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RESUMEN

Los metales pesados como el cadmio (Cd), plomo (Pb), niquel (Ni) y arsénico (As)
son peligrosos hacia el medio ambiente y la salud humana; investigaciones recientes
han llegado a la conclusion de los riesgos a la salud por la ingesta de alimentos
contaminados. Este estudio utiliza un enfoque general para determinar las
concentraciones de Cd, Pb, Ni y As en el suelo de cultivo, y en granos de cacao
pertenecientes a plantacion cacaotera del Canton Montalvo, provincia Los Rios. Tiene
como objetivo determinar si las concentraciones de metales sobrepasan los limites
maximos permisibles (LMP) de la norma ambiental y de legislaciones internacionales
hacia el cacao y sus derivados. Como resultados, el As'y Cd presentes en el suelo de
cultivo superaron los LMP de 19 y 0.5 miligramo por kilogramo respectivamente; con
concentraciones medias de 13.80 miligramos por kilogramo de As y 0.69 miligramos
por kilogramo de Cd. Mientras que el As, Ni y Cd presentes en granos de cacao
superaron los LMP de 0.5, 1y de 0.1 a 0.8 miligramos por kilogramo respectivamente;
con concentraciones medias de 3.67 miligramos por kilogramo de As, 3.21 miligramos
por kilogramo de Ni y 1.48 miligramos por kilogramo de Cd. Por lo que es necesario
desarrollar técnicas de remediacion exitosas en el suelo de cultivo mientras que en
granos de cacao estos metales deben ser precautelados por autoridades de salud publica

en el consumo de productos derivados del cacao.

Palabras Claves: gestion ambiental, gestion de residuos, cadmio, plomo, niquel,

arsénico, suelo de cultivo, grano de cacao, metales pesados.
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ABSTRACT

Heavy metals such as cadmium (Cd), lead (Pb), nickel (Ni), and arsenic (As) are
dangerous to the environment and human health. Recent research has concluded that
they are related to health risks caused by the ingestion of contaminated food. This
study uses a general approach to determine the concentrations of Cd, Pb, Ni, and As
in the cultivated soil and in cocoa beans, which grow in a cocoa plantation in Montalvo
- Los Rios. The main purpose of this study is to determine if the concentrations of
heavy metal exceed the maximum permissible limits (MPL) established by
environmental standards and international legislation for cocoa and its derivatives. As
a result, As and Cd present in the cultivated soil exceeded the MPL of 19 and 0.5
milligrams per kilogram respectively, with mean concentrations of 13.80 milligrams
per kilogram of As and 0.69 milligrams per kilogram of Cd. As, Ni and Cd present in
cocoa beans exceeded the MPL of 0.5, 1 and 0.1 to 0.8 milligrams per kilogram
respectively, with mean concentrations of 3.67 milligrams per kilogram of As, 3.21
milligrams per kilogram of Ni and 1.48 milligrams per kilogram of Cd. Overall, it is
necessary to develop successful remediation techniques in the cultivated soil,
meanwhile, in cocoa beans, these metals should be considered by public health
authorities in the intake of products derived from cocoa.

Keywords: environmental management, waste management, cadmium, lead, nickel,

arsenic, crop soil, cocoa bean, heavy metals.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes Investigativos

1.1.1. Cacao (Theobroma cacao L.)

El cacao es un arbol perteneciente a la familia Sterculiaceae, nativo de las regiones
hamedas tropicales de América central y de la selva Amazénica de América del Sur
(Jaimez et al., 2022). EI mismo llega a medir aproximadamente de 4 a 8 m de alto,
con ramas en verticilos, brotaciones verticales, hojas grandes de 12 a 60 cm de largo
y con un fruto caracteristico de color amarillo a rojo, denominado “vaina de cacao” el
cual produce aproximadamente 35-50 semillas de color marron rodeadas de un

mucilago blanco dulce (Gardea et al., 2017).

Las semillas de cacao son la principal materia prima de interés para la industria de la
chocolateria, un placer apreciado en todo el mundo. De igual manera, a partir de las
semillas fermentadas y secas se producen diferentes productos de interés como el licor
de cacao, manteca de cacao, polvo de cacao, entre otros (Caligiani et al., 2016).
Ademas, en los Ultimos afios también se utilizan en la industria cosmética o
farmaceéutica, con un interés creciente en los ultimos afios como fuente de compuestos
bioactivos, en especial polifenoles (Indiarto et al., 2021). El cultivo de cacao esta
relacionado con condiciones edafocliméticas adecuadas principalmente en la region
trépica a 20° Norte y 20° Sur de la linea ecuatorial, con una temperatura entre los 22
y 32 °C, altitud menor al 1000 msnm, un suministro hidrico entre 1200 y 2500
mm/anuales y una humedad relativa del 80 %. El tipo de suelo para el cultivo idoneo
son francos limosos y francos arenosos a un pH en el rango de 6.0 a 7.5 (Rodriguez-
Velazquez et al., 2022).



1.1.2. Produccién de cacao en Ecuador

Histéricamente el pais ha sido un productor y exportador de cacao desde sus
comienzos a mediados del siglo XXI, acaparando el 6,8% del total de las exportaciones
globales en el afio 2019, ubicandose en el tercer lugar de productores a nivel mundial
después de paises africanos. En consecuencia, este forma parte importante de la
economia ecuatoriana gracias a los ingresos en divisas y aporte al PIB nacional que
beneficia a mas de 400.000 familias (Arosemena, 2021). Ecuador por sus condiciones
edafoclimaticas es un excelente productor de cacao. Cubre actualmente el 63 % de la
produccion mundial de cacao fino de aroma (Abad et al., 2020). El cacao se cultiva
en las regiones del Litoral y la Amazonia, ocupando alrededor de 601.000 hectareas.
Las principales provincias productoras y extensas de cultivo en el pais son: Los Rios,
Guayas, Manabi, Esmeraldas, El Oroy provincias de la regibn Amazénica como Napo
y Orellana. Especialmente en el pais se cultivan dos variedades de cacao: CCN-51y

Nacional fino de aroma conocido como “Arriba” (Guerrero, 2019).

El cacao ecuatoriano desde el 2021 tiene como principal destino a los paises de Estados
Unidos, Paises Bajos, México, Indonesia, Alemania, China, Bélgica, Japon y Malasia
(Garcia-Briones et al., 2021). En el afio 2021, las exportaciones de cacao y productos
semielaborados llegaron a USD 940 millones. Por otro lado, en el primer trimestre del
2022, se exportaron alrededor de 83.81 - 74.12 toneladas en grano y 93.68 toneladas
de productos semielaborados, generando USD 211.7 millones; previendo incrementar

un 4% del volumen de exportaciones de cacao (Arosemena, 2021).

1.1.3. Produccion de cacao en el cantdon Montalvo, Los Rios

La produccion del cacao en la costa del Ecuador, particularmente la Provincia de Los
Rios, es la que mas aporta con 81.578 toneladas de cacao a nivel nacional. En la
provincia mas de un 85 % de su superficie es destinada a cultivos permanentes de
cacao. El cantén Montalvo cuenta con 18.000 ha en fincas con cultivos de cacao de la
variedad mayoritaria CCN-51 (Jimenez et al., 2018). La produccion se encuentra a

nivel familiar y campesina, posteriormente llegan a contactar con comerciantes
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intermediarios que llevan el producto a empresas exportadoras de cacao (Paredes,
2022). Para ello, campesinos y agricultores intentan mantener buenas préacticas
agricolas (BPA). Sin embargo, existe un uso indiscriminado de insecticidas y diversos
productos quimicos en contra de las enfermedades de moniliasis (Moniliophthora
roreri), mazorca negra (Phytophthora palmivora) y escoba de bruja (Crinipellis
perniciosa), conllevando a la pérdida de calidad del cacao en las plantaciones
(Velasquéz, 2020).

1.1.4. Contaminacion de metales pesados en agricultura

Debido al enorme desarrollo industrial, el medio ambiente esté siendo afectado cada
vez mas por contaminantes, los cuales pueden llegar a originarse a partir de fuentes
antropoldgicas, asi como de naturales. Por lo general, estas sustancias incluyen metales
pesados, los mismos provocan riesgos y peligros al agua, aire y suelo (Ali et al., 2019).
Naturalmente, los metales pesados son metales con un alto peso atdbmico y una
densidad superior a 5 g/cm? (Zhang et al., 2019). En bajas concentraciones, ciertos
metales pesados, como hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso (Mn), son
esenciales para la salud humana y crecimiento en plantas (Okereafor et al.,
2020). Otros en cambio no cumplen ninguna funcién biologica como el arsénico (As),
cadmio (Cd), plomo (Pb), talio (TI), vanadio (V) y mercurio (Hg) que entrar en

contacto con el cuerpo humano y plantas, se convierten en agentes toxicos.

Los metales pesados surgen principalmente en el sector agricola por medio del uso de
fertilizantes, pesticidas, estiércol de ganado y aguas residuales. Recientemente, el
riesgo de contaminacion por metales pesados ha aumentado rapidamente y ha creado
preocupacion, al acumularse en el suelo y en las plantas (Alengebawy et al., 2021).
Por lo cual, el problema de la contaminacion por metales pesados se ha vuelto urgente

y necesita soluciones précticas y radicales para reducir sus peligros.



1.1.5. Fuentes de metales pesados

Las rocas igneas y sedimentarias son fuente principal de metales pesados de origen

natural. Entre ellas se consideran el basalto, el granito, lulitas y areniscas. Ademas, la

formacion del suelo también se considera como una de las principales razones de la

acumulacion de metales pesados (Ali et al., 2019). La agricultura, la mineria y el

problema de las aguas residuales se consideran como fuentes antropogénicas debido a

que estas fuentes elevan la concentracion de metales pesados contaminan el

ecosistema, por ejemplo, la fundicion en metalurgia da la liberacion de Cu, Zny As;

insecticidas que contribuyen a la liberacion de As y la liberacion de gases del tubo

escape de los automdviles que liberan Pb (Okereafor et al., 2020).

Tabla 1.

