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RESUMEN

El cacao es un alimento de gran importancia para la industria a nivel mundial y para el sustento de
millones de pequeiios productores, se produce en zonas tropicales y se exporta principalmente a
Europa donde se utiliza como materia prima en la industria chocolatera. Estudios han encontrado
alta presencia de cadmio (Cd) en el cacao producido en Latinoamérica y el Caribe (LAC), lo cual
puede ser perjudicial para la salud y la inocuidad alimentaria, por ello se han establecido
reglamentos para su control que incluyen limites maximos permitidos. La presencia del metal
pesado en los suelos se debe a origen geoldgico y antropogénico, el cual es absorbido por las raices
de las plantas y transportado hacia los granos. La presente investigacion evalué la biodisponibilidad
del Cd en el suelo para el cultivo de cacao, a través de métodos de fraccionamiento quimico y
extraccién simple como aporte al conocimiento de las formas de distribucion del metal pesado en
las diferentes fracciones del suelo y su relacién con la acumulacién de Cd en la planta de cacao. Este
conocimiento puede contribuir al disefio de estrategias de mitigacién y control que reduzcan la
presencia del Cd en el cacao.

Se estudiaron diversas muestras de suelo de 34 sitios, junto con muestras emparejadas de hojas y
granos de cacao, en seis departamentos de Colombia. El software geoquimico de transporte y
especiacién de metales ORCHESTRA se corrid para el fraccionamiento del Cd y se aplicaron cuatro
métodos de extraccién simple: HNOs, EDTA, DTPA y Mehlich 3 en muestras de suelos. En general,
los suelos estudiados tuvieron el siguiente orden en cuanto a las fracciones de Cd encontradas:
residual > acidos huimicos (HA) > acidos fulvicos (FA) > arcilla > 6xidos de manganeso (HMQO) >
disuelto > éxidos de hierro y aluminio (HFO). No obstante, la distribucién varié fuertemente por
departamento. Las fracciones mayoritarias no se relacionaron con las fracciones mas biodisponibles
para la planta, mientras que las fracciones de Cd disuelto y unido a las arcillas que fueron
minoritarias resultaron ser de mayor riesgo de movilidad, dado que tuvieron las mayores
correlaciones con el Cd en el grano (r=0,76 y 0,76; p<0,01) y la hoja (r=0,62 y 0,71; p<0,01),
respectivamente. Las extracciones simples DTPA y Mehlich 3, que usan soluciones mas
especializadas con buffer y agentes quelantes, mostraron las correlaciones mas fuertes con el Cd en
el grano (r=0,78 y 0,76; p<0,01). Mientras que las extracciones DTPA y EDTA tuvieron las
correlaciones mas fuertes con el Cd en la hoja (r=0,58 y 0,57; p<0,01). Las correlaciones del Cd total
en el suelo por agua regia tuvieron las correlaciones mas bajas a nivel general, con el Cd en el grano
y Cd en la hoja, en comparacién con las correlaciones obtenidas con los métodos de extraccion
simple y con las fracciones del Cd modeladas. Comparando la facilidad, los menores costos y el uso
de reactivos con menor impacto ambiental, el analisis de Cd biodisponible con métodos simples de
un solo paso, son una alternativa util a la medicién del Cd total, especialmente, para ser usado como
indicador temprano de lo que va a suceder en el grano. La cantidad de Cd extraido con los métodos
estudiados disminuyd en el siguiente orden: Total > HNO; > EDTA > Mehlich 3 > DTPA, los métodos
con menor fuerza de extraccion también tuvieron los valores menos variables, mostrando ser mas
especificos. La regresion lineal multiple mostré que el Cd en el grano incrementa con el Cd total y el
Cd DTPA del suelo y decrece con el pH y la materia organica (MO) (R? = 0,81; p<0,01). La inclusién
del contenido de arcilla en los modelos de prediccidon no mejord la precision de ajuste y desfavorecié
los Criterios de Informacion Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC).

