 nm thick were obtained. It was shown that there is immobilization of the available
Cd by applying the Fe/FeS nanoparticles. Immobilization tests of cadmium using fixed bed
columns packed with 25g soils doped with MCNPs, demonstrate that the heavy metal decreases
80.52% and 81.38% in the exchangeable fraction in the soil SO01 and in the soil S002, respectively,
by employing a volume of 14 mL of nanoparticles. It is believed that immobilization of Cd by
Fe/FeS NPs occurs through chemical co-precipitation of S and Cd?* to form cadmium sulfide (CdS)

in the soil and thus preventing it from being bioavailable to the cocoa plant.

Keywords:

e CADMIUM
e MULTICOMPONENT NANOPARTICLES

e |IMMOBILIZATION
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Capitulo 1

Introduccion
Formulacién del problema
La exposicion humana al cadmio proviene principalmente de la dieta, y se ha
encontrado que las especies varian en su capacidad para absorberlo y acumularlo (Ruiz, 2011).
Es por ello que en las ultimas décadas ciertos quebrantos en la salud del hombre podrian ser
generados por el consumo de productos alimenticios contaminados, especialmente por metales

pesados.

Metales pesados como el Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Mercurio (Hg), Zinc (Zn), Cobre (Cu)
gue se encuentran presentes en cantidades elevadas son considerados toxicos (Pino, 2018),
ocasionando problemas en la salud debido a su acumulacién en diferentes érganos del cuerpo
humano. La Organizacion Mundial de la Salud establece que las manifestaciones y la gravedad
de los signos, sintomas y cambios fisicos resultantes del envenenamiento por cadmio estan

relacionadas con la cantidad, duracidn y via de entrada del metal (Londofio et al., 2016).

Los contaminantes pueden provenir de forma natural, sea por las erupciones volcénicas
o0 meterorizacidn geoldgica y de fuentes antropogénicas o inducidas por el hombre, como las
explotaciones de minas, quema de basuras urbanas, aplicacion de fertilizantes fosfatados, gases

provenientes de las industrias, derivados del petrdleo, etc (Mite et al., 2010).

Las plantas cultivadas representan una importante via para el movimiento de metales

pesados potencialmente téxicos desde el suelo hacia los humanos, acumulandolos en diferentes
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cantidades y en sus diferentes érganos vegetales y reproductivos, resultando contribuciones

venenosas en las dietas alimenticias.

Justificacion del problema

La Unidn Europea anuncid planes para implementar regulaciones que rigen los Niveles
maximos permitidos (MPL) de cadmio (Cd) permitidos en productos de chocolate y cacao, los
cuales deben contener un maximo de 0,8 mg / kg de cadmio (Comisidn del Codex Alimentarius,
2018). Es fundamental que todos los paises productores de cacao, entre ellos Ecuador se
preparen para el cumplimiento, ya que el incumplimiento resultara en el rechazo de los granos

contaminados.

Por ello, INIAP-PROMSA reportd la presencia de cadmio en niveles toxicos en suelos
cacaoteros de la Provincia de El Oro y en granos de cacao cantidades superiores a 1 mg kg-1 de
Cd en las provincias de El Oro, Guayas, Zamora, Los Rios, Francisco de Orellana, Esmeraldas y la
parte tropical de Pichincha, siendo el limite permisible 0,5 mg kg-1 de Cd en suelo de acuerdo al
Texto Unificado de la Legislacidn Secundaria del Ministerio del Ambiente en el Ecuador; ademas,
las principales fuentes potenciales de contaminacién son la quema de bolsas plasticas utilizadas

en la agricultura, la proximidad a las carreteras y el uso de agua de las minas (Mite et al., 2010).

Por lo tanto, es necesario identificar las dreas problematicas de acumulacién de cadmio
gue pueden afectar la cadena alimentaria, para iniciar los trabajos de descontaminacién del

suelo. La remediacién de suelos contaminados por metales pesados se lo puede realizar
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mediante el uso de técnicas quimicas y mediante fitorremediacién que involucra el empleo de

técnicas biolégicas y quimicas.

Sin embargo, hoy en dia la nanoremediacidn ha permitido obtener resultados positivos,
ya que las nanoparticulas utilizadas en el tratamiento tienen propiedades que permiten la
reduccion quimica y la catdlisis para reducir los contaminantes de interés, por lo que estas
nanoparticulas aumentan la velocidad y eficiencia del tratamiento de contaminantes (W. Zhang,
2003). Su pequefio tamafo y sus innovadoras capas superficiales permiten que estos
nanomateriales penetren en areas muy pequefias del suelo. Teniendo en cuenta las ventajas de
la nanoremediacién, se propone utilizar nanoparticulas multicomponente, preparadas mediante
sintesis verde, para la inmovilizacién a escala de laboratorio de metales pesados como el

cadmio.

Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Estudiar la inmovilizacién de cadmio presente en suelos cacaoteros, mediante la
aplicacion de nanoparticulas multicomponente (NPsMC) preparadas con sintesis verde, a nivel

de laboratorio.

Objetivos especificos

e Caracterizar fisica y quimicamente muestras de suelo provenientes de fincas cacaoteras

de la provincia de Manabi, con especial atencién en la determinacion de cadmio.
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e Preparar nanoparticulas multicomponentes mediante sintesis verde.
e Caracterizar morfolégica y quimicamente las NPsMC mediante microscopia de
transmisién éptica.
e Determinar la capacidad maxima de adsorcion del suelo a través de ensayos isotérmicos.
e Evaluarlainmovilizaciéon de Cadmio en muestras de suelo de fincas cacaoteras de Manabi

al aplicar NPsMC, mediante ensayos en columnas de lecho fijo.

Marco Tedrico

Metales Pesados

Es un grupo de elementos quimicos con una densidad especifica igual o superior a
5g/cm3. Los efectos téxicos dependen del tipo de metal, su concentracidn y en algunos casos la
edad de la poblacién expuesta. (Reyes et al., 2016). Estos metales se encuentran en
concentraciones relativamente bajas (0,1%) en la corteza terrestre, y la presencia de
concentraciones nocivas (anémalas) en el suelo es una degradacion particular conocida como
contaminacion. (Galan Huertos & Romero Baena, 2008). Los metales pesados se pueden
encontrar en el suelo de forma natural, es decir de origen geogénico, y pueden provenir de las
propias rocas fuente, de la actividad volcanica, lixiviacién de la mineralizacidén o haber sido
introducido de forma antropogénica mediante practicas agricolas, mineria, transporte para

actividades industriales, tratamiento de residuos, etc (Cordero, 2015).

En el suelo hay 17 metales pesados que se consideran altamente tdxicos y siempre

estan disponibles en concentraciones por encima de los niveles toxicos. Estos son: Ag, As, Bi, Cd,
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Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Sb, Se, Sn, Te, Tl y Zn. De estos, diez son movilizados por la actividad
humana en una proporcion mucho mayor que por procesos geoldgicos. Este es el caso de: Ag,

As, Cd, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Sn, TI (Novotny, 1995).

La biodisponibilidad de los metales en los suelos esta controlada por varios factores
como el pH, la concentracidn del metal, la capacidad de intercambio catidnico, el contenido de

materia organica y la textura, entre otros (Alloway, 2012).

Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal pesado que no tiene funcién biolégica y forma parte de la
composicion natural de algunas rocas y suelos. Se libera al medio ambiente en cantidades

variables debido a procesos naturales y actividades humanas. (Scaccabarozzi et al., 2020).

Las plantas pueden absorber concentraciones muy altas de cadmio (Cd?*) a través de los
canales de iones en las membranas de las células radiculares y pueden afectar los procesos
metabdlicos esenciales y/o contaminar los granos cosechables, contaminando asi la red

alimentaria (Blommaert, 2019).

El consumo de una gran cantidad de cadmio al comer alimentos contaminados puede
causar dafios graves a los drganos vitales, especialmente los rifiones, los pulmones y el higado, y

puede provocar cancer y otros problemas de salud que amenazan la vida. (Khan et al., 2017) .
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Contaminacion de suelos cacaoteros por Cadmio

El cacao es un producto alimenticio con un crecimiento exponencial en los paises
productores debido a su facilidad de manejo y excelentes beneficios econdmicos (Casteblanco,
2018).

Las concentraciones mas altas de cadmio en el suelo de cacao pueden deberse a su
acumulacidn a lo largo de los afios en las hojas y vainas de cacao (Mite et al., 2010), sin embargo
la presencia de Cd debido a la actividad antropogénica en el suelo se ha visto desequilibrada,
permitiendo asi que el aporte de este metal pesado no provenga directa y Unicamente de la
meteorizacién de la roca madre, sino llegar al suelo a través de la atmosfera, o directamente por

el uso excesivo de fertilizantes fosfatados y biosélidos (Ramirez, 2013).

El cadmio en el suelo y sedimentos se puede alojar en cinco compartimentos: 1) soluble
en la solucién del suelo (Cd*2 complejos solubles), 2) en la fase intercambiable o sitios de
intercambio catidnico de arcillas, 3) adsorbido en los 6xidos e hidroxidos de Fe, Mn y Al, 4)
Complejos con la materia organica del suelo (absorbido) y sulfuros y 5) precipitado a la roca

madre (particulas sélidas).
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Figura 1l

Compartimentos del suelo donde se encuentran las diferentes formas quimicas del cadmio y

procesos de transferencia y especiacion del cadmio (Cd**) en el suelo

Nota. Tomado de Mitigacidon de cadmio en el suelo mediante enmiendas inorgdnicas por Carrillo

et al., (2021)

La absorcion del cadmio por las plantas se da en funcion a la forma quimica y fisica en la
gue se encuentre el metal en el suelo y la capacidad de la planta para absorberlo. En los suelos
acidos existe un incremento en la movilidad del metal, por el contrario, un suelo alcalino
disminuye la movilidad del cadmio porque precipita cuando se obtienen formas insolubles y

formas hidroxi monovalentes, que interfieren en el intercambio idnico. (Ortiz, 2017).