Fuentes antropogénicas de metales pesados en suelos agricolas.

Fuentes

Influencia en los metales pesados del suelo

Referencias

Fertilizantes

Aguas
Residuales

Pesticidas

Los mismos son fuentes de metales pesados en el
suelo, debido que su sintesis se basa en el fésforo. Se
ha demostrado que los fertilizantes de fdsforo
producen rocas de fosfato, que desempefian un papel
importante en la inmovilizacion de metales por

precipitacion, como fosfatos metalicos en el suelo.

La presencia de metales pesados en las aguas
residuales va en aumento con el crecimiento de la
industria de las baterias, industria minera, procesos
de enjuague de metales, industria del curtido,

industria textil, petroquimica, entre otras.

Sustancias tdxicas o una mezcla de sustancias que se
sintetizan de quimica con altos contenidos de As, Co,

Cr, Ni y Pb superiores a los admisibles en el agua.

(Vanderschuer
en et al., 2021)

(Vanisree et
al., 2022).

(Alengebawy
et al., 2021).




Fuentes Influencia en los metales pesados del suelo Referencias

Estos son ampliamente utilizados para controlar
(Okereafor et

malezas dafiinas (herbicidas), hongos (fungicidas),
al., 2020)

bacterias (bactericidas) e infestaciones de insectos

(insecticidas).

1.1.6. Absorcion de metales pesados por las plantas

Los metales entran en las plantas desde el suelo a través de la raiz. En general, la
mayoria de los metales pesados son poco solubles y estan disponibles para la absorcion
por parte de las plantas. A pesar de la alta concentracion de metales pesados en el
suelo, solo una pequefia fraccion de estos metales es fitodisponible (Ali et al., 2019).
Por otro lado, la absorcion de metales se da por varios procesos, como se demuestra

en la Figura 1.

Figuras 1.

Absorcion de metales pesados en plantas de cacao.

Después de desorcion del metal de las particulas del suelo la fraccion se absorbe en la
superficie de la raiz, después el metal biodisponible se desplaza a través de la
membrana celular hacia las células de la raiz. La fraccion del metal absorbido en las
raices se inmoviliza en la vacuola, luego atraviesa las membranas celulares hacia el

tejido vascular de la raiz motivado por la transpiracion, por medio del xilema.
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Finalmente, el metal se dirige a los tejidos aéreos, acumulandose en distintos érganos
(Jan & Parray, 2016).

1.1.7. Metales pesados que afectan a los cultivos de cacao

1.1.7.1. Cadmio

El Cd se encuentra en el medio ambiente en pequefias cantidades y se mueve
facilmente en el suelo porgue es soluble en agua, es considerado el mas toxico para las
plantas debido a que provoca cambios fisioldgicos, quimicos y estructurales. Una
ligera acidez y la presencia de zinc o fosfatos suelen mejorar la absorcién de este

elemento por parte de la planta (Oumenskou et al., 2018).

Tabla 2.

Forma toxica de Cd y sus efectos toxicos en el suelo y las plantas.

Metal Forma Efectos toxicos ]
_ Referencia
pesado  toxica Suelo Planta
Translocacion de
Eliminacion  de nutrientes y agua.
microbiota. Aumento del dafio
Absorcién de oxidativo. (Zulfigar et
Cd Cd?*  materia organica.  Interrupcion del al., 2022).

Cambio en las metabolismo.

propiedades Inhibicion de la
fisicoquimicas. morfologia y
fisiologia.
1.1.7.2. Plomo

Pb es un metal pesado altamente nocivo y no desintegrativo que constituye el 0.002%
de la corteza terrestre. Se produce en forma gaseosa o liquida, sus vapores de se

mezclan con el agua de lluvia y se dirigen al suelo. (Borgulat et al., 2021).
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Tabla 3.

Forma toxica de Pb y sus efectos toxicos en el suelo y las plantas.

Metal Forma Efectos toxicos ]
) Referencia
pesado  toxica Suelo Planta
o Estrés oxidativo dafia
Acidificacion
el ADN.
del pH. o
. Disminucion del
Afectacion en la ) _ (Lanetal.,
Pb Pb%* y contenido de clorofila.
absorcion. 2020).
. Retraso en el
Reduccion  de o
- crecimiento del
fertilidad. )
follaje.

1.1.7.3. Niquel

Ni es un componente natural del agua y del suelo. Se considera micronutriente esencial
para el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Sin embargo, altas concentraciones
lo vuelven toxico para plantas. En la naturaleza, el Ni se presenta principalmente en
forma de niquel (Ni?*), mientras que en el suelo estd presente en la forma de
[Ni(H20)6]?* (Kumar et al., 2017).

Tabla 4.

Forma toxica de Ni y sus efectos toxicos en el suelo y las plantas.

Metal Forma Efectos toxicos )
pesado  toxica Suelo Planta Referencia
Acidificacion el pH.  Generacion de estrés
Disminucion de oxidativo.
) s niveles de hierro y Inhibicidn de  (Hassan et
NI ! manganeso. germinacion. al., 2019).
Reduccion de Disminucion de
fertilidad. fotosintética.




1.1.7.4. Arsénico

El As es el elemento toxico mas ampliamente encontrado en el medio ambiente,puede
existir como especie inorganica u organica: arseniato (AsV) y arsenito (Aslll). Las
especies organicas se encuentran en bajas concentraciones en los suelos, mientras que

las formas inorgénicas de arsenico son mas abundantes (Martinez et al., 2021).

Tabla 5.

Forma toxica de Asy sus efectos toxicos en el suelo y las plantas.

Metal  Forma Efectos toxicos _
) Referencia
pesado  toxica Suelo Planta
Acidificacion del pH. o
o Inhibicion  del
Disminucion niveles o
AsV crecimiento  en
de Fe, Al y Mn. (Zhang et al.,
As L planta.
Eliminacion de o 2021)
Aslll _ ) Pérdida de
microbiota. )
clorofila.

1.1.8. Metales pesados en la salud humana

El Cd, Pb, Niy As en la exposicion dietética a largo plazos de nifios y adultos producen
graves afectaciones a la salud al ser consumidos por productos alimenticios
contaminados. Las afectaciones de estos metales en la salud humana se detallan en la

siguiente tabla:



Tabla 6.

Toxicidad del cadmio, plomo, niquel y arsénico en la salud humana.

Afectaciones a la Organos Mecanismo de )
Metal o Referencia
Salud afectados toxicidad
Carcinogeno - Proteinas
Grupo 1 - supresoras de (Genchi et
o Rifnon
Cd Proteinuria ] tumores e al, 2020)
) Prostata ) »
Osteoporosis interrupcion  en
Célculos renales reparacion ADN.

; Interrupcion  en
Cancerigeno -

Grupo 2A ] »
Pb ) Nervio produccion de
Anemia

reparacion ADN y

. - especies reactivas
Hipertension

(ROS).
Carcinogeno - Metilacion del
) Grupo 2A Pulmones ADN y  (ATSDR,
N! Dafio Pulmonar Piel modificaciones de 2021)
Dermatitis alérgica las histonas.
Carcinogeno - Generacion de
Grupo 1 polimorfismos y
As Cardiovascular ~ Gastrointestinal metilacion del
Diabetes ADN.

Queratosis

1.1.9. Método de deteccion de metales pesados

La espectrometria de absorcidén atdmica permite detectar y analizar la concentracién
de la mayoria de los metales pesados. En la espectrofotometria de absorcién atomica
se emplean dos medios para convertir la muestra, en a&tomos libres, siendo estos la
llama y el calentamiento electrotérmico en horno de grafito (Arjomandi &
Shirkhanloo, 2019).



1.1.9.1. Absorcién atdmica con horno de grafito

El principio basico de la espectrometria de absorcién atomica con horno de grafito se
realiza en tres fases. Primeramente, se introduce una muestra en el horno de grafito,
donde la muestra se seca a una temperatura aproximada de 110 °C. En la segunda fase,
la materia orgénica se volatiliza en CO. y H>O a una temperatura de hasta 1200 °C.
En la dltima fase, la temperatura crece exponencialmente a un rango de 2000 — 3000
°C donde el metal se atomiza creando una nube de vapor atdbmico atrapada en un tubo
de grafito. El calentamiento debe realizarse en las condiciones que se adapten al de

elemento y composicion de la muestra (Leclercq et al., 2015).

Figuras 2.

Diagrama de los componentes basicos de EAA con horno de grafito.

Muestra

> »Monocromador Detector
Lampara de
citodo hueco

=" (;
e

Horno de
grafito

Procesador de
sefiales /computador

La medicion de la absorbancia de los &tomos del metal se efectia mediante el uso de
una lampara de catodo hueco. La luz que produce la lampara es emitida por atomos
excitados del mismo metal que se requiere determinar, por lo que la energia de
radiacion corresponde directamente a la longitud de onda especifica absorbida por el
metal atomizado (Arjomandi & Shirkhanloo, 2019). EI método emplea un
monocromador entre la muestra y el detector para reducir interferencias como se
observa en la Figura 2. Finalmente, el detector mide la intensidad del haz de luz y la

convierte en datos de absorcion que se muestran en una pantalla de lectura.
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1.1.10. Norma ambiental y limites maximos de metales pesados en suelo

El pais se basa actualmente en la norma de calidad ambiental del recurso suelo y
criterios de remediacion para suelos contaminados, presente en el Anexo 2, Libro VI
de la Calidad Ambiental del texto unificado de legislacion secundaria del Ministerio
del Ambiente (TULSMA). Esta norma determina los criterios de calidad que el suelo
agricola debe cumplir en torno a las concentraciones de metales pesados para una

adecuada calidad ambiental (Ministerio del Ambiente, 2015).

Tabla 7.

Criterios de calidad de suelo agricolas descritos en el TULSMA.

Limite Maximo de

Metal ) Unidad en Peso Seco
Concentracion
Cd 0.5
As 12 mg-kg
Pb 19
Ni 19

1.1.11. Normas ambientales y limites maximos de metales en grano de cacao,

chocolates y productos derivados de cacao.