PALABRAS CLAVES: fraccionamiento quimico, cadmio, cacao, extraccion simple, suelos
colombianos, modelacion.
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ABSTRACT

Cocoa is a food of great importance for the cocoa and chocolate industry and for the livelihoods of
millions of smallholder producers, globally; it is produced in tropical areas and Europe is the main
importer. Studies have found a high concentration of cadmium (Cd) in cocoa produced in Latin
America and the Caribbean (LAC), which can be a hazard to human health; therefore, food safety
regulations have been established that includes maximum permitted limits of Cd. The cacao plant
absorbs Cd from the soil and transports it to the beans. The presence of heavy metal in the soil is
due to geological and anthropogenic origin. The present research project evaluated the
bioavailability of Cd in the soil for cocoa crop, through methods of chemical fractionation and single
extraction. The study contributes to a better understanding of the distribution of the heavy metal
in the soil fractions and its relationship with Cd accumulation in the cocoa plant. This knowledge can
contribute to the design of mitigation and control strategies that reduce the presence of Cd in cocoa.

Diverse soil samples from thirty-four sites were studied, alongside paired leave and cocoa bean
samples, across six departments of Colombia. The ORCHESTRA geochemical transport and
speciation software was run, and four single extraction methods were applied: HNO3, EDTA, DTPA
and Mehlich 3 on soil samples. In general, the studied soils had the following order in terms of Cd
fractions found: residual > humic acid (HA) > fulvic acid (FA) > clay > manganese oxides (HMO) >
dissolved > iron and aluminium oxides (HFO). However, this distribution varied strongly by
department. The majority fractions were not correlate with the most bioavailable fractions for the
plant, while the dissolved and clay-bound Cd fractions that were in the minority turn out to have
the highest mobility risk, since these had the highest correlations with bean Cd (r=0,76 and 0,76,
respectively; p<0,01) and leaf Cd (r=0,62 and 0,71; p<0,01), respectively. The single extractions with
DTPA and Mehlich 3, which use more specialized solutions with buffer and chelating agents, showed
the strongest correlations with bean Cd (r=0,78 and 0,76; p<0,01), while the DTPA and EDTA
extractions had the strongest correlations with leaf Cd (r=0,58 and 0,57, respectively; p<0,01). The
correlations between total soil Cd by aqua regia and bean and leaf Cd were lower in general, in
comparison with the correlations obtained with the simple extraction methods and with the
modeled Cd fractions. Compared to the ease, lower costs and use of reagents with lower
environmental impact, the bioavailable Cd analysis with single one-step methods is a useful
alternative to the measurement of total Cd, especially to be used as an early indicator of what is
going to happen in the grain. The amount of Cd extracted declined in the order: Total > HNO3; > EDTA
> Mehlich 3 > DTPA, the methods with the lowest extraction strength also had the least variable
values, showing to be more specific. Multiple linear regression showed that Cd in the grain increases
with total Cd and DTPA Cd of the soil and decreases with pH and organic matter content (R? = 0,81;
p<0,01). The inclusion of clay content in the prediction models did not improve the accuracy of fit
and disfavored the Akaike Information Criteria (AIC) and Bayesian (BIC).

KEYWORDS: chemical fractionation, cadmium, cacao, cocoa, single extraction, Colombian soils,
modelling.
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1. INTRODUCCION

El Cd que es un metal pesado de origen natural presente en el ambiente, estad distribuido en
diferentes tipos de suelos y concentraciones alrededor del planeta. Su presencia en suelos agricolas
es de gran importancia dado que puede absorberse y transportarse a través de la planta, ingresa a
la cadena tréfica y se bioacumula en el cuerpo humano. Este metal se acumula principalmente en
los rifiones y el higado, causando grandes afectaciones a la salud y desencadenando diversas
enfermedades como insuficiencia renal, reduccidn de la densidad désea y accién cancerigena
(Maurice & Barraza, 2019).