A nivel mundial, los valores de Cd en suelos naturales no contaminados oscilan entre

0,01y 2,7 mg/kg?, mientras que en suelos manejados el rango se extiende hasta 10,5 mg/kg™



24
(Scaccabarozzi et al., 2020). En Ecuador el limite permisible es de 0,5 mg kg-1 de Cd en suelo de
acuerdo al Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente en el

Ecuador (TULSMA, 2015).

Nanotecnologia
Nanoparticulas Multicomponente

El uso de nanoparticulas en procesos ambientales se ha convertido en una tecnologia
para la descontaminacion de suelos con aplicacién, inmovilizacidn y/o descomposicion in situ de
contaminantes, incluidos los metales pesados, reduciendo su movilidad y biodisponibilidad.

(Kidd et al., 2015; Rathor et al., 2017).

Las propiedades Unicas de las nanoparticulas, como su tamafio (de 1,0 a 100 nm), su alta
relacidn superficie-volumen y su alta reactividad in situ. (Gupta et al., 2011), las han vuelto muy
atractivas para su uso en diversas aplicaciones de procesos para sitios contaminados con

hidrocarburos, organoclorados, pesticidas y metales. (Kumari & Singh, 2016).

Contienen dos o mds elementos diferentes que juntos forman nanoparticulas
multicomponente (NPsMC). A diferencia de las nanoparticulas de un solo componente, la
adicion de dos o mds componentes puede agregar propiedades fisicas y quimicas Unicas a las
particulas, como actividad antimicrobiana, capacidad magnética y otras propiedades (Zeng &

Sun, 2008).
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Las nanoparticulas multicomponente tienen un alto potencial para diversos usos,
incluida la separacion bioldgica, la liberacidén controlada de farmacos, la catalisis y la eliminacion
de contaminantes. (Kim et al., 2011). Entre las NPsMC preparadas hasta ahora, las
nanoparticulas de Fe / FeS (figura 2) se formaron a través de la reaccion entre el hierro soluble y
el sulfuro de hidrégeno utilizando borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor a
temperatura ambiente. (Abril et al., 2018). Los sulfuros de hierro (FeS) han sido reconocidos
como materiales valiosos para la remediacion ambiental debido a su naturaleza calcificante y
capacidad reductora, asi como a su fuerte afinidad por los metales pesados y los contaminantes

clorados (Kim et al., 2011).

Figura 2

Esquema de nanoparticula multicomponente Fe/FeS

FeS

Hierro

FeS

Fe5

Nota. Tomado de Estudio de la inmovilizacion de metales pesados presentes en suelos de
Portovelo, mediante la aplicacién de nanoparticulas multicomponente (NPsMC), a nivel de

laboratorio por Llumiquinga (2018).
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Sintesis Verde de Nanoparticulas

El proceso de sintesis de materiales a escala nanométrica requiere el consumo de
muchos reactivos quimicos toxicos, lo que significa altos costos, ademas del daifio ambiental
asociado. La busqueda de nuevos métodos de sintesis de estos nanomateriales ha allanado el
camino para el surgimiento de la biosintesis de nanoparticulas de manera respetuosa con el
medio ambiente y que ademds su uso en algunas ocasiones iguala o supera las expectativas de
las nanoparticulas sintetizadas por métodos fisicos y quimicos, en cuanto a costo y

caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas (Ledezma et al., 2014).

En este método, la reduccion de metales ocurre mediante el uso de extractos de plantas
y organismos con poder antioxidante, lo que reduce el uso de reactivos quimicos como el
borohidruro de sodio (NaBH4) (Campos et al., 2019). Los agentes reductores naturales tienen
una alta capacidad antioxidante gracias a sus componentes como terpenoides, polifenoles,
azucares, alcaloides y aminodacidos que son capaces de reducir los cationes en soluciones de

sales minerales (Makarov et al., 2014).

Ademas, dado que estas particulas se unen a los residuos organicos de los extractos de
plantas, en ocasiones es posible estabilizar estas particulas de tamafo nanométrico y evitar que
se aglomeren y/o se oxiden. Otra gran ventaja de utilizar métodos de quimica verde es la
capacidad de controlar el tamafio de las nanoparticulas cambiando la concentracidn del extracto

vegetal utilizado sin el uso de estabilizadores como polimeros y tensioactivos. (Neira, 2015).
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Flor de Jamaica

La Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta herbacea anual que puede crecer
de 3 a 5 metros y pertenece a la familia Malvaceae. Es originaria de Africa tropical y actualmente

se cultiva en México, América Central y del Sur y el Sudeste Asiatico. (Castillo, 2017).

Figura 3

Planta de Hibiscus sabdariffa

Nota. Tomado de Efecto de uso del extracto de la Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) como
colorante natural y fuente de antioxidantes en las caracteristicas fisicoquimicas de yogur sabor a

fresa por Castillo (2017).

Especificamente los calices contienen acidos organicos (citrico, hibiscico, malico,
tartdrico, oxalico) mucilagos, flavonoides, polifenoles y saponinas; antocianinas (delfidina,
gosipetina, hidroxiflavonas, hibiscina y glucésidos), fitosteroles, pectina, acido aspdrtico, acido
galacturodnico y azlicares como ramnosa, galactosa, arabinosa, xilosa y mannosa (Carvajal et al.,
2012). Estas biomoléculas presentes en la planta de flor de Jamaica juegan un papel importante

en la reduccidn de iones metalicos a sus respectivos nanomateriales, ayudando también a que
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las nanoparticulas metalicas permanezcan estables durante largos periodos de tiempo. Ademas,
los extractos de plantas son faciles y seguros de manejar y contienen muchos metabolitos que

pueden ayudar a reducir las sales metalicas a nanoparticulas. (Mishra et al., 2015).

Lo mas destacable de la planta es el caliz, carnoso y de un color rojo intenso. El color de
calices de Jamaica esta relacionado con el contenido de las principales antocianinas que posee

esta planta que son: la cianidina-3-glucésido y la delfinidina-3-glucésido (Escobar et al., 2020).

Figura 4

Cdlices de Flor de Jamaica

Las antocianinas son glucésidos de la familia de los flavonoides, su estructura consiste
en dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos a través de enlaces beta-
glucosidicos, y estas sustancias constituyen el principal grupo de pigmentos hidrosolubles

naturales que pueden detectarse en la regién visible del ojo humano (Garzén, 2008). Son seis
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grupos diferentes de antocianidinas que pueden ser encontradas en la naturaleza de la que se

derivan una infinidad de antocianinas, con diversas pautas de glicosidacion (Ortiz et al. 2011).

Figura 5

Estructura y sustituyentes de las antocianinas

Aglicona Substitueién 3 max (100

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peomidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Nota. Tomado de Efecto de uso del extracto de la Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) como

colorante natural y fuente de antioxidantes en las caracteristicas fisicoquimicas de yogur sabor a

fresa por Castillo (2017).

Capitulo 2

Materiales y Métodos

Participantes

El presente proyecto de titulacion fue desarrollado por Daniela Fernanda Vera
Rivadeneira, bajo la direccidn y cooperacién del Ing. Luis Cumbal, Ph.D como director del

proyecto de investigacion.
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Zona de Estudio

Las muestras de suelo se tomaron en fincas cacaoteras privadas en el Sector de
Quifionez del cantén Flavio Alfaro, ubicado en la provincia de Manabi, ocupando las siguientes

coordenadas Norte: 9926300 / 9963140 y Este: 611270 / 666930.

El trabajo de experimentacién se desarrollé en el laboratorio de Materiales Avanzados
perteneciente al Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT), ubicado en la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Av. El Progreso s/n via Amaguanfia, Sangolqui, canton
Ruminahui, Provincia de Pichincha, Ecuador, cuyas coordenadas son Latitud 0218'53,891"

(Oeste), Altura Elipsoidal 2518.640 m.

Caracterizacion fisica del suelo

Toma de muestra

Se identificd y muestred el suelo de dos fincas cacaoteras pertenecientes a la familia
Minaya Moreira en el sector de Quinonez, la primera cercana a las riveras de un riachuelo y la
segunda en lo alto de una colina llamada Cerro de Oro. Se recogié una muestra combinada de
cada finca, es decir se tomaron submuestras de diferentes arboles a una profundidad entre 0 a
15 cm y posteriormente se homogenizaron para recolectar 1000 gramos de suelo en fundas

ziploc y colocarlas en un cooler para su posterior traslado al laboratorio.



Figura 6

Plantaciones de cacao en Flavio Alfaro

Granulometria

El método de ensayo granulométrico se realizé de acuerdo a la norma ASTM D-422,
primeramente se tamizd el suelo en los tamices N240 (0,425 mm) y N2200 (0,075 mm)
saturandolos con agua, hasta que el agua resultante del lavado sea cristalina, por otra parte se
pesd una capsula vacia y luego se agregé el suelo hiumedo proveniente del lavado y se volvid a
pesar. Esta muestra fue llevada al horno durante 24 horas a 50°C. Se peso la cdpsula que
contenia el suelo seco y posteriormente ser tamizado en mallas N24 (4,76mm), N210 (2 mm),
N240 (0,425 mm) y N2200 (0,075 mm), finalmente se peso la racion de suelo que quedd

acumulado en cada tamiz.
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Determinacion de densidad aparente himeda y densidad aparente seca

La densidad aparente humeda fue medida en el laboratorio, para ello se pesé una
probeta de 50 cm? vacia (Mp), después en la probeta hasta un volumen de 25 cm? se colocd la
muestra de suelo humedo (Vt), y se pesé esta junto con el suelo (Mt). Para determinar la
densidad aparente seca del suelo, se golped levemente a la probeta con el fin de reducir los
espacios de aire de la muestra y se paso a secar en la estufa a 105°C; finalmente se pesé la
probeta con el suelo seco (Ms), (Forsythe, 1985). Se utilizé las Ec. 1y Ec. 2 para realizar los

calculos correspondientes.

Ec. 1

Densidad total = y; =

Ec. 2

Densidad seca = y,; =

Donde:

M_.: Peso de la probeta y suelo humedo
M,: Peso de la probeta

M;: Peso de la probeta y suelo seco

V:: Volumen de 25 cm?