El Comité del Codex sobre Contaminantes de los Alimentos (CCCF), establecid
Normas y elabora codigos de préacticas relacionados con los contaminantes de los
alimentos, incluidos el Pb y el Cd. Desde el afio 2019 entré en vigor el reglamento
488/2014 de la Unidn Europea, donde se establecid los niveles admitidos de Cd para
chocolates y cacao en polvo, como se detalla en la Tabla 7. Los productos de cacao y
chocolate que no cumplen con esta norma se les niega el acceso a los mercados

europeos (The European Commission, 2014).
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Tabla 8.

Limites maximos permisibles (LMP) de Cd establecidos por la Comision Europea en

el chocolate y productos del cacao.

Comision Europea

Categorias de alimentos de la Comision Europea
(LMP) (mg-kg™)

<30% de solidos secos totales de cacao 0.10
de >30 a <50% de solidos secos totales de cacao 0.30
>50% de solidos secos totales de cacao 0.80
Cacao en polvo vendido al consumidor final o como

ingrediente cacao en polvo edulcorado vendido al 0.60

consumidor final consumidor final (chocolate para beber)

De igual manera, en Estados Unidos establecid limites maximos para el Cd en
productos de chocolate bajo la Propuesta de Acuerdo Industrial 65 vigente en el 2018,
como se detalla en la Tabla 8. Sin embargo, los productos que superen los limites seran

etiquetados con advertencia para su venta (Meter et al., 2019).

Tabla 9.

Limites maximos permisibles (LMP) de Cd establecidos Proposicion 65 del Acuerdo
Industrial (San Pin 2.2-1078-01).

% de cacao en productos de LMP de Cd (mg-kg™)
chocolate 2018-2025 2025

<65 % 0.40 0.32

65-95 % 0.45 0.40

>95% 0.96 0.80

Ademas, varios paises fuera de la Union Europea (UE) dentro de los cuales Ecuador

exporta cacao como lo son: México, Estados Unidos, China, Indonesia, entre otros.
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Han establecidos limites de metales pesados en sus alimentos y principales derivados

de cacao, como se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 10.

Concentraciones permisibles de los metales Pb, Ni y As en granos de cacao, derivados

y alimentos segun normas vigentes.

Metal -MP Norma Referencia
mg-kg*
(Instituto Ecuatoriano
Pb 1 NTE INEN 621:2010 de Normalizacion
INEN, 2010)
Norma para Contaminantes (USDA Foreign
0.5 de los Alimentos (GB 2762-  Agricultural Service,
2017) — China. 2018)
Norma para Contaminantes (USDA Foreign
Ni 1 de los Alimentos (GB 2762-  Agricultural Service,
2017) — China. 2018)
Norma para Contaminantes (USDA Foreign
de los Alimentos (GB 2762-  Agricultural Service,
2017) — China. 2018)
(Instituto Ecuatoriano
As 0.5 NTE INEN 621:2010 de Normalizacion

Norma Oficial Mexicana
NOM-186-SSA1/SCFI-

2013.

INEN, 2010)
(Diario Oficial de la
Federacion México,

2013)
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1.2.

Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Determinar el contenido de metales pesados en los suelos del cultivo y en granos de

plantacion de cacao en el sector San Jacinto del canton Montalvo de la provincia de

Los Rios perteneciente a la zona litoral central del Ecuador.

1.2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar las propiedades fisicoguimicas de los suelos del cultivo y granos

de plantacién de cacao.

Cuantificar cadmio, plomo, niquel y arsénico presente en muestras de suelos
del cultivo y en granos de plantaciones de cacao por medio de
espectrofotometria de Absorcién Atémica.

Comparar el contenido de cadmio, plomo, niquel y arsénico presente en suelo
y granos de cacao con las normas ambientales y limites maximos establecidos

por la legislacion vigente
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Equipos de laboratorio

Tabla 11.

Equipos de laboratorio

Detalle Cantidad

Medidor de pH Thermo Fisher Scientific 1
Medidor Multiparametro Impermeable HANNA- H19829 1
Nevera LG - Inverter GS65MSP1 (4° C) 1
Estufa BINDER 1
Balanza analitica RADWAG 1
Mufla de Ceramica BIOBASE 1
Sistema de digestion por microondas ETHOS UP .
MILESTONE

Campana de extraccion de gases Novachem 1
Espectrofotometro de Absorcién Atomica PG .
INSTRUMENTS AA500

Purificador de agua - Thermo Scientific 1
Micropipeta SPINREACT de 100-1000 pL 1
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2.1.2. Instrumentos de laboratorio

Tabla 12.

Instrumentos de laboratorio.

Detalle Cantidad
Puntas de Micropipeta de 1000 pL 1
Pipetas graduadas de 10 y 25 mL 3
Propipeta 2
Balon de aforo de 100 mL 10
Balon de Aforo 1 L 2
Varilla de Agitacion 2
Vaso de precipitacion de 100 mL 3
Vaso de precipitacion de 250 mL 5
Mortero 1
Vaso de digestion TFM (teflon) 12
Crisol 15
Jeringa 6
Filtro de Jeringa 0.4 mm 50
Probeta 50 mL 1
Viales de pléstico 2 mL 50
Desecador 1
Espatula 2
Tamiz 0.5 mm 1
Botella Ambar 1 L 4
Botella Ambar 250 mL 30
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2.1.3. Reactivos de laboratorio

Tabla 13.

Reactivos de laboratorio.

Detalle Cantidad

Acido nitrico (HNO3) 65 % - Merck Millipore 110 mL
Peroxido de hidrégeno (H202) 30 % - Merck Millipore 30 mL
Argén 5.0, pureza: > 99.99 % - Linde 1 cilindro
Estandar Cd (1000 ug/L) - AccuStandart, New Haven, 2 mL
USA
Estandar de Pb (1000 pg/L) - AccuStandart, New Haven, 2 mL
USA
Estandar de Ni (1000 pg/L) - AccuStandart, New Haven, 2 mL
USA
Estandar As (1000 pg/L) - AccuStandart, New Haven, 2 mL
USA
Agua destilada 7L
Kit de solucién calibradora de pH: 4, 7y 10 1 kit

2.1.4. Insumos de laboratorio

Tabla 14.

Insumos de laboratorio.

Detalle Cantidad

Guantes de nitrilo 1 paquete
Papel Aluminio 1rollo
Envases estériles de polietileno 125 mL 15 unidades
Parafilm 1 rollo
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Detalle Cantidad
Alcohol antiséptico 1 frasco
Papel absorbente 2 rollos
Envases de polietileno con boca ancha de tapa rosca 15 unidades
Fundas herméticas de polipropileno 15 unidades
Barreno 1 unidad
Pala pequefa 1 unidad
Balde industrial de plastico 10 L 2 unidades
Cinta adhesiva 1 unidad
2.1.5. Materiales de escritorio
Tabla 15.
Materiales de escritorio.
Detalle Cantidad
Computadora Portatil 1 unidad
Calculadora 1 unidad
Esferos y lapices 5 unidades
Rotuladores 2 unidades
Cuaderno 1 unidad
Etiquetas 1 paquete
2.2. Métodos

2.2.1. Muestras de estudio

Las muestras de suelo y cacao se recolectaron de manera puntual correspondientes al

temporal de estacion seca en la Costa Ecuatoriana en el mes de octubre. Las muestras
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provinieron de la plantacion de cultivo de cacao en la variedad CCN-51, de
aproximadamente 19.800 m? pertenecientes a la finca “La Esperanza” ubicada en el
sector San Jacinto del canton Montalvo en la provincia de Los Rios Figura 3,
correspondiente a la zona litoral central del Ecuador delimitada. Se tomé a
consideracion la limitante en costos y recursos que se emplearon en la presente

investigacion.

Figuras 3.

Ubicacién Geografica de finca cacaotera a muestrear.

Sitio de Muestreo

- t by > )
: HZZNMA9 WD N2 0615 23 B8 Sortiond 2 LA Hghbe Optenzed Naus Coby
Y 1

Provincia de
Los Rios

—R G

Delimitacion

D Canton Montalvo

Nota. Imagen satelital obtenida de Copernicus Sentinel data 2023.

2.2.2. Tipo de muestreo realizado

El muestreo se desarrolld6 con base a lo descrito por Lawrence et al.(2020).
Inicialmente, se analizd el pH y salinidad del suelo por medio de un muestreo
sistematico en cuadricula, donde el area total de estudio se subdividié en cuadriculas
de aproximadamente 30 m x 30 m correspondiente a la plantacion de cacao. Los puntos

de muestreo se generaron previamente a través del sistema de informacion geografica
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(ArcGIS), que produjo las coordenadas UTM, ubicandose en la interseccion de cada
cuadricula obteniendo un nimero total de 10 puntos de muestreo como se detalla en la

siguiente tabla:

Tabla 16.

Coordenadas UTM de los puntos de muestreo generados sistemas de informacion

geografica (ArcGIS).

Puntos Este (UTMX) Norte (UTMY) Zona  Hemisferio
1 692901.9 9801669.3
2 692911.2 9801696.9
3 692966.8 9801647.7
4 692976.1 9801690.7
5 692985.4 9801724.5
6 692966.8 9801650.8 t Sur
7 693022.5 9801666.1
8 693019.4 9801669.1
9 693034.9 9801712.1
10 693027.8 9801685.2

La medicion de pH y salinidad se baso en el protocolo descrito por Garcia & Valdéz
(2019), en el cual se agreg6 200 g de suelo en 500 mL de agua destilada relacion 1:2.5.
agitandose durante 10 min y se dejé en reposo 20 min. Posteriormente, se inserto el
medidor multiparamétrico impermeable HANNA- HI9829 para medir el pH y
conductividad en la mezcla, realizandose la lectura correspondiente por triplicado

mientras las particulas del suelo se mantenian suspendidas en la solucion.

Este equipo fue previamente calibrado dias antes de empezar las mediciones con sus
respectivos estandares. Después, se continu0 la seleccion 5 puntos de muestreo que

presentaron en el suelo un valor de pH acido entre el rango de 5.1 — 6.5. Finalmente,
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alrededor de cada punto seleccionado (5 puntos) se delimitd una parcela cuadricular
de 30 m x 30 m.