Estudios a nivel mundial muestran altos contenidos de Cd en suelos cultivados con cacao, lo que ha
conllevado a encontrar altos niveles de este metal pesado en los granos de cacao, principalmente
en la region de LAC (Figura 1).
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Figura 1. Presencia de Cd en granos de cacao a nivel mundial (Meter et al., 2019)

Si bien la regidn LAC no es la principal productora de cacao a nivel mundial, el cacao producido en
esta region, de la cual es originario este fruto, es reconocido como cacao fino y de aroma (Afoakwa
et al., 2008). Esta clasificacién le ha concedido un gran valor en la industria del chocolate y ser
altamente demandado en el mercado internacional.

El consumo medio de chocolate en el mundo asciende a un estimado de 0,9 kg per capita al afio.
Los paises europeos muestran promedios significativamente mas altos. Los mayores consumidores
de chocolate del mundo son los alemanes con un consumo per capita de 11 kg al afio. Suiza ocupa
el segundo lugar con 9,7 kg per cépita, seguida de Estonia con 8,8 kg per capita. El consumo medio
de chocolate per capita en Europa se estima en 5,0 kg (CBI, 2021).

Preocupados por mantener la inocuidad alimentaria y reducir la exposicion de los consumidores de
productos de chocolate, la Union Europea (UE) establecid niveles maximos permisibles de Cd en
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cacao y productos derivados de chocolate de acuerdo con la Tabla 1, reglamento que empez6 a regir
a partir del 1 de enero del 2019.

Tabla 1. Niveles maximos permisibles de Cd en productos de cacao reglamentados por la Comisién Europea

Product Hivel maximo
roducta permisible (mg/kg)

Chocolate con leche con un contenido de matena seca total de 0.10
cacao < 30% :
Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao < 50%:
chocolate con leche con un contenido de matena seca total de 0.30
cacao = 30%
Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao = 50% 0.80
Cacao en polvo vendido al consumidor final o como ingrediente en
cacao en polvo edulcorado vendido al consumidor final (chocolate 0.60
para beber)

(Meter et al., 2019)

El sector cacaotero en Colombia viene creciendo significativamente afio a afio, incluso en el primer
trimestre de 2021 se registré el récord de produccidn de cacao mas alta de la historia del pais
(FEDECACAO, 2021). Las exportaciones de cacao colombiano registraron un incremento de 2019 a
2020 del 22,27%, lo que representd mas de 26 millones de ddlares para la cadena (Gonzalez, 2021).

En Colombia se vienen desarrollando trabajos de investigacidon relacionados con el Cd y la
produccién cacaotera. Por ejemplo, en un caso de estudio Gil et al., (2021) encontraron que el
contenido de Cd en los suelos de las fincas evaluadas de Antioquia oscilé entre 1,22 y 2,03 mg/kg,
mientras que el contenido de Cd en los granos de cacao oscilé entre 0,07 y 1,44 mg/kg. Asimismo,
Bravo et al., (2018) estudiaron fincas en regiones cacaoteras de Santander, Arauca y Boyaca y
encontraron que los niveles mas altos de Cd total en suelo de 3,74 mg/kg estaban en el
departamento de Boyaca.

Durante el analisis de investigacion y soluciones potenciales para la mitigacién de la contaminacion
del Cd en cacao que se realizd para la regién LAC (Meter et al., 2019), los autores recomiendan
enfocar las acciones futuras en: i) llenar la brecha de conocimiento con respecto a las bases
fisiolégicas de la absorcion de Cd, el transporte a través de la planta y la acumulacion en granos de
cacao y ii) establecer consistencia en los resultados analiticos de laboratorio, centrandose en la
estandarizacién del muestreo, los métodos de extraccién de Cd y el andlisis.

En el marco de estas iniciativas que se estan realizando para mitigar el problema, la Alianza
Bioversity y CIAT lidera un proyecto regional para Colombia, Perd y Ecuador, llamado Clima-LoCa
(https://climaloca.org/). Este proyecto es financiado por la UE y aspira mejorar la movilizacién de la
investigacion y la capacidad de innovacidn para contribuir en el desarrollo sostenible del sector
cacaotero. El proyecto aborda importantes desafios relacionados con la resiliencia, la
competitividad y la inclusién de los sectores del cacao en crecimiento.