Determinacion de la porosidad del suelo
Se calculd la porosidad total del suelo que se refiere a todo el espacio que no se
encuentra ocupado por fracciones sélidas, minerales u orgdnicas; diferentemente si este esta

ocupado por agua o aire al momento del muestreo. A partir de la densidad real y aparente del



suelo se aplicd la Ec. 3 y para su andlisis se uso la tabla 1. de clasificacion de |la porosidad del

suelo (Jordan, 2006).

P:( —%j)xloo

Donde:
P: Porosidad expresada en porcentaje
D:: Densidad real

D.: Densidad aparente

Tabla 1

Clasificacion de la porosidad del suelo

Porosidad total %

Interpretacion

<30 Muy baja
30-40 Baja
40-50 Media
50-60 Alta

>60 Muy Alta

Caracterizacion quimica

pH del suelo

Ec.3
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Se prepard una solucidn 1: 2,5 (suelo: agua), se agitd durante 1 hora y se dejé decantar

30 min (Beretta et al., 2014). El pH del suelo se determind por el método potenciométrico y se
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usé6 el pH-metro de marca Mettler Toledo que fue calibrado previamente con soluciones buffer
de pH 4.00, 7.00 y 10.00. Luego se introdujo el electrodo en la muestra y se procedio a realizar la

lectura de pH.

Determinacion de materia organica del suelo (MO)

El contenido total de materia organica que posee el suelo se determiné por el método
de calcinacion de acuerdo a la norma NEN 5754. Para esto, se peso 10 g (Wi) de suelo seco en
una capsula de porcelana que se colocé en un horno mufla a una temperatura de 600°C por 6 h.
Al cumplirse ese tiempo en el que se produjo la calcinacidn de la muestra se sacé el crisol y se
colocé dentro de un desecador hasta que se enfrie, finalmente se pesd la cdpsula de porcelana
con el suelo calcinado (Wf). Se utilizo la Ec. 4 para determinar la cantidad de materia organica
gue se perdié durante el proceso de calcinacion, en donde se aplica la diferencia de peso entre

las medidas antes y después de calcinar (Valdiviezo, 2016).

Wi-Wpg

%MO = ( =

) x 100 Ec.4

Determinacion de la capacidad de intercambio catidnico del suelo (CIC)

Se pesd 10 g de suelo seco previamente tamizado por la malla nimero 10, se colocé el
suelo en un tubo falcon y se afiadié 25 mL de acetato de amonio 1N, posteriormente se agité la
muestra en un rotor mecdanico durante 30 min, transcurrido ese tiempo se centrifugo el
contenido por 20 min, del cual el sobrenadante fue descartado. El precipitado restante se lavd
tres veces con agua desmineralizada, al precipitado de suelo lavado se le afiadié 25 mL de

cloruro de sodio al 10%, para filtrarlo a través de un embudo Buchner, se desechd el suelo y se
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conservo el filtrado. Al filtrado se le agregd 10 mL de formol al 37 %, fue agitado manualmente y
se colocd 4-5 gotas de fenolftaleina. Finalmente la solucidn se titula con hidréxido de sodio

0,5N hasta que cambie a color rosado tenue (ver figura 7) (Chavez, 2015; Jaramillo, 2002).

Figura 7

Titulacion quimica de las muestras con hidrdxido de sodio 0,5N.

Se calculé la CIC con la siguiente ecuacion (Ec. 5):

meq ) _ (Vmuestra-Vblanco)x Nngon %100 Ec.5
100 g suelo g de muestra )

cic(
Donde:
V muestra: mL de titulante gastado en la muestra
V blanco: mL de titulante gastados en el blanco

Nnaon: normalidad del titulante
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Determinacion de carbonatos y sulfatos en el suelo
Para determinar carbonatos se colocd en agitacién durante dos horas una solucién con
50 g de suelo en 250 mL de agua, de esta solucidn se tomé una alicuota de 15 mLy se colocd en
un matraz Erlenmeyer de 150 mL. Ademas, se prepard una solucién de 250 mL de acido sulfurico

0,01N, 100 mL de indicador de naranja de metilo y 100 mL de fenolftaleina.

A la alicuota de 15 mL de solucidn de suelo se le adiciond 1 gota de fenolftaleina. Al
existir cambio de color, se afiadié con ayuda de una bureta gotas de acido sulfurico 0,01N, hasta
que el color desaparecid. Después se afiadiod a la solucion de suelo dos gotas del indicador de
naranja de metilo y se tituld con acido sulfurico 0,01N hasta que la solucién se torné color

canela. Se anoto6 el volumen de acido consumido de las dos titulaciones.

Se utilizd la Ec. 6 y Ec. 7 para obtener los carbonatos y bicarbonatos.

2yx NXRX1000
Wi

C05; (meq/L) = Ec. 6

(t—2y)x NXRx1000
W

Ec.7

HCO5; (meq/L) =

Donde:

y = volumen gastado en la primera titulacién

t = volumen gastado en la segunda titulacién

N = normalidad de la solucién H2SO4

R= radio entre el volumen total del extracto y el volumen del extracto utilizado para la

titulacion
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W:= peso de la muestra de suelo

La presencia de aniones sulfato en la solucion de suelo se detectd por medio del equipo
lon Chromatography System de marca DIONEX modelo ICS-1100, para ello previamente se
procesoé la muestra de suelo debido a que la muestra a inyectar en el equipo debe ser liquida,
por lo que para obtener esta solucién de suelo liquida se pesaron 3 g de la muestra y se disolvio
en 30 mL de agua desionizada. Se llevd a bafo ultrasénico por 30 min y se filtré a través de un
filtro de jeringa de 0,45 um. Las muestras se inyectaron por medio de un automuestreador para

ser analizadas.

Determinacion de metales contenidos en el suelo

Se utilizé el método de digestion secuencial establecido por Tessier 3111-By 3114-C
para la determinacidn de cadmio en cada fraccidn del suelo (Tessier et al., 1979) y el sistema de
digestion dcida asistida por microondas para el analisis de elementos traza totales de Fe, Mny

Cd.

Proceso de extraccion secuencial de cadmio desde muestras de suelos

Fraccidn intercambiable. —Se pesé 1 g de suelo y se agregd 8 mL de acetato de sodio 1M
(pH=8,2). La mezcla fue agitada durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugd por 15 min a 3800 rpm, recuperando en tubos de ensayo el sobrenadante. La fraccion

sélida resultante de la centrifugacion se lavod 3 veces con agua desmineralizada.
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Fraccion unida a carbonatos. - A los tubos lavados anteriormente, se afiadieron 8 mL de
acetato de sodio 1M (pH=5, regulado con acido acético) y se agité por 5 h a temperatura
ambiente. Después el contenido se centrifugd por 15 min a 3800 rpm, se recupero el

sobrenadante y el precipitado en los tubos se lavé 3 veces con agua desmineralizada.

Fraccidén unida a 6xidos de hierro y manganeso. — Se afiadieron a los tubos lavados
anteriormente 20 mL de cloruro de hidroxilamina 0,04M en 25% (v/v) de acido acético, el
contenido se agitd ocasionalmente, manteniendo una temperatura de 96°C por 6 h en bafo
maria. Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 15 min a 3800 rpm, se recupero el

sobrenadante y el precipitado en los tubos se lavé nuevamente 3 veces.

Fraccién unida a materia orgdnica. — Se afiadié 3 mL de acido nitrico 0,02 My 5 mL de
peréxido de hidrégeno al 30% (pH=2, regulado con 4cido nitrico) y el contenido se agitd por 2 h
a 85°C en bafio maria. Pasado ese tiempo se colocd 3 mL de perdxido de hidrégeno al 30%
(pH=2) agitando ocasionalmente durante 3 h mas a 85 °C. Finalmente, se dejé enfriar los tubos
por una horay se afiadié 5 mL de acetato de amonio 3,2 M en 20%(v/v) de acido nitrico, ademas
se diluyé la mezcla con agua desmineralizada hasta 20 mL. El contenido se agitd por 30 min a

temperatura ambiente, se centrifugd y recuperd el sobrenadante.

Fraccidn residual. — Después de los lavados, a los tubos se agregaron 8 mL de agua regia

(1:4, HNOs:HCI) y el contenido se agitd por 48 horas a temperatura ambiente.
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Los sobrenadantes recuperados de cada fraccién se filtraron a través de filtros de 0,45
pmy 0,22 um para su posterior analisis de la concentracién de Cadmio mediante
espectrofotometria de absorcidén atdmica (EAA) marca Perkin Elmer AAnalyst 800 y su lectura se
realizd empleando el método de flama. Los resultados obtenidos se los expresé en mg de
contaminante/kg de suelo (ppm) con el fin de que se pueda comparar con el limite maximo de

cadmio permisible en el suelo establecido en la normativa ambiental.

Para ello se utilizo la siguiente ecuacion (Ec. 8):

L. mg
cd (@) _ [Concentracwn del metal (T)]X[Volumen de la muestra (mL)]

000 mL Ec.8

kg 1L

[Peso de la muestra (kg)]x

Descripcion del proceso de digestion acida asistida por microondas

Se peso 1g de muestra de suelo y se agregd 8 mL de agua regia (1:4, HNOs:HCI). La
mezcla fue agitada durante varios segundos hasta lograr homogenizar. Posteriormente la mezcla
se trasladd a los tubos en el digestor del microondas de modelo Multiwave 5000 marca Anton
Paar previamente calibrado segun las instrucciones del fabricante. Se recuperd el sobrenadante
después del proceso de digestion y se filtré utilizando filtros de 0,45 um y 0,22 um para su
posterior analisis de la concentracidn total de hierro, manganeso y cadmio mediante
espectrofotometria de absorcién atdmica (EAA), su lectura se realizé empleando el método de

flama.