2.2.3. Recoleccion de muestras de suelo

Primeramente, la recoleccion dentro de las parcelas se llevé por medio de un trazado
en zigzag, donde se removieron las impurezas superficiales del suelo (hojas secas,
piedras, ramas, etc.) Figura 4. A continuacion, se introdujo un barreno a la
profundidad de 20 cm y a una distancia de 50 cm a 1 m del tallo del arbol de cacao.
Después, se transfirieron 200 g de suelo en un balde de plastico aséptico y las

herramientas se limpiaron luego de recolectar cada submuestra.

Para la preparacion de la muestra compuesta se baso en el Instructivo de Muestreo para
Analisis de Suelos INT/SFA/10 y la Norma Técnica Peruana NTP 339.089. para la
obtencion de muestras representativas (Agrocalidad, 2018). Para ello, se mezclo las
submuestras del suelo recolectado sobre la superficie de un plastico limpio y se
distribuyd de forma circular cada muestra para dividirlas en cuatro cuadrantes.
Posteriormente, se elimind los cuadrantes opuestos y los sobrantes mezclaron
nuevamente. Este procedimiento se repitié hasta reducir la muestra de 1 kg a 1.5 kg
aproximadamente. Luego del cuarteo, se transfirio la cantidad resultante en envases de
polietileno con boca ancha, para mantener el estado original evitando cualquier tipo

de contaminacidn y transformacion de las muestras.
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Figuras 4.

Esquema de distribucion zigzag que se utilizara en la toma de submuestras en 5

parcelas seleccionados.
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2.2.4. Recoleccion de muestras de mazorcas de cacao

El muestreo de mazorcas de cacao, se basd en el procedimiento descrito por la Guia
N°4 de muestreo de suelo, hojas y almendras para anélisis de cadmio en cultivos de
cacao del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (Arguello & Chavez, 2021). Para
ello, se tomé dos mazorcas maduras en optimas condiciones por parcela muestreada,
con la finalidad de obtener una muestra representativa. A continuacion, las muestras
se procedieron a lavar para eliminar contaminantes superficiales. Por ultimo, las
mazorcas se depositaron en fundas herméticas de polipropileno y fueron selladas

herméticamente, para evitar cualquier tipo de contaminacion.
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2.2.5. Conservacion y transporte de muestras

Todas las muestras se refrigeraron en coolers con hielo seco una temperatura de entre
4 - 6°C y transportadas con brevedad hasta el Laboratorio de la UODIDE de la
Universidad técnica de Ambato donde se conservaron en refrigeracion a 4 °C
basandose en el Instructivo de Muestreo para Andlisis de Suelos INT/SFA/10 y
practicas estdndar para la conservacion y el transporte de muestras de suelo
(Agrocalidad, 2018). Por otro lado, para la identificacién de todas las muestras se
empled un etiquetado conformado por dos codigos de muestreo, uno para suelo de
cultivo y otro para la mazorca del cacao UTA-FCIAB-SC-M# y UTA-FCIAB-MC-
M#, respectivamente. Para cada muestra recolectada se Ilen6 una cadena de custodia a

fin de asegurar la calidad del muestreo (Anexo 6y 7).

2.2.6. Medicion de parametros fisicoquimicos

2.2.6.1. Potencial hidrégeno pH y conductividad

Para la determinacién de pH y conductividad eléctrica en granos de cacao se molid
homogéneamente 10 gramos de granos de cacao y se prepard una suspension en 90
mL agua destilada. Después se agit6 por 10 minutos y se dejé en reposo por 24 horas.
Transcurrido el tiempo se determind el valor de pH y conductividad con la ayuda de
un pH-Meter electrénico Accumet AB200, de acuerdo con el método reportado por
Loo Miranda (2022).

2.2.6.2. Contenido de humedad

En las muestras de suelos y granos de cacao se procedio a analizar el porcentaje de
humedad por el método de desecacion por estufa en una estufa utilizando el método
oficial analitico de contenido de humedad (Brunelle, 2020); donde cada muestra se
analizo por triplicado. Primeramente, se secaron los crisoles vacios sin tapa en la estufa
a 105°C durante 3 horas. Transcurrido el tiempo se transfirieron al desecador hasta

obtener un peso constante para posteriormente pesarlos con la ayuda de la balanza
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analitica Radwa. Después, las muestras se homogenizaron y molieron, hasta obtener
un tamario de particula que pudo ser tamizado facilmente. Posteriormente, se pesé 10
g de suelo y 6 g de granos de cacao en los crisoles, mismos que se colocaron en la
estufa a 105 °C a 24 y 6 horas respectivamente como describe la norma INEN 173
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN, 2015). Finalizado el tiempo se
trasfirieron los crisoles al desecador, se enfriaron y se registro el peso de cada uno. El
contenido de humedad se expresé en porcentaje masa (% m/m) por medio de la

siguiente ecuacion:

P1 — P2
% Humedad = 51 * 100

(Ec.1)
Donde:
P1: Peso en gramos de la muestra antes del secado.

P2: Peso en gramos de la muestra después del secado.

2.2.6.3. Contenido de materia organica

El contenido de materia organica en las muestras de suelo y granos de cacao se
determiné por el método de pérdida de peso por ignicion (Loss On Ignition -LOI)
descrito por Barrezueta et al. (2020), donde cada muestra se analiz6 por triplicado.
Primeramente, se pesé 10 g de suelo y 6 g de grano de cacao. Luego las muestras se
secaron en la estufa a 105°C durante 24y 6 horas respectivamente, finalizado el tiempo
se enfriaron y se pesaron. Posteriormente, las muestras se colocaron en la mufla a 550°
C durante 2 y 1 hora respectivamente, finalizado el tiempo se enfriaron hasta obtener
un peso constante y se registro su peso (Anexo 1y 2). El contenido de materia orgénica

se calcul6 por medio de la siguiente ecuacién:
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B
* 100

% Materia organica =

(Ec.2)
Donde:
A: Peso en gramos de la muestra después del secado.

B: Peso en gramos de la muestra después de la ignicion.

2.2.7. Digestion de las muestras de suelo y granos de cacao

La digestion de muestras de suelo y granos de cacao se basé en el método U.S. EPA
3051 A, empleando como digestor el acido nitrico (HNO3) y el sistema de microondas
ETHOS UP MILESTONE CONNECT (Environmental Agency Protection EPA,
2007). Inicialmente se limpid los vasos de digestion del equipo calentandolos con
HNOs al 65 %. Luego se lavo con agua y se secO en un ambiente aséptico. De igual
manera, todo el material de plastico o vidrio que tuvo contacto con las muestras se lavd
con HNOz diluido al 10%.

Para las muestras de suelo y grano de cacao secadas y molidas, se colocaron
aproximadamente 0.5 gramos de cada muestra en vasos de digestion TFM (teflon) y
se agregé 5 mL de HNOs al 65 % méas 1 mL de perdxido de hidrogeno al 30 %, bajo
la campana de extraccion. Posteriormente, se tapo el vaso de TFM para seguidamente
llevarlo al plato giratorio del digestor de microondas; se empled 2 rampas de
calentamiento aplicando 1000 W de potencia: (a) temperatura ambiente a 170 °C en
15 min; (b) manteniendo una temperatura constante de 170 °C durante 25 min.
Trascurrido el tiempo de digestion (45 min) se dejo enfriar por un minimo de 5 minutos
y se retiraron los vasos de TFM del microondas. Finalmente, cuando los vasos
alcanzaron una temperatura ambiente se transvasé su contenido en balones de aforo de

100 mL y se conservaron en frascos &mbar de 250 mL a 4°C (Anexo 3).
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2.2.8. Determinacién de metales por espectrofotometria de absorcion atémica

Para la determinacion de la concentracion de cadmio (Cd), plomo (Pb), niquel (Ni) y
arsénico (As) en suelo de cultivo y granos de plantaciones de cacao, se aplic6 la técnica
de espectrometria de absorcion atomica basado en el método oficial analitico 999.11
de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2005) y el método 7000
A de la U.S. EPA. Para ello, se empleé el espectrofotdmetro de Absorcion Atomica
modelo PG INSTRUMENTS AA500 con el sistema de horno de grafito y estandares
comerciales monoelementales (AccuStandar) de 1000 ug/L listados en la siguiente

tabla;

Tabla 17.

Estandares monoelementales (AccuStandar) de 1000 pg/L.

Elemento N° de Catalogo Proveedor
Arsénico (As) AAO03N-1 AccuStandart, New Haven, USA
Cadmio (Cd) AAO08N-1 AccuStandart, New Haven, USA
Plomo (Pb) AA29N-1 AccuStandart, New Haven, USA
Niquel (Ni) AA37N-1 AccuStandart, New Haven, USA

Primeramente, se prepard una solucion madre de 1000 ppm a un volumen de 1 L del
estandar monoelemental en HNOs al 1% (v/v). A partir de la solucion madre se
prepararon seis soluciones a concentraciones dentro del rango de la recta de
calibracion. Posteriormente con el uso del equipo espectrofotométrico se configuro la
inyeccion a un volumen de 10 pL para el agua destilada considerada como blanco y
las soluciones preparadas, la medicion de absorbancia se realizé por quintuplicado.
Finalmente, se elaboré una curva de calibracion en el rango y limite de deteccion
sugeridos por el proveedor del equipo, Analytical Cookbook PG Instruments (PG

Instruments, 2014), indicado en la siguiente tabla:
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Tabla 18.

Rango de la recta de calibracién y limites de deteccion.