Este proyecto de investigacidon nace buscando articular estas iniciativas regionales con las
capacidades y necesidades del laboratorio de suelos de la Alianza, enlazando los conceptos de
qguimica y fisica de suelos aplicada con criterios de aseguramiento y control de calidad.

De acuerdo con el anterior, el objetivo general de la investigacion es evaluar la distribucion del Cd
en suelos cultivados con cacao en Colombia, a través de métodos de fraccionamiento quimico y
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extraccién simple como herramientas de estimacion de la biodisponibilidad del metal pesado en el
sistema suelo-planta que permitan identificar las fracciones de Cd con mayor riesgo de movilidad y
predecir de manera temprana la absorcién del Cd en la planta, para facilitar el enfoque de
estrategias de mitigacion mas especificas.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccién de cacao en LAC actualmente representa alrededor del 18% de la produccién mundial,
mientras que para la denominacidn cacao fino de aroma esta cifra sube al 76% (PROCOLOMBIA,
2016; Thomas et al., 2023). Esta produccion ha ido en aumento en los ultimos afios, razén por la
cual ha sido incluido en programas de desarrollo para aliviar la pobreza rural, promover la paz en
regiones en posconflicto y reemplazar cultivos ilicitos. Teniendo en cuenta lo anterior, se ha venido
considerando la gran relevancia de estudiar la biodisponibilidad del contenido de Cd en el suelo,
hoja y grano en el cultivo del Theobroma cacao para predecir el comportamiento de este
contaminante y su incidencia en la produccién de chocolate fino y de aroma.

Argiello et al.,, (2019) reportaron que las concentraciones de Cd en los granos de cacao se
relacionaron principalmente con el Cd en la hoja, lo que apunta a una fuente comun de Cd en las
plantas. Luego las concentraciones de Cd tanto en granos como en hojas estaban a su vez,
relacionadas principalmente con el Cd en el suelo.

El contenido de Cd en suelo se puede dividir de manera general en tres fracciones en funcién de su
presencia en el suelo: total, intercambiable y en la solucion de suelo (Figura 2). Estudiar estas fases
permitiria conocer la dindmica del Cd en el sistema suelo-planta para el cultivo de cacao.
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Figura 2. Fracciones de Cd y biodisponibilidad en suelo (Meter et al., 2019).

En los estudios que se han realizado para conocer la movilidad del Cd en el sistema suelo-planta en
el tropico (Argiello et al., 2019; Chavez et al., 2015; Gil et al., 2021; Vanderschueren et al., 2021)
encontraron que, si bien la concentracién total de Cd en el suelo guarda una relacién con el Cd en
el grano de cacao, no existe una correlacidn que permita conocer la cantidad del metal que va a ser
absorbido por la planta, por tanto, sugieren estudiar diferentes métodos de extraccidn para evaluar
el Cd biodisponible y encontrar relaciones directas con la concentracién en el grano.

Existen muchos debates sobre la definicidn precisa de biodisponibilidad, y sus métodos de medicidn
aun deben estandarizarse para que el concepto pueda ser confiable, como una herramienta para la
evaluacion de riesgos. Para su estudio es importante considerar las interacciones fisicoquimicas
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entre los metales y los suelos (p. ej., dependencia del pH y contenido de MO), el mecanismo de
absorcién por las plantas (p. ej., absorcion activa y pasiva a través de las membranas de la raiz) y
criterios de valoracién bioldgicos (p. ej., toxicidad, crecimiento o bioacumulacién). Por estas
razones, existe un interés por desarrollar una definicidn mas conceptual combinada con un aspecto
operativo, que puede permitir la comprensidon mecanica de la biodisponibilidad y la estandarizacion
de una herramienta de medicién de biodisponibilidad. Esto es de suma importancia a medida que
la ciencia pasa de la investigacion tradicional especifica de una disciplina a actividades de
investigacion mas multidisciplinarias en las que los investigadores deben hablar el mismo idioma
(Kim et al., 2015).