Obtencion y caracterizacion del extracto vegetal

Preparacion de la muestra

En esta investigacidn se utilizé la planta de Flor de Jamaica para la obtencion del
extracto vegetal necesario para la sintesis de nanoparticulas multicomponente, los célices de
flor de Jamaica se adquirieron en el Mercado “27 de febrero” de la ciudad de Macas, provincia
de Morona Santiago. Una vez obtenida la materia prima se seleccionaron los calices en estado
fresco y que no presentaban lesion, se secaron en una estufa al vacio a 40°Cy 0,06 Mpa para
evitar la contaminacidn de la muestra (ver figura 8). La muestra seca fue pulverizada en una

licuadora Oster hasta obtener un polvo fino.

Figura 8

Seleccion, secado y pulverizado de cdlices de flor de Jamaica

Maceracion y obtenciéon del extracto vegetal
El extracto de flor de Jamaica se obtuvo por extraccién sélido-liquido segun el método
de (Salazar-Gonzalez et al., 2012) con algunas modificaciones, muestra seca pulverizada se

colocd en un erlenmeyer de vidrio de 500 mL de capacidad, el cual fue protegido de la luz con

40
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papel aluminio. La maceracidn se realizé usando un solvente polar: Etanol:Agua, en proporcién
(70:30%, v/v), el erlenmeyer fue sellado con parafilm para evitar la evaporacion del solvente y se
agitd en un agitador orbital digital SHO-2D WISD durante 24 horas, la muestra se filtré con papel
filtro Whatman N°2 (125mm) y el proceso se repitié hasta agotamiento del pigmento. El
extracto liquido filtrado se concentrd en un rotavapor marca Buchi R-210, a una temperatura de
40°Cy 20mbar de presidn con rotacion de 150rpm para la obtencién de extracto sélido en forma
de cristales y la recuperacién del solvente (ver figura 9). Los cristales solidos se almacenaron en

frascos color ambar sellados en un desecador a temperatura ambiente.

Figura 9

Filtrado y concentracidn del extracto de flor de jamaica

Cuantificacion de fenoles totales
En el extracto se determind el contenido total de fenoles, (TCP, por sus siglas en inglés:
Total Phenolic Content) por medio del cambio de coloracidn debido a la oxidacion de

compuestos fendlicos utilizando el reactivo Folin Ciocalteu (FC).
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Se utilizé la metodologia de Shahidi y Naczk (1995), en donde se tomé 0.5 mL de

extracto o de estandar fendlico diluido (1:10, v/v) mas 5mL del reactivo Folin Ciocalteu
previamente diluido en agua destilada (1:10, v/v) y 4mL de una solucién de carbonato de sodio
(Na2C0Os, 1M). La mezcla de las soluciones fue calentada en bafio maria a 45°C durante 15 min.
Se prepard una curva de calibracidn estandar con 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/L de acido galico
en metanol-agua (50:50, v/v) ya que el contenido de fenoles se expresa en equivalentes de
acido gélico (mg/g masa seca). EI TCP se leyd a una absorbancia de 765nm por espectroscopia

de absorcion de luz ultravioleta y visible (UV-vis) (Mohankumar et al., 2017).

Espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta y visible (UV-vis)

‘Para obtener los espectros del extracto se utilizé un espectrofotometro UV-Vis marca
Analitykjena modelo SPECORD S600, en una celda de cuarzo se colocé 2,5 mL de agua destilada
y 5 uL de extracto de flor de Jamaica homogenizando ambas soluciones y se leyd la absorbancia

con acumulacidén de 20 e integracidon de 100 ms.

Sintesis de nanoparticulas multicomponente

Segun el método de Kim (2011), con algunas modificaciones se prepard nanoparticulas
multicomponente de Fe/FeS, para ello se utilizd cloruro férrico hexahidratado (FeClz*6H,0),
borohidruro de sodio (NaBH,), tiosulfato de sodio (Na,S,0s3), sulfito de sodio (Na;S0s), extracto

de flor de Jamaica y agua destilada.
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Se prepard una solucidn de Na,SO3 0,26 mg/L, para poder obtener una atmdsfera inerte

durante el proceso de sintesis y evitar la oxidacién de los compuestos, en un matraz se colocé
13,52 g de FeCl3*6H,0 0,5 M que se disolvio en 100 mL de sulfito de sodio y se afiadié 0.5 mL de
extracto de flor de Jamaica, homogenizando de manera constante. Se prepard una solucidn de
NaBH;0,8M y se dejo reposar durante 1 min, a esta solucion se agregd 0,4 g de Na,S,0s.
Después, la solucidn resultante con la ayuda de una bureta se afiadié gota a gota en una relacién
3:1, es decir 30 mL de NaBH; en 10 mL de FeCl;*6H,0 con extracto, se dejé en agitacion por un
tiempo de 30 min. Al finalizar el proceso se observé la formacidn de un precipitado de color
negro indicativo de la formacién de nanoparticulas de Fe/FeS. Para purificar las nanoparticulas
se realizaron tres lavados con agua destilada y con la ayuda de un iman, se obtuvo una

concentracion de nanoparticulas multicomponente de 0,04 mg/mL.

Caracterizacidon de nanoparticulas multicomponente

Técnicas de caracterizacidn fisico-quimicas

Para determinar el tamafio y la distribucién de las nanoparticulas multicomponente se
realizaron mediciones en el equipo de dispersién de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering
Particle Size Analyzer) de marca HORIBA, modelo LB-550. Para ello, en una celda de cuarzo se
anadié 3 mL de agua destilada y 20 pL de solucion de nanoparticulas, la muestra fue

homogenizada y colocada dentro del analizador de particulas.

Se analizé la estructura cristalina de las nanoparticulas mediante un equipo de
difractometria de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés X-Ray diffraction), para el analisis se

colocd en el porta muestras la solucidon de nanoparticulas previamente fijada y secada en un
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portaobjetos. Finalmente con las bases de datos cristalograficas se pudo llevar a cabo una
identificacion de fases cristalinas presente en las muestras. El andlisis fue realizado por la Ing.

Karla Vizuete, técnico del laboratorio de Caracterizacién de Nanomateriales ESPE.

La composicidn quimica de las nanoparticulas se determind mediante espectrometria de
energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés Energy dispersive spectrometry) por la Ing. Karla
Vizuete en el microscopio electrénico de barrido (SEM) marca TESCAN, modelo MIRA3. Se
colocd la muestra en el carrusel del SEM previamente recubierto con una cinta de carbdény se

realizo el andlisis en diferentes puntos de la muestra.

Para medir la reactividad de las nanoparticulas multicomponente se prepard una
solucién de 5 mg/L de sulfato de cadmio (CdSO4)3 * 8H,0. En tubos falcon de 15 mL se afiadié 10
mL del agua dopada y se adiciond 1mL de solucidn de nanoparticulas. Se agité en un agitador
rotativo mecdnico y se extrajo alicuotas a los 5, 15, 30, 60, 90, 120, 240 y 360 min de haber
puesto en contacto las nanoparticulas con el agua sintética, posteriormente las muestras fueron

filtradas y leidas en el espectrofotémetro de absorcion atémica (EAA).

Técnicas de caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas se realizé a través de un
microscopio electrénico de transmisién TEM (TECNAI TWIN SPIRIT A 80 kV), para ello se
depositd 10 pL de solucién de nanoparticulas en una rejilla de cobre que se colocé en el carrusel
del microscopio para la obtencién de imagenes a una escala de 100 nm y 500 nm en donde se

observa la distribucién y tamano de las mismas, las imagenes fueron analizadas en el software
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Imagel. El andlisis fue realizado por el Dr. Alexis Debut, PhD en el laboratorio de caracterizacion

de nanomateriales.

Isotermas de adsorcion de cadmio en el suelo

El ensayo se realizd por lotes con una solucién de sulfato de cadmio (3 CdSO4:8H,0) que
se prepard a diferentes concentraciones: 2, 5, 10, 15, 20, 40 y 80 ppm de Cd?*. Se dosificé por
triplicado 200 mL de cada concentracidn en botellas de mayor capacidad y se afadié a cada una,

2 gramos de suelo (figura 10) y el contenido se agitd en un agitador rotativo durante 48 h.

Figura 10

Soluciones de sulfato de cadmio a diferentes concentraciones con 2 g de suelo

Finalmente, éstas se filtraron a través de un sistema de vacio con filtros de membrana
de 0.45 um y con filtros de jeringa de 0.22 um. Para la lectura del cadmio se realizaron
diluciones a las muestras y fueron leidas en el espectrémetro de adsorcion atédmica por el

método de flama.
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Se calculd la capacidad que tiene el suelo de adsorcion de cadmio con la ecuacion (9):

_ (Co=Ce)x (V) /mg
Q=" ( p ) Ec.9

Donde:

gt capacidad de adsorcién en un tiempo determinado

Co: concentracion inicial en la fase liquida del metal (mg/L)

Ce: concentracion en equilibrio en la fase liquida del metal (mg/L)
V: volumen de solucion (L)

W: masa del adsorbente usado (g)

Los resultados de ensayos se ajustaron a los modelos de adsorciéon de Freundlich y

Langmuir (Albis et al., 2017).

Modelo de isoterma de Freundlich

Ge = Kp CH" Ec. 10

Donde:

Kf: constante de isoterma de Freundlich (mg* /" L¥" g1
n: intensidad de adsorcion

Ce: concentracion de equilibrio del absorbato (mg/L)

ge: capacidad de adsorcion en equilibrio (mg/g).
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La expresion linealizada de la ecuacion de Freundlich se obtiene aplicando logaritmos a la

Ec. 10

log q, = logKf + %log C. Ec.11
Modelo de isoterma de Langmuir
_ 9maxKLCe
e = EYTAA Ec. 12

Donde:

K.: constante de isoterma de Langmuir (L/mg)

Ce: concentracion de equilibrio del absorbato (mg/L)

Omax: capacidad maxima de adsorciéon de la monocapa (mg/g)

ge: capacidad de adsorcidn en equilibrio (mg/g).