Rango de la recta

Longitud de onda _ » Limite de
Metales de calibracion .
(nm) deteccion (ug/L)
(hg/L)

Cadmio (Cd) 228.8 0-9 0.0002
Plomo (Pb) 283.3 0-150 0.0038
Niquel (Ni) 232 0-300 0.0085

Arsénico (As) 193.7 0-300 0.0171

Nota. Obtenido de Analytical Cookbook PG Instruments

Una vez obtenida la curva de calibracion, se comenzé con la medicion de los metales
en las muestras de suelo de cultivo y granos de cacao. Se prepararon las muestras, el
blanco y un estandar de referencia para el control de la sensibilidad del equipo.
Finalmente, se configuro el equipo con el programa de temperatura de deteccion
respectivo para cada metal sugeridos en el Analytical Cookbook PG Instruments, asi
como la inyeccién de 10 pL de blanco, estandar y las muestras con mediciones de
absorbancia por triplicado. La lectura del equipo se obtuvo en unidades de (ug/L) por
lo cual, se calculé la conversion a unidades de (mg-kg™) de concentracion de metal

mediante las siguiente ecuaciones:

Metal (mg-L'l): Lectura (pg/L)

1000
(Ec.3)
. Metal(mg-L™1)xAforox1000
. 1 =
Metal (mg-kg™) 1000+Peso de la muestra (g)
(Ec.4)
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Donde:
Lectura: Concentracion de salida digital del equipo en pg/L.

Aforo: Volumen al cual la digestion se aforo.

2.2.9. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos y las concentraciones de
Cd, Pb, Ni, y As, se expresaron como media + desviacion estandar de tres réplicas
(n=3) para cada. Los valores se procesaron mediante andlisis de varianza (ANOVA)
de un factor con comparacién de medias Tukey (prueba t) con un nivel de significancia
del 95 % (p < 0.05) utilizando Minitab Statistical Software 19.1.0.1.

2.2.10. Andlisis de Correlacion de Pearson

Se estudid la posible correlacion existente entre los principales pardmetros
fisicoquimicos, pH y contenido de materia organica en el suelo con relacién a las
concentraciones de metales pesadas en suelo y granos de cacao en la plantacion
cacaotera. Para ello, se realiz6 un andlisis estadistico de coeficientes de correlacién de
Pearson a un nivel de significancia del 95% (0¢=0.05) utilizando el software de hojas

de célculo Microsoft Excel complementado con Minitab Statistical Software 19.1.0.1
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisisy discusion de los resultados
3.1.1.

Parametros fisicoquimicos en muestras de suelo

Los resultados obtenidos de cada parametro fisicoquimicos analizado se detallan a

continuacién en la siguiente tabla:

Tabla 19.

Parametros fisicoquimicos de muestras de suelos de cultivo en plantacion cacaotera

del sector San Jacinto del canton Montalvo, Rios.

Parcelas CE
pH % Humedad % MO
de muestreo (dS-m™)
1°" 5.61+0.42° 0.022 +0.002* 27.99+0.44°> 12.69 + 0.05?
2do 5.63+0.12° 0.018 +0.003° 27.57+0.52° 12.03 +1.30?
3 563+0.14° 0.021+0.001*® 29.03+1.37° 11.04 +0.99?
4t 571 +0.22° 0.019 +0.006° 32.98+0.56® 10.78 + 1.96°
gto 5.74+053% 0.014+0.001° 31.94+0.128 11.28 +0.09?

ab.c.d| etras distintas en la misma columna representan diferencias significativas (p <
0.05). Los valores son expresados como la media £ desviacion estandar de tres réplicas
(n=3) en cada parametro analizado. CE= Conductividad eléctrica MO= Materia
organica

3.1.1.1. Potencial de hidrégeno (pH) y conductividad eléctrica (CE)

Los valores de pH en el suelo obtenidos de las cinco parcelas muestreadas oscilaron

entre 5.61y 5.74, como se detallan en la Tabla 18. Con relacidn al analisis de varianza
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(ANOVA) Yy la prueba de Tukey realizado a un nivel de confianza del 95 % se encontrd
diferencias significativas entre las medias de la cuarta y quinta parcela hacia las tres
primeras parcelas que presentan igualdad. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-SEMARNAT-2000, el pH del suelo de cultivo de cacao, se considera
“Moderadamente Acido”, al estar en el rango de pH de 5.1 a 6.5 (SEMARNAT, 2002).
Acorde a Rodriguez-Velazquez et al. (2022), el cacao debe cultivarse en suelos con
un rango de pH entre 6.0 y 6.5; debido a que en este rango los minerales y nutrientes

son mas solubles, facilitando la adsorcion por parte de las plantas.

En relacién con estudios ejecutados por Chavez et al. (2015) en 15 provincias del pais
donde se cultiva cacao, el pH del suelo de las plantaciones se encontré en el rango de
4.10a7.97, fluctuando en suelos fuertemente acidos a suelos mediantemente alcalinos.
El pH es el adecuado para cultivo de cacao y los valores acidos pueden deberse a un
alto contenido de AI** o un bajo contenido de Ca?", Mg?*, K* y Na*; para ello es
recomendable emplear cal dolomita (Arham et al., 2017). De acuerdo con, van Vliet
& Giller (2017) el cacao tolera condiciones acidas siempre que al suelo se le

proporcione los nutrientes adecuados.

En el caso de la CE los valores oscilaron entre 0.014 dS-m™ y 0.022 dS-m™ como se
detallan en la Tabla 18. Con relacion al analisis estadistico se determiné que no existen
diferentes entre las medias de la segunda y cuarta parcela, al igual que la primera y
quinta parcela. Mientras que la quinta parcela se diferencia significativamente de las
demés. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, la
CE del suelo presenta “efectos despreciables de salinidad”, al poseer < 1 dS-m™ que
no afectan a los cultivos (SEMARNAT, 2002). Estudios llevados a cabo por Brito-
Vega et al., (2018) determinaron que los niveles de CE en cultivos estan influenciados
por el bajo pH del suelo y un bajo contenido de Ca?*y Mg?"; mismos que estan
presentes en el suelo estudiado. Estudios similares a la investigacion registraron
valores de CE entre 0.25 a 0.65 dS-m™ en plantaciones cacaoteras de la Amazonia

ecuatoriana (Morales & Serrano, 2019).
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3.1.1.2. Contenido de humedad

La disponibilidad de agua en el suelo desempefia un papel importante en la distribucion
de nutrientes en el suelo. En la Tabla 18, se reportan los porcentajes de humedad en
las cinco parcelas se encuentran entre 27.57 a 32.98 % y por medio del analisis
estadistico no se evidencio diferencias significativas en las medias de las tres primeras
parcelas, que se diferencia de las Ultimas dos parcelas. Por lo cual, el contenido de
humedad es optimo para el cacao como mencionan Abdulai et al. (2018) las
plantaciones prosperan en suelos con un nivel de humedad entre el 20 y el 60 %, que
proporciona a las raices espacios de drenaje y aireacion. Sin embargo, la humedad es
dindmica por las estaciones e influida por la presencia de sombra que reduce la

evapotranspiracion (Niether et al., 2017).

3.1.13. Materia organica (MO)

La materia organica mejora la estructura del suelo, otorgando la capacidad de
intercambiar macro y micronutrientes. El contenido de MO determinada en el suelo de
las cinco parcelas arrojé valores de entre 10.78 a 12.69 % como se detallan en la Tabla
18. Por medio del andlisis estadistico se comprobO que no existe diferencia
significativa entre las medias de las parcelas. De acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, el contenido de MO en el suelo se clasifica
en “clase alta”, debido a que se encuentran en el rango de entre 11.0 a 16.0 %
(SEMARNAT, 2002).

El % de MO presente en el suelo estudiado es adecuado para el cultivo de cacao, como
lo indica (Zhou et al., 2019), debido a que supera el contenido minimo de 3 a 5 %. El
alto contenido de MO del suelo se da principalmente a las grandes cantidades de
residuos organicos de restos vegetales de mazorca de cacao y hojarasca, que se
mineralizan muy lentamente y se acumulan en la superficie del suelo. Los valores
obtenidos tienen relacién con estudios de sistemas agroforestales de cacao realizados
en la provincia de Los Rios y Manabi, donde obtuvieron valores entre 13.67 y 30 %

de MO respectivamente (Mendoza et al., 2022; Novillo Espinoza et al., 2018).
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3.1.2. Parametros fisicoguimicos en muestras de grano de cacao.

Los resultados obtenidos de cada parametro se detallan a continuacion en la siguiente

tabla;

Tabla 20.

Parametros fisicoquimicos en muestras de granos cacao en plantacion cacaotera del

sector San Jacinto del cantdon Montalvo, Los Rios.

Parcelas CE
pH % Humedad % MO
de muestreo (uS-cm™)
1¢" 6.08+0.228 36.08+0.73" 18.33+0.11% 96.37 +0.88?
do 5.95+0.23° 49.89+0.78% 20.46+0.85% 97.80+0.81°
3 6.03+0.42®® 36.14+1.60° 19.25+1.41* 96.72 + 0.462
4t 6.02+0.55® 28.06+1.06° 19.92+0.50®° 96.51+0.572
5t 6.03+0.43% 2228+0.819 17.65+1.65° 97.78 +0.872

ab.c.d| etras distintas en la misma columna representan diferencias significativas. Los
valores son expresados como la media + desviacion estandar de tres réplicas (n=3) en

cada pardmetro analizado. CE= Conductividad eléctrica MO= Materia organica

3.1.2.1. Potencial de hidréogeno (pH) y conductividad eléctrica (CE)

El pH en granos de cacao es un factor muy importante debido a que, otorga las
caracteristicas organolépticas adecuadas para la elaboracion de derivados (Apriyanto,
2017). El pH fue analizado en granos frescos de las cinco parcelas muestreadas, donde
se obtuvieron valores de entre 5.95 a 6.08, como se detalla en la Tabla 19. Con relacion
al andlisis estadistico se determin6 diferencias significativas entre las medias de las
dos primeras parcelas. Estudios realizados por Pelaez et al. (2016) reportaron valores
de pH entre 6.99 a 7.08 en granos de cacao de la variedad CCN-51 a 0 dias del empezar
la fermentacion. Mientras que Loo Miranda (2022) obtuvo valores de pH de 5.98 en
granos a 48 h empezadas la fermentacion, debido a que en esta etapa disminuye el pH

por los azlcares transformados en acidos organicos.
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Las mediciones de CE fueron efectuadas en los granos obtuvieron valores de entre
22.28 a2 49.89 pS-cm como se detalla en la Tabla 19. Presentando la segunda parcela
una elevada conductividad y mediante al andlisis estadistico se determino diferencias
significativas entre las parcelas. Estudios enfocados en la medicion de la CE en granos
de cacao de la variedad CCN-51, obtuvieron valores de 38.45 y 56.1 uS-cm™ a 24
horas iniciada la fermentacion (Loo Miranda et al., 2020). Acorde a Ikegwu (2021)
la CE esta influenciada por el contenido de humedad del grano, debido que la misma
eleva el numero de electrolitos cuando fermenta el grano. Por lo cual, acorde a los
valores obtenidos de pH y CE el grano fresco se encontraba en etapas iniciales de
fermentacion y pudo ser causado porque se analizaron 48 a 72 h después de su

recoleccion.