Lo anterior significa que la acumulacién de Cd en la planta no se puede explicar solo con Cd total del
suelo y altos contenidos de éste, dado que las diferentes formas de disponibilidad, sumadas a las
condiciones del sistema suelo-planta, pueden llevar a diferentes niveles de absorcién. Luego, si no
se conoce la relacién de estos factores con el Cd extraido por la planta, dificulta la interpretacion de
los resultados de laboratorio como herramienta prdctica de prediccion del metal en la planta para
el disefio de estrategias de gestion de la contaminacién del cacao con Cd.

Dentro de los aspectos operativos del estudio de la biodisponibilidad, la especiacidn quimica de las
fracciones de Cd del suelo y los métodos de extraccidon simple, son herramientas de medicion
esenciales para comprender el vinculo planta-Cd. Aunque este tipo de especiaciones del Cd del suelo
se ha realizado para una variedad de suelos plantados con otros cultivos, y no en regiones tropicales
para cacao el estudio de los suelos ha sido muy limitado, lo que dificulta el conocimiento sobre la
vinculacion cacao-Cd (Vanderschueren et al., 2021).

Algunas investigaciones han buscado modelos de prediccién de la adsorcién del Cd en el cacao, sin
embargo, se han encontrado grandes dificultades en los analisis de los datos. Bravo et al., (2021)
realizaron la primera encuesta a nivel nacional en Colombia sobre la distribucion del contenido de
Cd en suelos cacaoteros, y encontraron que existia una alta variabilidad en los factores
correlacionados con Cd en suelo de cultivo de cacao en Colombia y sugieren que el estudio debe ser
reforzado con un andlisis de contenido de Cd en granos de cacao.

En los laboratorios de suelos normalmente se determinan los contenidos de nutrientes disponibles
o intercambiables, que son formas quimicas que las plantas pueden absorber. Por tanto, existen
guias, normas y estandares internacionales que describen métodos de extraccidn para desarrollar
en los laboratorios, como por ejemplo Fdsforo por Bray Il, elementos mayores (Ca, Mg y K) por
acetato de amonio, etc. Para el caso de los metales pesados, la determinacion de las fracciones
disponibles también pueden ser buenos predictores para el metal absorbido por la planta. Correa
et al.,, (2021) mencionan que, para el caso del Cd, el contenido total, por el contrario, generalmente
solo representa menos del 50% de la variacidn de Cd absorbido por la planta de cacao, por lo tanto,
la concentracion total del metal es un predictor limitado de la absorcion por los cultivos.

Los estudios que se han realizado en Colombia no han tenido en cuenta el Cd biodisponible a través
de métodos simples y se han limitado principalmente al Cd total o pseudototal (digestiones fuertes
acidas) (Bravo et al., 2018, 2021), y los estudios que han determinado Cd biodisponible, no han
tenido en cuenta una amplia gama de métodos de extraccidon, se han limitado a trabajar
principalmente con EDTA para todos los tipos de suelos (Correa et al., 2021).
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Cuando no se tienen guias o métodos estandar de laboratorio para determinar de manera operativa
el Cd biodisponible los procedimientos analiticos no son eficientes y se incurren en
reprocesamientos que aumentan los costos asociados a los analisis. Sumado a que los equipos y
reactivos que se utilizan son bastante costosos, genera que el acceso por parte de los actores de la
cadena de produccién y transformacidn a los andlisis de laboratorio sea dificil. Si no se realizan
analisis de laboratorio, no se puede evaluar el problema potencial ni implementar acciones o
estrategias de mitigacion, creando incertidumbres que repercuten en la confianza del mercado y
por ende en su economia.