La ecuacion de Langmuir en su forma lineal se expresa de la siguiente manera:

e 1, G Ec.13

de Amax KL dmax

Cinética de adsorcion de cadmio

Para determinar la cinética de adsorcidn de cadmio se utilizaron las botellas con
concentraciones de 2, 5, 10, 15, 20, 40 y 80 ppm de Cd?* y suelo preparadas en el ensayo de
isotermas de adsorcion, de cada botella se extrajeron alicuotas de 2 mL en intervalos de tiempo

de 5, 10, 30, 60, 120, 240 min, 6, 15, 24 y 48 h, a las que se colocd 10ul de acido nitrico para
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disociar el cadmio de los sedimentos presentes en la alicuota. Se utilizé filtros de membrana de
0.45 pum y filtros de jeringa de 0.22 um para filtrar las muestras y leerlas en el EAA por método

de flama.

La cinética de adsorcion de cadmio en el suelo fue determinada usando el modelo de
pseudo segundo orden desarrollado por Ho y McKay y presentado en 1999. Este modelo de

reaccion cinética estd representado de la siguiente forma (Hameed et al., 2007):

q_t = PRTRE + q—e t Ec. 14

Donde:

ka: constante de velocidad de pseudo segundo orden, (g/mg. s)

Aplicaciéon de nanoparticulas multicomponente usando columnas de lecho fijo para la

determinacion del porcentaje de inmovilizacion de Cd

La evaluacién de los porcentajes de inmovilizacién de cadmio en suelos cacaoteros se
hizo por medio de un prototipo de columnas a nivel de laboratorio. Se empaqueté las columnas
con una base de papel filtro y posteriormente se adiciond 25 g de suelo, se saturd el suelo con
30 mL de agua destilada y se aplicaron distintos volimenes de nanoparticulas, ver Tabla 2 y
figura 11. El ensayo de columnas se realizd por triplicado para cada tratamiento y se dejaron en
reposo durante 24h para que la solucion de nanoparticulas penetre en el poro del suelo. Para los

tratamientos control se aplicd el mismo procedimiento con modificaciones, un control positivo
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al que se le adiciond 30 mL de carbonato de calcio o cal agricola al 2% (Suguru, 2015), esta
enmienda se preparé mezclando 2 g de cal agricola en 100 mL de agua destilada y un control
negativo que fue la aplicacion de agua. Se desmontd las columnas y se extrajo el suelo tratado
para secarlo en una estufa a 40 °C durante 24 h. Posteriormente, este suelo fue sometido al
proceso de extraccidn secuencial. Los extractos se analizaron por cadmio empleando el equipo

de absorcion atomica.

Los porcentajes de remocién de cadmio se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

Co—C
% Remocion = oc—f x 100 Ec. 15

o

Donde:
C.: concentracidn inicial de cadmio (mg/kg)

Cr: concentracion final del cadmio (mg/kg)

Tabla 2

Volumen de nanoparticulas aplicados a las columnas

Tipo de Nanoparticula Tratamiento Volumen (mL)
V1 28
Fe/FeS V2 14

V3 7
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Figura 11

Ensayo de columnas para la aplicacion de NPsMC en suelo contaminado con cadmio

Analisis Estadistico

Para la inmovilizacién de cadmio con nanoparticulas multicomponente en suelos
cacaoteros contaminados se realizé un disefio experimental unifactorial que se aplicé a las dos
muestras de suelo para cada una de las cinco fracciones que tiene el suelo con nueve
repeticiones:

Yijk= U+ T +Eij

Donde:

Yij es la variable aleatoria que representa la observacion j-ésima del i-ésimo tratamiento

(nivel i-ésimo del factor).

U es la media global de las poblaciones de todos los tratamientos

Ti : efecto del tratamiento i-ésimo. Es la parte de yij debida a la accién del nivel i-ésimo,

gue serd comun a todos los elementos sometidos a ese nivel del factor

i representa tres niveles (7, 14, 28 mL)

Eijn es el error experimental para la i-ésima observacion bajo el j-ésimo tratamiento
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Por tanto, este disefo factorial consté de 3 tratamientos mas 3 blancos con 9
repeticiones cada uno teniendo un total de 54 observaciones, para la muestra de suelo SO001 y

54 observaciones para la muestra S002.

Capitulo 3

Resultados y Discusion

Caracterizacion fisico-quimica del suelo

Caracterizacion fisica:

La textura se refiere a la proporcion de los componentes inorganicos del suelo como
arena, limo y arcilla. Los resultados se presentan en la Tabla 3 y en Figura 12. De acuerdo a la
granulometria de los suelos cacaoteros estudiados, se verifica que el suelo S001 esta formado
por el 20% de arena y 80% de finos (arcilla) mientras que en el suelo S002 los porcentajes de
arena vy arcilla son 14% y 86%, respectivamente. Ademas, se presenta la curva granulométrica
(Figura 13). Se observa que el suelo S001 y S002 corresponden a la clase textural arcillosa de
acuerdo al diagrama del tridngulo textural (USDA, 2000) (ver anexo A), lo que indica que
contienen mayor cantidad de arcillas en su estructura. Varas, (2016) menciona que este tipo de
suelos posee una buena aptitud agricola debido a que por su estructura y conformacién

granulométrica poseen una alta capacidad de retener agua y nutrientes en épocas de sequias.



Tabla 3

Determinacion de granulometria para suelos cacaoteros

5

2

. RETENIDO PASA %
Tamiz # -
Parcial (g) Total (g) %

S001 S002 S001 S002 S001 S002 S001 S002

Ne 4 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01% 0,0% 100% 100%

N°10 0,15 0,03 0,17 0,05 0,13% 0,0% 100% 100%
N° 40 3,63 2,79 3,80 2,84 2,82% 2,8% 97% 97%
Ne 200 23,60 10,88 27,40 13,72 20,37% 13,5% 80% 86%

Figura 12

Porcentajes de arena y finos que se encuentran en las composicion de los suelos cacaoteros.
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Figura 13

Curva granulométrica de las muestras de suelo S001 y S002
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En la Tabla 4 se indican los parametros fisicos adicionales que fueron analizados a las

muestras de suelo S001 y S002. De acuerdo a la Tabla 1 y Tabla 4, SO01 y S002 poseen una alta

porosidad y valores de densidad aparente bajos, resultados caracteristicos de suelos que poseen

esta textura (anexo B). El crecimiento radicular en estas plantaciones de cacao no se vera

afectado ya que Luters & Salazar, (2000) sefialan que a valores superiores a 1,47 g/cm3 de

densidad aparente en este tipo de suelos, se pueden producir afectaciones o inhibicidn en el

crecimiento de las raices de las plantas.



Tabla 4

Parametros fisicos de las muestras de suelo S001 y S002

Parametros S001 S002
Densidad aparente himeda 1,32 g/cm® 1,29 g/cm?
Densidad real 2,78 g/cm®* 2,75 g/cm3
Porosidad 52,51% 53,09%

Caracterizacion quimica

54

Las propiedades quimicas y fisicas del suelo se encargan de condicionar la capacidad

productiva de las plantas y de absorcidon de metales pesados, entre ellos el cadmio. En la Tabla 5

se presentan los parametros quimicos del suelo correspondientes a cada muestra analizada.

Tabla 5

Parametros quimicos de las muestras de suelo S001 y S002

Parametros S001 S002
pH 6,33 6,21
Materia Orgdnica 4,20% 6,10%
CIC 8 meq/100g suelo 9,3 meq/100g suelo
Mn (total) 355 mg/kg 340 mg/kg
Fe (total) 10853 mg/kg 11019 mg/kg
Cd (total) 2,32 mg/kg 2,17 mg/kg
Sulfatos (SO42-) 4,63 mg/L 3,98 mg/L
Bicarbonatos (HCO3) 4,33 meg/L 3,66 meq/L

La propiedad del suelo mas influyente en la biodisponibilidad y movilidad del cadmio es

el pH, Marchive et al., (2021) mencionan que esta condicion se debe a que el equilibrio de los

procesos de adsorcidn-desorcidn y precipitacidon-disolucién de muchos metales pesados son
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sensibles al pH. De acuerdo a los valores de pH obtenidos en el suelo S001 y S002, éstos se
ubican en promedio en el rango éptimo (5.1 a 7.0) para el desarrollo del cacao, rango reportado
por Arguello et al., (2019) en su investigacion. Esto no significa que el cadmio no esté
biodisponible en este tipo de suelo, por lo contrario, el metal se encuentra mas biodisponible a
pH acidos (< 7), de manera que suelos con pH acido, provocan que las raices de las plantas
aumenten la solubilidad y absorcion del metal (Kabata-Pendias & Szteke, 2015). Mientras que en
suelos con pH entre 7.5 -8.0 el cadmio se vuelve menos biodisponible debido a la fuerte unién
electrostatica que tiene con las particulas de suelo o tiende a precipitarse como carbonatos e

hidréxidos.

Arguello et al., (2019) reporta que en suelos cacaoteros de Machala se obtuvieron
valores alrededor del pH 7 a pH 7.5 e indica que éstos estan relacionados con valores de CIC
altos y materia orgdnica elevada, mientras que a pH ligeramente acido los contenidos de
materia organica y de CIC son bajos, como los obtenidos en este estudio (Tabla 5), Ruales et al.,
(2017) seiiala que esto es propio de suelos tropicales, debido a que éstos estan enriquecidos
naturalmente con minerales secundarios como arcillas, éxidos e hidréxidos metalicos, lo que
explica su bajo CICy pH ligeramente acido. Khan et al., (2017) recomienda que los contenidos de
materia organica en suelos cacaoteros se los mantenga en altos niveles, esto permitira que se
incremente los sitios de contacto y la formacién de complejos estables ayudando a disminuir la
biodisponibilidad de cadmio en el suelo. Sin embargo, la presencia de sulfatos estos suelos (ver
Tabla 5) indica que estos aniones no producen un bloqueo significativo que impida la

incorporacién del cadmio en los coloides del suelo.
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Mediante el método de extraccidn secuencial de Tessier se extrajo las concentraciones

de cadmio presentes en cada fraccidn del suelo (Tabla 6).