3.1.2.2. Contenido de humedad

El contenido de humedad en granos de cacao es fundamental para la obtencion de
granos de calidad, debido a que regula propiedades fisicas como la forma, tamafio,
resistencia al aplastamiento, densidad y porosidad (Ackah & Dompey, 2021). Para la
determinacion de humedad se obtuvieron valores en el rango de entre 17.65 a 20.46 %
como se detalla en la Tabla 19. Con relacién al analisis estadistico se determiné que
no se encuentran diferencias significativas entre las medias de los granos en las cinco
parcelas muestreadas. Estudios sobre la variacion del contenido de humedad en el
proceso de fermentacidn de granos, obtuvieron valores de 16.60 % en granos frescos
y 51.89 % a 4 dias de comenzada la fermentacion (Wahyuni et al., 2018). Mismo que
recalca que los granos estudiados iniciaban su fermentaciény de acuerdo con Ackah
& Dompey (2021) es posible haber tenido crecimiento de moho interno. Cabe recalcar
que los granos de cacao después de ser fermentados y secados a un proceso industrial

no deben superar el 7% de contenido de humedad.

3.1.2.3. Materia organica (MO)

El grano de cacao fresco tiene una composicion orgéanica aproximada de un 95-98 %

distribuida en: 32 % grasa, 15 % proteinas, 6 % polifenoles, 6 % almidon, 6 %
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pentosanos, 3 celulosa, 3 % sacarosa, 6 % polifenoles, 1 % acidos organicos, 3 %
teobromina y 1 % cafeina (Figueroa-Hernandez et al., 2019). EI contenido de MO
determinada en base seca, es decir, sin contenido de agua en los granos de cacao de las
cinco parcelas, arroj6 valores de entre 96.37 a 97.80 % como se detallan en la Tabla
19. Por lo tanto, el contendido de MO en los granos de cacao es el adecuado. Por medio
del andlisis estadistico se comprobo que no existe diferencias significativas entre las

medias de los granos en las parcelas.

3.1.3. Determinacion de cadmio en muestras de suelo y granos de cacao

El contenido de Cd en el suelo de cultivo de las cinco parcelas vario entre 0.23 a 1.78
mg-kg™ como se detalla en la Tabla 20. La tercera parcela y primer parcela muestran
el mayor contenido de Cd las cuales superan el LMP, segin el TULSMA. Mientras
que las demas parcelas se mantienen por debajo del LMP como se observaen la Figura
5. Por medio del analisis estadistico se evidencio diferencia significativa en la media
de la tercera parcela contra las demas. El suelo de cultivo en la plantacion cacaotera
presenta una concentracion media de 0.69 mg-kg™?, indicando contaminacion de este

metal .

Tabla 21.

Concentracion de metales pesados en muestras de suelos de cultivo en plantacion

cacaotera del sector San Jacinto del cantdon Montalvo, Los Rios.

Parcelas de Cadmio Plomo Niquel Arsénico
Muestreo (mg-kg™) (mg-kg™) (mg-kg™) (mg-kg™)
1" 0.64+0.48° 548+217° 10.16+236° 15.51+3.33%
2do 0.40+0.14° 1456+2.76® 12.50+2.87° 9.14+0.45"
3 1.78+0.74* 1337+1.88° 10.83+2.94° 7.37+1.64
40 0.23+0.11° 6.35+2.62° 22.84+188" 21.65+3.76
5t 0.39+0.26° 19.59+1.42% 2527+1.62% 15.31+4.90%

ab.¢.d| etras distintas en la misma fila representan diferencias significativas. Valores
son expresados como la media £ desviacion estandar de tres réplicas (n=3) en cada

metal.
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Las posibles causas de los niveles altos de Cd en las parcelas, como lo mencionan Gil
etal. (2022) son el, pH bajo, riego con agua que contiene Cd y fertilizantes. Los niveles
de Cd en las demas parcelas se encuentran acorde al contenido de Cd en la corteza
terrestre (0.01 a 1 mg-kg™) (Kubier et al., 2019). Los valores obtenidos presentan
similitud a estudios del suelo en plantaciones de cacao del pais, donde se obtuvieron
concentraciones entre 0.88 a 2.45 mg-kg* en la Provincia del Guayas, 0.02 a 6.90
mg-kg™ en 15 provincias y 0.8 a 2.74 mg-kg™ en la Provincia de Manabi (Argiello et
al., 2019; Intriago et al., 2021); mismos autores hacen referencia el Cd esta presente
por los antecedentes historicos de cenizas volcénica y polvo continental del Ecuador.

Figuras 5.

Concentracion de Cd en muestras de suelos del cultivo y en granos de cacao

de plantacién cacaotera del sector San Jacinto del cantén Montalvo, Los Rios.
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Nota. La linea entrecortada= LMP de Cd (0.5 mg-kg?) en suelos de cultivo.
Corchetes= Rango permisible (RP) de Cd en cacao descritos segln el Reglamento
488/2014 de la Union Europea (0.1 — 0.8 mg-kg™) y la Proposicion 65 del Acuerdo
Industrial en EE.UU. (San Pin 2.2-1078-01) (0.4 — 0.96 mg-kg™).

El contenido de Cd en los granos de cacao de las cinco parcelas vario entre 1.30 a 1.93
mg-kg™ como se detalla en la Tabla 21. Por medio del anélisis estadistico se comprob6

que no existe diferencias significativas entre las medias en los granos. Dichos valores
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superaron el RP de Cd establecido por el Reglamento No 488/2014. De igual manera,
superaron el RP de Cd en chocolate, establecido en EE.UU; como se observa en la
Figura 5. Los valores representan un problema en comercializacion debido a que

compradores asocian los niveles de Cd en granos con el producto final a elaborar.

En el afio 2018, Agrocalidad juntamente con investigadores de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL) elaboraron un mapa del contenido de Cd en granos de
cacao en Ecuador, en el cual la Provincia de Rios presenta valores entre 0.16 a 1.52
mg-kg? (Arguello et al., 2019); mismos que se asemejan a los obtenidos en el presente
estudio. Las posibles causas del alto contenido de Cd, son un pH éacido y alto contenido
de materia organica; ademas de poseer idéntica carga y comportamiento quimico al
Ca?* facilitando la absorcion y acumulacién de Cd en la planta (Vanderschueren et
al., 2021).

3.1.4. Determinacion de plomo en muestras de suelo y granos de cacao

El contenido de Pb en el suelo de cultivo de las cinco parcelas vario entre 5.48 a 19.59
mg-kg? como se observa en la Tabla 20. Por medio del andlisis estadistico se
evidencio diferencias significativas entre las medias de la primera, tercera y quinta
parcela, esta Gltima superando el LMP, segin el TULSMA. Mientras que las demés
parcelas se mantienen por debajo del limite, como se observa en la Figura 6. El suelo
de cultivo en la plantacion cacaotera, presenta una concentracién media de 11.87

mg-kg, siendo adecuadas para el manejo y cultivo de cacao.

Segln Oorts et al. (2021) el contenido natural de Pb en el suelo oscila entre 10 y 40
mg-kg. El alto contenido de Pb en el suelo es un problema asociado al uso de
pesticidas. Acorde a encuestas realizadas por Calle, (2021) a agricultores cacaoteros
de la provincia de los Rios, los pesticidas como el arseniato de plomo son ampliamente
usados contra plagas de los cultivos. Los valores obtenidos son similares a estudios
efectuados en plantaciones de arroz, platano y cacao en la provincia de Los Rios, donde
determinaron que el contenido de Pb en suelos es de 17.80, 17.12 y 9.64 mg-kg™
respectivamente (Atiaga et al., 2021; Urifia, 2022).
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Figuras 6.

Concentracion de Pb en muestras de suelos del cultivo y en granos de cacao de

plantacion cacaotera del sector San Jacinto del canton Montalvo, Los Rios.
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Nota. Linea entrecortada= LMP de Pb (19 mg-kg™) en suelos de cultivo. Corchete=
RP de Pb (0.5 — 1 mg-kg™?) en productos de cacao descritos legislaciones de paises a

los que Ecuador exporta cacao.

El contenido de Pb en los granos de cacao de las cinco parcelas muestreadas vario
entre 0.55 a 0.86 mg-kg™ como se detalla en la Tabla 21. Por medio del analisis
estadistico se comprob6 que no existe diferencia significativa entre las medias de los
granos. En comparacién con el RP de Pb en productos derivados de cacao, los valores
obtenidos en el estudio se encuentran adecuados por diferentes legislaciones de paises
importadores de cacao y derivados, como se observa en la Figura 6, no perjudicando

su comercializacion.
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Tabla 22.

Concentracion de metales pesados en muestras de granos de cacao de plantacion

cacaotera del sector San Jacinto del canton Montalvo, Los Rios.