Tabla 6

Concentracion de Cd en cada fraccion del suelo

Concentraciones de Cd (mg/kg)

Fracciones
F2 F3 F4
F1 Unida a Unida a F5
lo # i , Total
Suelo Intercambiable Unida a Oxidos de Fe Materia Residual ota
Carbonatos ..
y Mn Organica

S001 0,77 0,64 0,13 1,31 0,03 2,88
S002 0,76 0,60 0,10 1,29 0,02 2,77

El total de Cd presente en SO001 y S002 sobrepasa el valor de 0.5 mg/kg de cadmio
permisible en el suelo segun el Texto Unificado de la Legislacién Secundaria del Ministerio del
Ambiente en el Ecuador (TULSMA, 2015). Incluso las fracciones biodisponibles que tiene el suelo
(ver figura 14, F1y F2) sobrepasan este limite. Estas fracciones solubles facilitan la movilidad del

cadmio en el suelo y al mineralizarse existe mayor disponibilidad para las plantas.
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Figura 14

Concentracion de cadmio inicial presente en S001 y S002
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La muestra de suelo SO01 arroja una cantidad total de Cd superior a S002 debido a la
presencia de un curso de agua cercano a la finca de donde se obtuvo dicha muestra, lo que
significa que el cuerpo de agua a través del tiempo pudo haber sido una fuente relevante de
cadmio, esto lo corrobora Chavez et al., (2015) que en su estudio sefalaron que niveles elevados

de Cd han sido reportados en rios cercanos al area de estudio del sur del Ecuador.

La fraccién con menor cantidad de cadmio corresponde a la fraccién unida a éxidos
debido a que existen elementos del suelo como Fe (10853-11019 mg/kg) y Mn (340-355 mg/kg)
que pueden influir en la absorcion de cadmio, Arglello et al.,(2019) en su estudio menciona que
los oxihidroxidos de Fe y Mn son fuertes adsorbentes de metales presentando una alta afinidad

para unirse al Cd y de esta manera disminuir su biodisponibilidad. La fraccion organica es la mas
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estable y mas resistente a la mineralizacién, por lo que en general puede retener los metales

pesados, especialmente el Cd, en formas no disponibles al igual que la fraccidn residual.

Ensayo de isotermas de adsorcion del cadmio en suelos

En la figura 15 se muestra la relacidn que existe entre la cantidad de cadmio adsorbido
por unidad de peso de adsorbente y la concentracién del metal en la fase liquida en equilibrio.
Los resultados experimentales se ajustan mejor a la isoterma de Langmuir para el suelo S001
(R2=0.9410) y el suelo S002 (R2=0.9998) respectivamente (Figura 16b y 16d). Mientras que el
ajuste lineal con Freundlich proporciona menores valores del coeficiente de determinacion
(R2=0,9049 y R2=0.9989) (ver figuras 16ay 16c). Segun Noppadol & Pongsakorn (2014) la
consistencia de la isoterma de Langmuir puede deberse a que las superficies de los suelos se
encuentren cubiertas con una monocapa de particulas metalicas. En la Tabla 7 se indican los

parametros obtenidos del ajuste lineal de las isotermas de adsorcién.



Figura 15

Isotermas de adsorcion para S001 y S002
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Tabla 7

Parametros obtenidos en el ajuste de isotermas de adsorcion
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Modelo Isoterma de Langmuir

Modelo Isoterma de Freundlich

Suelo  gmax(mg/g) Kil/mg) R’ n Ke(mg/g)(L/mg)*" R?
S001 1,82 0,5571  0,9410 0,73 0,8410 0,9049
S002 434,78 0,0004  0,9998 1,02 0,1755 0,9989
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Figura 16

Modelos de Isotermas de Langmuir y Freundlich para S001 y S002
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Ensayo de la cinética de adsorcion de cadmio en suelos

En la Figura 17 se muestra como el suelo adsorbe cadmio ante diferentes
concentraciones del metal vs tiempo. Se observa que a los 5 min llega a un maximo de adsorcién
gue se mantiene constante hasta las 48 h, esto ocurre en el suelo S001 (figura 17.A) y S002
(figura 17.B). Seguin He et al., (2020) esto ocurre cuando los sitios de union o los microporos en
la superficie del adsorbente (suelo) se han llenado por completo, es decir, la adsorcidn alcanza la
saturacion y la capacidad de adsorcidn ya no aumenta con el aumento de la concentracién de

adsorbato (Cd).
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Figura 17

Cantidad de cadmio adsorbido a través del tiempo de contacto con la soluciéon en A: SO01 y B:

5002
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De acuerdo a la tabla 8, la cinética de adsorcion del cadmio en las muestras de suelo se
ajusta muy bien al modelo de pseudo segundo orden, lo que puede interpretarse como que la

adsorcion ocurre por la formacidn de enlaces quimicos entre adsorbente y adsorbato.

Tabla 8

Parametros de cinética de adsorcion de pseudo segundo orden

Modelo Cinético de Pseudo- Modelo Cinético de Pseudo-segundo-
segundo-orden S001 orden S002
Co(mg/L) gqe,cal(mg/g) K(g/mg*h) R? ge,calimg/g)  Ky(g/mg*h) R

1,898 0,60 0,090 0,999 0,57 0,371 0,994
4,844 1,69 0,031 1,000 1,68 0,310 1,000
7,644 2,60 0,345 0,999 2,62 0,565 0,999
13,446 4,65 0,599 1,000 4,72 1,060 0,999
18,504 6,37 0,118 1,000 6,40 0,156 1,000
40,608 15,20 0,069 1,000 15,31 0,141 1,000
126,928 48,78 0,714 1,000 48,78 0,238 1,000

Los graficos lineales de los modelos cinéticos de pseudo segundo orden que

corresponde a SO01 y SO02 se pueden visualizar en la figura 18.



Figura 18

Cinética de pseudo segundo orden en A: SO001 y B: S002
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Biosintesis de nanoparticulas multicomponente

Para la sintesis verde de nanoparticulas multicomponente se selecciond el extracto de
flor de Jamaica (FDJ) para minimizar los problemas de contaminacién asociados con los métodos

convencionales (el uso de estabilizadores tdxicos, disolventes y tensioactivos).

La capacidad reductora de este extracto determinada por el método de Folin-Ciocalteu
fue de 3701,8 mg AG/ 100 g Flor de Jamaica (ver Anexo Cy D), sin embargo los niveles de
fenoles totales determinados de esta manera no son medidas absolutas de las cantidades de
materiales fendlicos, sino que de hecho se basan en su capacidad de reduccién quimica en
relacién con una capacidad de reduccién equivalente del acido galico (McDonald et al., 2001).
Debido a esto, Mystrioti et al., (2014) en su estudio de biosintesis de nanoparticulas de hierro
cero-valente manifiestan que el uso de extractos vegetales no es suficiente para una completa
reduccion de Fe*® a Fe®, probablemente porque el poder reductor de los extractos vegetales
depende de un tipo especifico de polifenol y no esta directamente relacionado con el método de

Folin- Ciocalteau.

La presencia de compuestos fendlicos en el extracto de FDJ con pH original de 1.4 fue
monitoreado a través del espectro UV-vis, en el que se observa un pico de absorbancia a 520 nm

(figura 19).
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Figura 19

Espectro UV-vis de los polifenoles en la flor de Jamaica
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Segun Alshehri & Malik, (2017) los principales compuestos de Hibiscus sabdariffa que
intervienen en el proceso de sintesis son la delfinidina 3-sambubidsido y delfinidina 3- glucdsido
qgue reportan un maximo de absorbancia a 524 nmy 516 nm respectivamente, que en conjunto
se observa un maximo de absorcién a 520nm (Achir et al., 2018), por lo que el pico observado

en el extracto vegetal estudiado puede corresponder a estas antocianinas.

Estos compuestos fendlicos presentan sus grupos hidroxilo (OH) en las posiciones meta
(ver figura 20) y seguin Gade et al., (2011) los compuestos que intervienen en el proceso de
reduccion son fenoles que tienen grupos hidroxilos en las posiciones para y meta, por efectos de

resonancia.
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Figura 20

Estructuras quimicas de las principales antocianinas que componen el extracto de Hibiscus

sabdariffa
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Por el limitado poder reductivo del extracto de FDJ, |la preparacién de las nanoparticulas
multicomponente de Fe/FeS se decidi6 realizar por un método tipico de co-sulfuracién
propuesto por Kim et al., (2011) con modificaciones, Se observé que aparecen particulas negras
y magnéticas inmediatamente después de agregar una soluciéon de NaBH4 + Na,S;0sen la

solucidn precursora de Fe3* conteniendo el extracto de flor de Jamaica (ver figura 21 y Anexo E).
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Segln Xu et al., (2021) este cambio de coloracién indica que la nucleacién de Fe/FeS ocurre al

comienzo del proceso de sintesis.

Su et al., (2015) presenta una serie de reacciones que corresponden al mecanismo de
sintesis de nanoparticulas multicomponente de Fe/FeS. En la fase de sintesis inicial ocurre un
aumento del pH de la solucidn de FeCls por la adicién de la mezcla de NaBH, y Na,S,04. Fe3* solo
se reduce a Fe?* (Ec. 16) pero se da una rapida descomposicién de Na,S,04 que produce S° (Ec.
18). En la siguiente fase, debido a que el pH aumenta de ~4 a ~ 8, se genera abundante
cantidad de Fe® (Ec.17) incorporandose asi el SO a las nanoparticulas de Fe®. De tal manera, que
a medida que el Na,S,0, se introduce en la solucién, se va a generar una gran cantidad de H,S
(Ec. 20) y posteriormente se produce la formacion de sulfuro ferroso (FeS), sulfuro férrico (Fe,Ss)

(Ec. 21).

4Fe®* + BHs + 3H.0— 4Fe?*+ HoBOs + 2H2 + 4H* Ec. 16
2Fe?* + BH4 + 3H20 — 2Fe® + HoBO3™ + 2H2 + 4H* Ec. 17

25,04 % + 4H* -3 SO, + S° + 3H0 Ec. 18
25204 % + H20 — S$203 2 + 2HSO3* Ec. 19
$204 % + $,03 7+ 2H,0 + H*— 3HSO3% +H,S Ec. 20

Fe2* / Fe3*+ S — FeS / Fe,S;3 Ec. 21
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Figura 21

Proceso de sintesis de NPsMC
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Caracterizacion de las nanoparticulas multicomponente

Se observa en la figura 22a el didmetro hidrodindmico de los aglomerados de NpsMC
obtenidos con la dispersidn dindmica de la luz (DLS) a distintos pH, a.1)pH 9, a.2)pH12, Desalegn
et al.,, (2019) senala que a condiciones de pH mas bajas se obtienen tamafios mas pequefos y
uniformes de nanoparticulas, por lo que el tamafo medio de particula seleccionado para
utilizarlo en el proceso de inmovilizacién de cadmio en el presente estudio fue el obtenido a pH
9de 17.17nm + 5.14nm (figura 22 a.1), mientras que el didmetro promedio obtenido por TEM

(figura 22b) fue de 15.34nm + 3.52.



70

Figura 22

Histogramas del didmetro de NpsMC, obtenidos por: a)DLS;a.1 pH 9; a.2 pH 12, b)TEM
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El tamafio superior obtenido por la técnica de DLS puede atribuirse a una mayor
aglomeracidn de particulas de Fe/FeS en soluciones de mayor fuerza idnica, Cumbal et al.,
(2015) reporta que las nanoparticulas multicomponente se agregan creando estructuras en
forma de cadena, ademas es probable que la sulfuracién puede aumentar el tamafio del

aglomerado de particulas frescas debido a la formacién de puentes de FeS durante la sintesis de



particulas (ver figura 23a) y a su vez mejora la estabilidad de los aglomerados de particulas a

largo plazo (Brumovsky et al., 2020).

Figura 23

Imdgenes TEM de nanoparticulas multicomponente

15nm
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La morfologia de las particulas de Fe/FeS se estudié utilizando TEM, se observa que
tienen un nucleo negro de forma esférica con una capa gris clara alrededor del ntcleo que indica
qgue la nanoparticula esta recubierta por una capa de FeS de espesor promedio de 5.76 £ 1.979
nm (figura 23b y 23c), este resultado fue similar al obtenido por Brumovsky et al., (2020) en
nanoparticulas de hierro cero-valente con cubierta de FeS que oscilé entre 6,1y 9,7 nm. Este
tipo de morfologias aparentemente son resistente a la oxidacién quimica pero propensas a

dafios mecdnicos (Rajajayavel & Ghoshal, 2015).

Aplicando el andlisis SEM-EDS, en la figura 24 se observa el andlisis elemental de la
muestra registrandose los siguientes valores: Fe (61.50%), S (2.48%), C (5.91%), O (30.11%) de
masa normalizada lo que indica que, si existe la presencia de azufre tras la sulfuracion, sin
embargo, se evidencid la presencia de oxigeno y carbono indicando la formacion de una ligeray
fina capa orgdnica en la superficie procedente de los polifenoles del extracto (Machado et al.,
2015). Semejantes resultados obtuvo Desalegn et al., (2019) donde menciona que la presencia
de oxigeno y carbono podria posiblemente ser por elementos de las proteinas o compuestos
organicos presentes en los extractos vegetales en el proceso de sintesis. Ademas, con el
mapping realizado con SEM se confirma la presencia de estos tres, en la figura 25 se observa
claramente la presencia de Fe (en rojo), azufre (verde) y una distribucion uniforme de O (en

azul).



Figura 24

Composicion quimica de las NPsMC (Fe/FeS) determinada por EDS
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Figura 25

SEM-mapping elemental de Fe, Sy O de NPsMC

Los datos de XRD obtenidos con las NPsMC de Fe/FeS mostraron picos para hierro

elemental (a-Fe®) a 44.69 ° (2 6), ademas se evidencia un pico a 35.44° que se asigna a los
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planos cristalograficos (110) (JCPDS N2 33-0664) que corresponden a las nanoparticulas de
oxidos de hierro (ver figura 26). Sin embargo, los compuestos que contienen azufre, como FeS,
no se pudieron ver en el espectro debido a su baja concentracién o bajo grado de cristalinidad
(Abril et al., 2018; Q. Zhang et al., 2016), que al encontrarse bajo los limites de deteccion del

equipo este no emite ninguna seiial.

Figura 26

Espectro XRD de nanoparticulas multicomponente
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Reactividad de nanoparticulas de Fe /FeS

Para determinar la dosis de extracto éptima a utilizar en la sintesis de nanoparticulas de
Fe/FeS, se realizaron pruebas de reactividad en agua sintética con diferentes dosis de extracto.
Se presenta en la figura 27, los porcentajes de remocidn obtenidos a diferentes dosis de

nanoparticulas, siendo los porcentajes de remocién mas altos con valores >99% 0,5, 1,y 1,5mL
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de extracto, es por ello que de estos se escogid utilizar 0,5 mL por cada 10 mL de cloruro férrico
de acuerdo a Abril et al., (2018), autor que menciona que la dosis de extracto vegetal empleada
debe ser minima, debido que a medida que se aumenta el volumen de materia orgdnica en
biosintesis, la reactividad de las nanoparticulas disminuye, lo que concuerda con lo obtenido en

este estudio.

Figura 27

Remocion de cadmio en agua sintética con diferentes dosis de extracto de FDJ
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Wang et al., (2014) encontré que ciertos polifenoles de la solucién de extracto de
eucalipto se unian como agente estabilizador a las superficies de nanoparticulas de hierro cero-
valente preparadas por sintesis verde y determiné que esto puede dificultar o retrasar la
reaccién entre el Fe®y el contaminante circundante. Esto sucedié con nuestras NPsMC
preparadas por sintesis verde, pues el extracto de FDJ actué como estabilizante evitando la
pronta oxidacién de las mismas evidencidndose una lenta reactividad a través del tiempo con

una remocion del 84.24% de Cd que es alcanzada a los 240 min de estar en contacto (ver figura



28), comparado con las NPsMC realizadas Unicamente por sintesis quimica que presenta

Torres,(2019) en su investigacion en las que estas remueve 77,50% de Cd?* en 60 min, estas

nano particulas pueden reaccionar mas rdpido al contaminante debido a que no presentan

material organico adherido a su estructura.

Figura 28

Prueba de reactividad de las NPsMC en agua sintética de Cd**
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Estudios consideran que las nanoparticulas de Fe/FeS son mejores que las de hierro

cero-valente para la remediacidon de aguas subterrdneas. Ya que se ha demostrado que la

sulfuracién de Fe® a través de la reaccidn con una especie S reducida puede inhibir

significativamente la reaccion secundaria con H,0 al tiempo que proporciona una mayor

reactividad y selectividad hacia los contaminantes objetivo, como el Cd?* (aq), y Cr.0;% (aq) en
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matrices de aguas subterraneas reales y simuladas (Cao et al., 2017; Qin et al., 2018; Tang et al.,

2016; Xu et al., 2021).

Aplicacion de Nps Fe/FeS en suelos cacaoteros mediante ensayos de columna de lecho fijo

Se estudid la inmovilizacién de cadmio en los suelos SO01 y S002 mediante ensayos en
columnas de lecho fijo, los resultados de la extraccion secuencial de cadmio desde el suelo, en la
muestra S001 con la aplicacidon de 14 mL de NPsMC indican que el cadmio disminuyé en la
fracciéon intercambiable y carbonatada de 26,7% (sin tratar) a 5,2% y de 22,2% a 4,2%
respectivamente (figura 29). De igual manera, con el suelo S002 dopado con 14 mL de NPsMC,
se disminuy6 el cadmio de 27,4% a 5,1% en la fraccidn intercambiable y de 21,7% a 4,3% la
fraccién carbonatada. Se verificé que en ambos suelos el cadmio aumentd en la fraccién ligada a
materia organica, lo que significa que se redujo significativamente la movilidad y disponibilidad
de Cd en los suelos (figura 29 y 30). Segun Gil-Diaz et al., (2016) a dosis bajas de nanoparticulas
no se modifica representativamente el fraccionamiento de cadmio y en el presente estudio a
dosis de 28 mLy 7 mL de NPsMC aplicadas se obtuvo un fraccionamiento menor al obtenido con
14 mL (ver anexo F), por lo que concuerda con lo reportado por Guo et al., (2021) en el que
menciona que con la adicion de nanoparticulas de Fe/FeS, el Cd unido a la fraccién
intercambiable que es la mds inestable y altamente biodisponible (G. Liu et al., 2013) se

transformd en formas menos disponibles en varios grados, dependiendo de la dosis de NPsMC.

De igual manera, en este estudio se realizd un ensayo de inmovilizacidon de cadmio
utilizando enmiendas minerales como el carbonato de calcio (CaCO3) al 2%, como competidor

directo de las NPsMC, ya que la adicidén del mineral es considerada, la técnica mas antigua para
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disminuir la movilidad de metales del suelo (Carrillo et al., 2021). Como puede verse en la figura
29 y figura 30, la adicion de CaCO3 al 2% resulté en una disminucién parcial del Cd en la fraccién
intercambiable para S001 de 26,7% (sin tratar) a 21,5% y para S002 de 27,4% (sin tratar) a 22%.
Ademas, la proporcién de Cd en la fraccién residual en el suelo aumenté de 1% a 9,4% y de 0,7%
a7,2% en S001 y SO02 respectivamente. Estos resultados indican que el Cd del suelo ha
cambiado de la forma de Cd disponible a la forma de Cd mas estable (G. Huang et al., 2016).
Carrillo et al., (2021) menciona que la inmovilizacién de cadmio se da debido a que CaCO3
aumenta el pH de los suelos acidos, provoca la precipitacidon de cadmio en forma de CdCO3 y
reduce su capacidad de absorcidn para las plantas de cacao. Sin embargo, los porcentajes de
inmovilizacién obtenidos en este ensayo son menores a los obtenidos mediante la aplicacidn de

NPsMC.