Parcelas de Cadmio Plomo Niquel Arsénico
Muestreo (mg-kg™) (mg-kg™) (mg-kg™) (mg-kg™)
1% 1.30 £ 0.572 0.86 £ 0.132 2.90 £ 0.282 3.37 £0.022
240 1.45+0.072 0.77 £ 0.262 2.85 +0.382 4.03 +£1.032
3" 1.93+0.632 0.66 + 0.10% 3.80£0.832 3.44 £0.082
4% 1.27 £ 0.082 0.55 +0.022 3.19 + 0.55% 3.97 + 2.46%
5t 1.49 +0.332 0.78 £ 0.372 3.33+£0.278 3.55+0.078

ab.c d| etras distintas en la misma fila representan diferencias significativas. Los
valores son expresados como la media £ desviacion estandar de tres réplicas (n=3) en

cada metal.

El alto contenido de Pb en el suelo y el bajo contenido en el grano esta influenciado
porque el metal tiene baja movilidad en el suelo. Ademas, las plantas absorben y
acumulan Pb en las raices, pero este, no siempre penetra la endodermis de la raiz (Reis
et al., 2015). Los valores obtenidos varian acorde a estudios realizados en granos de
cacao de la variedad CCN-51, provenientes de las provincias de los Rios, Guayas y
regiones del Peru; donde determinaron concentraciones de Pb con una media de 1.432
mg-kg?, 0.09y 0.67 mg-kg™* respectivamente; dando a resaltar las diferencias entre

zonas geograficas (Batallas et al., 2021; Romero-Estévez et al., 2019).

3.1.5. Determinacion de niquel en muestras de suelo y granos de cacao

El contenido de Ni en el suelo de cultivo de las cinco parcelas vario entre 10.16 a 25.27
mg-kg como se detalla en la Tabla 20. Por medio del analisis estadistico se evidencid
diferencias significativas entre las medias de las tres primeras parcelas contra las dos
ultimas. La quinta y cuarta parcela muestran el mayor contenido de Ni superando el
LMP, segun el TULSMA. Mientras que las tres primeras parcelas se mantienen por

debajo del limite como se observa en la Figura 7. El suelo de cultivo en la plantacion
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cacaotera, presenta una concentracion media de 16.32 mg-kg, siendo adecuadas para

el manejo y cultivo de cacao.

El niquel esta presente en todos los suelos del planeta a concentraciones de 20 a 30
mg-kg™. La altaacumulacion de Ni en el suelo es posible a ser originada por el historial
volcanico del pais, como también, el pH donde la movilidad y solubilidad del Ni
aumenta, ademas de altos contenidos de materia organica, con los que forma complejos
moviles. Estudios realizados en plantaciones cacaoteras de Colombia, Ecuador y Peru
determinaron Ni en el suelo con medias de 16.22 mg-kg™, 17.20 mg-kg™y un rango
de 8.1 — 37 mg-kg* respectivamente (Aguirre-Forero et al., 2020; Barraza et al.,
2021). Por lo tanto, el exceso de Ni da paso a la acumulacion en suelo y tejidos de las

plantas de cacao.

Figuras 7.

Concentracion de Ni en muestras de suelos del cultivo y en granos de cacao en

plantacién cacaotera del sector San Jacinto del cantén Montalvo, Los Rios.
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Nota. Linea entrecortada= LMP de Ni (19 mg-kg™) en suelos de cultivo. Linea
punteada= el LMP de Ni (1 mg-kg™) en productos alimenticios descritos segiin USDA
y el Gobierno de China.

El contenido de Ni en granos de cacao de las cinco parcelas vario entre 2.85 a 3.80

mg-kg™ como se detalla en la Tabla 21. Por medio del anélisis estadistico se comprobd
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gue no existe diferencia significativa entre las medias de los granos. En comparacion
con el LMP de Ni en productos alimenticios, se sobrepasa el mismo, indicando una
contaminacion como se observa en la Figura 7, lo cual causa una problematica en la

comercializacion.

Los principales factores en la adsorcion y acumulacion de Ni en las plantas de cacao,
segun Arham et al. (2017) son un pH &cido en suelo y participacion en el proceso de
fijacion de nitrogeno (N) en plantas, donde es cofactor de la enzima ureasa (Jakubus
& Graczyk, 2020). Estudios similares realizados en granos de cacao de la variedad
CCN-51 en Ecuador y Per( determinaron Ni en un rango de 1.46 a 8.53 mg-kgty 3.9
a 9.25 mg-kg?, respectivamente (Arévalo-Gardini et al., 2017; Romero-Estévez et
al., 2019). Por otro lado, Kruszewski et al. (2018) determiné 2.7 y 8.5 mg-kg™ en
tabletas de chocolate, encontrandose relacionados con el contenido de Ni en granos de

cacao.

3.1.6. Determinacion de arsénico en muestras de suelo y granos de cacao

El contenido de As en el suelo de cultivo de las cinco parcelas vario entre 7.37 a 21.65
mg-kg ! como se detalla en la Tabla 20. Por medio del anlisis estadistico se evidencid
diferencias significativas entre las medias de la cuarta parcela hacia la segunda y
tercera parcela, por sus altos valores. La cuarta, primera y quinta parcela muestran el
mayor contenido de As, las cuales superan el LMP establecido por el TULSMA,
mientras que la segunda y tercera parcela se mantiene por debajo del LPM como se
observa en la Figura 8. El suelo de cultivo en la plantacién cacaotera, presenta una
concentracion media de 13.80 mg-kg?, indicando contaminacion de este metal hacia

el cultivo.

Acorde a Kayode et al. (2021) la concentracion de As en los suelos varia segun las
regiones geogréaficas y en el caso de Latinoamérica esta relacionado con rocas
volcénicas. De igual manera, Bundschuh et al. (2021) resalta que los rios del Ecuador
empleados en el riego de cultivos son contaminados por actividades mineras. Sin

descartar el uso de fertilizantes y pesticidas. Los valores obtenidos en el presente
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estudio son similares a estudios realizados en plantaciones de arroz y cacao de la
provincia de los Rios, cuales determinaron contenidos de As a profundidades de 15y
30 cm con una media de 6.78 + 4.85 mg-kg™ y 5.49 + 1.28 mg-kg™ respectivamente
(Atiaga et al., 2021; Otero et al., 2016).

Figuras 8.

Concentracion de As en muestras de suelos del cultivo y en granos de cacao en

plantacion cacaotera del sector San Jacinto del cantén Montalvo, Los Rios.
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Nota. Linea entrecortada= LMP de As (12 mg-kg™) en suelos de cultivo. Linea
punteada= LMP de As (0.5 mg-kg?) en granos de cacao descritos segtn el nivel

méaximo de contaminantes por parte de China y USFDA.

El contenido de As total en granos de cacao de las cinco parcelas vario entre 3.37 a
4.03 mg-kg™ como se detallan en la Tabla 21. Por medio del analisis estadistico se
comprobd que no existe diferencias significativas entre las medias de los granos.
Acorde al LMP establecido por China'y USFDA en productos derivados de cacao; los
valores superan ampliamente como se observa en la Figura 8, lo cual conlleva a una

elevada contaminacién de este metal, afectando la comercializacion de los mismos.

Segln Dradrach et al. (2020) el As es poco soluble en los suelos; sin embargo, las
plantas lo absorben mediante la gradiente de concentracion entre el suelo y la raiz. Sin

embargo, el estrés en la planta por As puede provocar dafios a nivel celular y
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molecular, permitiendo el ingreso en grandes cantidades. Estudios similares al
presente en Indonesia y Ghana determinaron concentraciones de As en granos de cacao
< 0.1 mg-kg*(Assaet al., 2018; Nnuro et al., 2020). Mientras que en granos de cacao
de la variedad CCN-51 en las provincias de los Rios y Cotopaxi obtuvieron una media
de 2.04 mg-kg? (Neira et al., 2021). Por lo tanto, los estudios descritos infieren que

en el pais existe una grave contaminacion por As en suelo y productos agricolas.

3.1.7. Correlacion entre parametros fisicoquimicos del suelo y concentraciones

de metales pesados en muestras de suelo y grano de cacao

Se determin0 una correlacion existente entre el pH y el contenido de Ni del suelo, y
entre las concentraciones de Cd en suelo y Cd en grano de cacao, como se detalla en
la Tabla 22. En consecuencia, a los valores obtenidos entre variables se establecié un
criterio de correlacién, como se detalla en la Tabla 23 con base a lo descrito por
(Hernandez et al., 2018); con la finalidad de interpretar los coeficientes de correlacién

entre las variables.

Tabla 23.

Matriz de correlacion de parametros fisicoquimicos del suelo y concentraciones de

metales pesados en el suelo de cultivo y granos de cacao.

pH %MO Cd Cd Pb Pb Ni Ni As As
Suelo Suelo Grano Suelo Grano Suelo Grano Suelo Grano Suelo
pH
Suelo
0)
/oMO -081 1
Suelo
Cd -0.21 -0.35 1
Grano
Cd -043 -0.23 0.92* 1
Suelo
Pb -0.39 0.88 -0.15 -0.16 1
Grano
Pb
0.39 -0.25 0.48 0.11 0.17 1
Suelo
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pH 9%MO Cd Cd Pb Pb Ni Ni As As
Suelo Suelo Grano Suelo Grano Suelo Grano Suelo Grano Suelo

NI 020 -0.71 0.83 080 -0.49 0.32 1
Grano
NI 099* -0.60 -0.33 -0.53 -0.38 0.32 0.09 1
Suelo
As
0.36 -042 -046 -052 -0.66 -0.21 -0.29 0.43 1
Grano
AS 058 -0.22 -0.75 -064 -0.33 -049 -0.26 0.66 0.46 1
Suelo

*Los valores son significativos a p < 0.05.

Se presento una la correlacion directa fuerte entre el pH y las concentraciones de Ni y
en el suelo como se observa en la Figura 9, es decir, cuando aumenta el pH aumentan
las concentraciones de Ni. Debido a coloides naturales (arcilla y materia orgéanica)
distribuidos en el suelo como segun lo menciona Wei et al. (2022) puesto que, la
adsorcion de Ni?* se ve afectada coloides del suelo en un aumento del 17% al 25% con
el aumento del pH de 5.5 a 7.5. Al aumentar el pH, la cantidad de H* disminuye, lo
que reduce la adsorcion competitiva entre H* y Ni?* en presencia de coloides del suelo.
Ademas, la cantidad de cationes en los sitios de unidn de los coloides del suelo también
se reduce con pH altos; por lo tanto, el nUmero de sitios negativos aumenta para

contribuir a la adsorcion de Ni?*.

Figuras 9.

Coeficiente de correlacion de Pearson entre el pH y concentracion de niquel en el

suelo.
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Mientras que los demas metales no presentan correlacién debido a que pH < 6 en el
suelo, los metales pesados se liberaran de sus complejos aumentando su movilidad
(Vanderschueren et al., 2021). Ademas, entre el pH y % de materia organica del suelo
se presentd una correlacion inversa fuerte, es decir, que cuando aumenta el pH se
disminuye el % de materia organica. Como mencionan Zhou et al. (2019) el pH

disminuye por la produccion acidos organicos desprendidos de la materia organica.

Figuras 10.

Coeficiente de correlacion de Pearson entre las concentraciones de Cd en suelo y

granos de cacao.
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Las concentraciones de Cd en granos de cacao y suelo presentaron una correlacion
directa fuerte como se observa en la Figura 10; como lo han descrito varios estudios
(Abt & Robin, 2020; Arévalo-Gardini et al., 2017). Al poseer idéntica carga y
comportamiento quimico al Ca?* facilitando la absorcién y acumulacién de Cd en la

planta como se menciond anteriormente.
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Tabla 24.

Rango de interpretacion de los coeficientes de correlacion de Pearson.

Intervalo de valores rxy o 5
Criterio de Correlacion

Desde Hasta

+0.00 +0.10 Correlaciéon Nula
+0.11 +0.30 Correlacion Débil
+0.31 +0.50 Correlacion Moderada
+0.51 +1.00 Correlacion Fuerte

Mientras que las mismas presentaron correlaciones directas fuertes con la
concentracion de Ni en los granos; contradictorio al estudio presentado por Romero-
Estévez et al. (2019) que determind una correlacién no lineal. Por otro lado, se
present6 una correlacion inversa fuerte entre la concentracion de As del suelo y Cd en
granos. A destacar, fue la correlacion directa nula entre las concentraciones de Ni en
el suelo y granos. Finalmente, se determind una correlacion directa fuerte entre el
contenido de Ni y As en el suelo; misma relacion que fue determinada por Mahmud
et al. (2021) en suelos de plantaciones de arroz, siendo de potencial riesgo para la salud

humana.

3.2.  Verificacion de Hipotesis

Se rechaza la hipoétesis nula planteada. La concentracion final de metales pesados en
las muestras de suelo de la plantacion cacaotera supera los limites maximos por la
norma ambiental. De igual manera, los granos de cacao en plantacion superan los
limites méaximos permisibles establecidos por las legislaciones nacionales e

internacionales vigentes.
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4.1.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se cuantifico los parametros fisicos del suelo en la plantacién cacaotera del
sector San Jacinto del cantén Montalvo, caracterizandose en un moderado pH
acido, baja conductividad eléctrica, niveles optimos de humedad y niveles
mayores al 5% de materia organica, siendo apropiados para el manejo y cultivo
del cacao; tomando en cuenta aumentar el pH a cercanos a pH 6.5 con el uso
de cal dolomita. Mientras que los parametros fisicoquimicos de granos frescos
de cacao dentro de la plantacion refirieron a un pH neutro, baja conductividad
eléctrica, alto contenido de humedad y niveles 6ptimos de materia organica,
mismos que son adecuados para su continuacion en etapas de produccion a

derivados del cacao.

Las concentraciones de metales pesados en el suelo de cada parcela muestreada
en la plantacién cacaotera presento diferencias por posibles contaminaciones
puntuales. No obstante, la plantacidn alcanzé una media general de 0.69 + 0.35
mgCd-kg?, 11.87 + 2.17 mgPb-kg™?, 16.32 + 2.33 mgNi-kg™' y 13.80 + 2.84
mgAs-kg™. Estos resultados reflejan mayoritariamente niveles normales para
los cultivos de cacao en comparacién a estudios similares en la regién Litoral
descritos en bibliografia. Por otro lado, las concentraciones de metales pesados
en granos de cacao de cada parcela muestreada no demostraron diferencias,
alcanzando una media general de 1.48 + 0.34 mgCd-kg™, 0.72 +0.18 mgPb-kg"
1'3.21 + 0.46 mgNi-kg? y 3.67 + 0.73 mgAs-kg?, que refleja niveles de
contaminacion en la mayoria mismos que son influenciados por el pH, materia

organica y metales presentes en el suelo.

Se efectud una comparacion entre las concentraciones de metales pesados y
LMP establecidos por la norma ambiental TULSMA. Determinado que las
concentraciones Cd y As sobrepasan los LMP, mientras que las
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concentraciones de Pb y Ni se encuentran por debjao del LMP. Con respecto a
la concentracién de Cd en granos de cacao, supera los LMP en normas de UE
y EEUU. En el caso de las concentraciones de Ni y As, superan los LMP
propuestos en las legislaciones de México, China, Indonesia, entre otros
importadores de cacao y derivados, con el fin preservar la salud humana ante
los metales pesados. Por otro lado, la concentracion de Pb en el grano se
mantiene por debajo del LMP establecidos en legislaciones de los paises

descritos.

El suelo de cultivo de la plantacion de cacao en el sector San Jacinto del cantén
Montalvo de la provincia de Los Rios, presentdé contaminacion de Cd y As,
segun la normativa ambiental. Por otro lado, en granos de cacao de la
plantacion se registré concentraciones de Cd, Ni y As superiores a normas
internacionales, amenazando la sostenibilidad en la produccion,
transformacion y comercializacion de cacao, como también a la salud humana.
Por tal motivo, a futuro es necesario desarrollar estudios acerca del flujo
radicular de metales pesados en plantas de cacao, papel de la microbiota,
propiedades fisicoquimicas, micro y macroelementos en el suelo, asi como

también el contenido de metales pesados en fertilizantes y pesticidas.

Con base en los resultados obtenidos por el analisis de correlacion de Pearson
entre el pH, contenido de materia organica y concentracion de metales pesados
en suelo y granos de cacao. Se determindé que el pH del suelo esta
correlacionado con el contenido de Ni del suelo debido a coloides naturales
(arcilla y materia organica) distribuidos en el suelo, que al aumento del pH
tienden a la adsorcion del Ni en mayor proporcion como lo describen estudios.
De la misma forma, la concentracion de Cd del suelo esta correlacionada con
la concentracion de Cd en granos de cacao debido a que el Cd en los minerales

sustituye al Ca®*, facilitando su absorcion por parte de la planta.
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4.2.

Recomendaciones

Emplear diferentes métodos de digestion acida con respecto al uso de HNO3,
HCI, HCIO4 0 H2SO4 y sus volumenes, acorde al tipo de muestra analizar para
evitar residuos organicos que conlleven a interferencias en la determinacion de

metales pesados por medio del espectrofotdmetro de absorcion atémica.

Determinar las concentraciones de metales pesados en el agua de riego
utilizada en la plantacién y a diferentes profundidades en el suelo, con el fin de
conocer la existencia de relacion alguna con la concentracion de metales

pesados en granos de cacao Y el suelo analizado.

Ampliar el estudio en analizar raiz, tallo, hojas, testa y mucilago de las pantas
de cacao con respecto a las concentraciones de metales pesados, con la
finalidad de conocer la movilidad de los mismos hasta llegar a los granos de

cacao.

Realizar una investigacion mas de campo que permita detallar posibles factores
puntuales que afectan la alta disponibilidad de metales pesados en las parcelas
de plantacion de cacao, como lo son datos topogréaficos, descripciones
detalladas del perfil del suelo, analisis de textura y nutrientes del suelo y uso
de fertilizantes o pesticidas.

Realizar estudios sobre las relaciones entre metales para determinar un sistema
de remediacion eficaz que combine arboles autoctonos, plantas herbaceas o
acuaticas, biocarbon, bacterias y micorrizas arbusculares, entre otros, que

reduzcan la presencia o disponibilidad de los metales pesados.
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AnNexos

Anexo 1.

Muestreo y medicion de parametros fisicoquimicos en muestras de suelo de

plantacion cacaotera.

Nota. A. Excavacion a profundidad 20 cm en suelo de plantacion de cacao. B.

Medicién de pH y conductividad eléctrica en muestras. C conservacion y refrigeracion
de muestras. D. Determinacion de contenido de humedad. E. Determinacion de % de

materia organica. F. Muestras secas de suelo.
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Anexo 2.

Muestreo y medicion de parametros fisicoquimicos en muestras de granos de cacao

de plantacion cacaotera.

Nota. A. Muestreo de mazorcas de cacao en la plantacion. B. Determinacion de
humedad y % de materia orgénica. C. Medicion de pH y conductividad eléctrica en

muestras. D. Granos de cacao
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Anexo 3.

Proceso de digestion acida y medicidn de concentraciones de metales por medio del

equipo de EAA con horno de grafito.

Nota. A. Preparacion de muestras antes de digestion en vasos de teflon con 0.5 de
muestra seca, 5 mL de HNO3z y 1 mL de H2O. B. Sistema de digestion por microondas
ETHOS UP MILESTONE. C. Muestra acabada la digestion. D. Muestras aforadas
luego de digestidn. E. Preparacion de soluciones a diferente concentracién del metal
para la creacion de curvas de calibracion. F. Medicion de metales en muestras por

medio del equipo de EAA con horno de grafito.
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Anexo 4.

Parametros para la elaboracion de la curva de calibracion de Cdy Pb.

Cd Lead Pb
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Anexo 5.

Parametros para la elaboracion de la curva de calibracion de Ni y As.
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Anexo 6.

Cadena de custodia en el muestreo de suelo de cultivo de cacao.

CADENA DFE CUSTODIA MUESTREO DE SULLO DE CACAO
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Anexo 7.

Cadena de custodia en el muestreo de mazorcas de cacao.

LUGAR MONITOREO

CADENA DE CUSTODIA MUESTREO DE MAZORCAS DE CACAO
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