Figura 29

Inmovilizacion de cadmio en S001 con 14 mL de NPsMCy CaCO32%
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Figura 30

Inmovilizacion de cadmio en S002 con 14 mL de NPsMCy CaCO52%
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De esta manera, los resultados obtenidos por la aplicacién de NPsMC indican que el Cd
en el suelo, se adsorbe principalmente en la fraccién ligada a materia orgdnica y sulfuros; por lo
que, la presencia de minerales sulfurados o sulfatados pueden ayudar en el desplazamiento del
Fe en FeS por parte de los cationes metadlicos, en este caso el cadmio (Liang et al., 2021). De esta
manera, se puede concluir que la inmovilizacién de Cd por NPs de Fe/FeS en el presente estudio
se da a través de la co-precipitacién quimica para formar CdS mencionada por Liang et al.,

(2020) (figura 31).
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Figura 31

Mecanismo de inmovilizacion de Cd por NPs Fe/FeS
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Por otra parte, Guo et al., (2021) menciona que durante el periodo de remediacion, se
produce la oxidacidn de las nanoparticulas de Fe/FeS, de manera que los éxidos de hierro
obtenidos en este proceso podrian adsorber Cd (D. Huang et al., 2018) y convertirse en otro
factor que promueva la inmovilizacién de Cd. Sin embargo, la sorcién por éxidos no se considera

estable (D. Huang et al., 2018; Y. Liu et al., 2020).

Con ANOVA se determind si existen diferencias significativas entre los volimenes de
NPs Fe/FeS aplicados a SO01 y S002 en la inmovilizacion de Cd contenido en el suelo en las cinco
fracciones: intercambiable (fraccion 1), ligada a carbonatos (fraccidn 2), ligada a 6xidos de hierro
y manganeso (fraccion 3), ligada a materia organica y sulfuros (fraccion 4) y residual (fraccién 5).
Este analisis de varianza de acuerdo a la prueba de Tukey se muestra en la Tabla 9a y figura 32a
para la fraccion 1 del suelo S001 y en la Tabla 9b y figura 32b para el suelo S002, en ellos se

muestra un p-valor de <0.0001, menor al nivel de significancia a=0.05, rechazando asi la
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hipdtesis nula Ho: que la media de todos los tratamientos son iguales e indica que la efectividad

de la inmovilizacién de cadmio en esta fraccion depende del volumen de nanoparticulas

aplicado. En el anexo G se muestran los resultados para cada fraccién del suelo.

Tabla 8

Andlisis de varianza de la efectividad de los tratamientos en inmovilizacion de Cd en la Fraccion 1

a) S001
Andlisis de la varianza
FLSES Variable N R® R® BRj CW

FRACCION 1 [Cd2+] (mg/kg) 5¢ 1,00 1,00 1,76

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. sC gl cHM F p-valor

Modelo 2,97 5 0,59 6918,77 <0,0001
TRATAMIENTC 2,97 5 0,59 6918,77 <0,0001
Error 4,1E-03 48 8, 6E-05

Total 2,98 53

Test:Tukey Alfa—0,05 DMS—0,01297
Error: 0,0001 gl: 48

TRATAMIENTO Medias n E.E.
V2= 14 mL 0,15 9 3,1E-03 A
V3=T7 mL 0,28 9 3,1E-03 B
Vi= 28 mL 0,56 9 3,1E-03 C
CaC03 2% 0,62 9 3,1E-03 o
Digestidén inicial 0,77 9 3,1E-03 E
Agua 0,77 9 3,1E-03 E

b) S002

Analisis de la varianza

FALSES Variable oj R* R* B3 C¥V
FRACCION 1 [Cd2+] (mg/kg) 54 1,00 1,00 2,17

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl cM F p-valor

Modelo 2,95 5 0,52 4733,76 <0,0001
TRATAMIENTO 2,95 5 0,58 4733,76 <0,0001
Error 0,01 48 1,2E-04

Total 2,95 53

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01561
Error: 00,0001 gl: 48

TRATAMIENTO Medias n E.E.
V2= 14 mL 0,14 9 3,7E-03 A
W3=7 mL 0,27 8 3,7E-03 B
V1= 28 mL 0,55 9§ 3,7E-03 os
CaCC3 2% 0,61 8§ 3,7E-03
Lgua 0,76 9% 3,7E-03 E
Digestidn inicial 0,76 8 3,T7E-03 E

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0,(Mediss con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0

Figura 32

Prueba Tukey para inmovilizacion de Cd en la fraccién 1 (intercambiable)

a)s001

FRAGCION 1

[Cd2+] (mgkg)

V2=14mL V3=TmL Vi=28 mL
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E E
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0,29 0,28
A I
01 .

CaC03 2% Digestion inicial
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b)S002

FRACCION 1

[Cd2+] (mg/kg)

E E
D
c
B
3 I I I
-

o1

Vi=14 mL

V3=F mL Vi=28 mL CaCO03 2% Agua

TRATAMIENTO

Digestin inicial
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Capitulo 4

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Las caracteristicas de los suelos cacaoteros de las fincas de Flavio Alfaro fueron suelos
de textura fina con la presencia de particulas de arcilla, esta estructura facilita la retencidn de
humedad y de nutrientes. El pH del suelo para S001 (6,33) y S002 (6,21) indica que el cadmio se
intercambia facilmente; por lo tanto, se encuentra disponible para las plantas. Ademas, a estos
valores de pH el cadmio no tiende a ser adsorbido por los bicarbonatos presentes en el suelo, ya
gue la concentracién de los bicarbonatos no es alta. Los niveles de CIC y materia organica son

bajos propios de suelos que presenta este tipo de pH y de estructura arcillosa.

Se determind la cantidad total de Cd presente en estos suelos, 2.88 mg/kg Cd para S001
y 2.77 mg/kg Cd para S002, sobrepasa el limite maximo permitido de cadmio en suelos de
acuerdo al Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente en el
Ecuador. En particular, el contenido de Cd en la fraccidn intercambiable S001 (0,77 mg/kg) y
S002 (0,76 mg/kg) y en la carbonatada S001 (0,64 mg/kg), S002 (0,60 mg/kg) facilita su

movilidad y biodisponibilidad en el suelo.

El cadmio soluble fue retirado de la solucidn de suelo por el contacto con la fase
solida luego de 5 min, lo que indica que lo suelos de estas fincas cacaoteras adsorben

rapidamente el metal pesado. La ecuacién descrita por el modelo de Langmuir presenta un
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mejor ajuste de los datos de adsorcidon de Cd en ambos suelos, esto indica que la adsorcion se

produce en una sola capa.

La capacidad reductora del extracto de Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) fue de
3701,8 mg AG/ 100 g; sin embargo, no fue suficiente para lograr la reduccion completa de Fe3*a
Fe® por lo que se experimentd con una sintesis de co-reduccidn, empleando dos agentes
reductores: extracto organico y NaBH4. Ademas, el extracto sirvié de agente estabilizante en la

sintesis de las nanoparticulas de la presente investigacion.

Se obtuvieron nanoparticulas multicomponente de Fe/FeS con un didmetro promedio
de 15.34nm * 3.52nm obtenido con TEM, siendo un tamafio menor a 100nm adecuado para la
aplicacion de remediacion de suelos in situ. La capa de FeS tuvo un espesor de 5.76 £ 1.979 nm.
El analisis elemental SEM-EDS mostré la presencia de Fe (61.50%), S (2.48%), C (5.91%), O
(30.11%) de masa normalizada en la estructura de las nanoparticulas, lo que indica que si existe
la presencia de azufre tras la sulfuracion. Ademas, debido al extracto en el EDS se observa la
presencia de carbono y oxigeno, que puede ser el resultado de la presencia de una fina capa de
materia orgdnica. Los espectros obtenidos por XRD confirman la presencia de hierro elemental
(a-Fe®) por el pico a 44.69 ° (26). Ademas, por el pico a 35.44° que se asigna al plano
cristalografico (110) que corresponden al 6xido de hierro. Sin embargo, los compuestos que
contienen azufre, como FeS, no fueron detectables por el equipo, debido a su baja

concentracién o bajo grado de cristalinidad.
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Los ensayos de reactividad revelan que las nanoparticulas multicomponente de Fe/FeS
sintetizadas con extracto vegetal y borohidruro de sodio poseen una reactividad media en agua
sintética, ya que requieren 15 min de contacto con la solucidn contaminada con Cd para

capturarlo y alcanzan el estado estacionario a los 240 min.

Se comprueba que existe inmovilizacién del Cd disponible al aplicarse las nanoparticulas
de Fe/FeS en la matriz suelo. Los resultados de los ensayos indican que el metal pesado decrece
el 80.52% y el 81,38% en la fraccion intercambiable en el suelo S001 y en el suelo S002,
respectivamente, al aplicarse un volumen de 14 mL de nanoparticulas. Los experimentos
también indican que la cantidad de Cd inmovilizado se trasladé a la fraccidn 4 del suelo, en la
qgue el metal pesado no se encuentra biodisponible y por lo tanto no representa un peligro de

absorcion por parte de las plantas de cacao.

Recomendaciones

Estandarizar los protocolos para la caracterizacién de suelos y extractos, con el fin de
gue el investigador tenga protocolos ya establecidos y se pueda enfocar en los mecanismos de

sintesis de las nanoparticulas.

Aislar y estudiar la fraccién del polifenol que interviene en el proceso de reduccién
durante la sintesis de nanoparticulas multicomponente con el fin de reducir ain mas la cantidad

de borohidruro utilizado en la preparacién.
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En fase acuosa la remocién de Cd mediante la aplicacién de las nanoparticulas de hierro
cero valente sulfurado (Fe/FeS) ha sido altamente efectiva, sin embargo hasta donde se sabe
solamente existe una publicacion en la que se tiene como objetivo evaluar la accesibilidad y
explorar el mecanismo de inmovilizacién de Cd en suelos por particulas de hierro cero-valente
sulfuradas por lo que seria importante investigar mas a fondo cuales son los procesos de
oxidacion de Fe/FeS y su mecanismo de interaccién con el Cd durante los procesos de

remediacion.
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