La baja armonizacién en los métodos de analisis ejecutados por los laboratorios genera resultados
gue no son susceptibles de comparacion, lo que dificulta los analisis que buscan una vision integral
de la problematica para construir herramientas que permitan tomar decisiones e implementar
estrategias de mitigacidn en el corto y largo plazo. Vanderschueren et al., (2021) , hicieron una
completa revisién de los datos reportados hasta el momento del transporte del Cd desde el suelo
hasta la barra de chocolate, prestando especial atencion a la calidad de los datos. De un total de 46
publicaciones (obtenidas después de varios criterios de busqueda), rechazaron la mayoria debido a
que, entre otras razones, los resultados reportados estaban por debajo de los limites de deteccién,
no publicaron resultados de Materiales de Referencia Certificado (MRC), los resultados de
recuperacion de los MRC estaban muy lejos de lo esperados y reportes de Cd en granos de cacao
procesados de manera no convencional; al final se quedaron con solo 6 estudios que cumplian todos
los criterios establecidos.

Estudiar métodos de extraccidon simple y especiacién quimica de Cd en el suelo, con criterios de
calidad, para determinar la especie biodisponible que mejor se correlacione con el Cd absorbido por
la planta de cacao y llevado al grano, teniendo en cuenta la variacion de las propiedades quimicas y
fisicas mds relevantes, en suelos tropicales de Colombia, permitird contribuir a los vacios
metodolégicos de laboratorio y de aplicacién de estrategias que existen en la problematica de la
presencia del Cd en el cacao.

Por tanto, se considera que el problema central es la incierta correlaciéon de los métodos de
extraccién de Cd biodisponible en el suelo con el Cd en el grano de cacao en Colombia.

Pregunta de investigacion:

¢Cémo se distribuyen las fracciones de Cd biodisponible en suelos cultivados con cacao en Colombia,
de acuerdo con sus propiedades quimicas vy fisicas (por ejemplo, pH y textura) y su relacién con el
Cd medido por métodos de extraccidon simple para predecir el Cd presente en el grano de cacao?

Hipodtesis de trabajo:

Al conocer la distribucién de las fracciones quimicas de Cd en suelos de Colombia, los métodos de
extraccién simple de laboratorio se podrdn delimitar de acuerdo con las propiedades del suelo, para
correlacionar y modelar con el Cd que la planta concentra en el grano.

18



3. MARCO TEORICO
3.1.Propiedades fisicoquimicas del suelo y su relacidn con la planta

Desde el punto de vista cientifico mds actualizado, la Edafologia define el suelo como “un ente
natural organizado e independiente, con unos constituyentes, propiedades y génesis que son el
resultado de la actuacion de una serie de factores activos (clima, organismos, relieve y tiempo) sobre
un material pasivo (la roca madre)" (Lopez, 2006).

Los suelos se diferencian por sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Teniendo en cuenta que
se constituyen por una mezcla de particulas sélidas organicas e inorganicas en mayor o menor grado
de desintegracién, agua y aire en proporciones variables, la interaccion de estos componentes le
dan caracteristicas fisicas de textura, estructura, color, densidad, consistencia, porosidad, drenaje y
profundidad efectiva particulares para cada suelo. En el caso de la textura, determina la proporcion
en la que se encuentran las particulas minerales de diversos tamafios (arena, limo y arcilla), que
tienen especial significado en los aspectos de: aireaciéon, movimiento del agua, retencion de
humedad, retencién y liberacién de iones, disponibilidad de nutrientes y con ellos en su
productividad, uso y manejo (Jaramillo, 2002).

Las propiedades quimicas del suelo también se derivan de las caracteristicas de formacién, material
de origen, MO, actividad microbiana y reacciones que ocurren dentro del mismo. La composicion
guimica del suelo incluye la reaccién de un suelo (pH) y la concentracidn de sus elementos quimicos
incluyendo los nutrientes para las plantas (fertilidad) (Hernandez, 2013). De lo anterior se deriva la
importancia de conocer todas estas propiedades para realizar una mejor gestion integral del suelo.

El pH constituye una de las propiedades quimicas mas importante en los suelos, ya que de él
depende la disponibilidad de nutrientes para las plantas, determinando su solubilidad y la actividad
de los microrganismos, los cuales mineralizan la MO. Otra propiedad importante es el intercambio
idnico, el cual es un proceso reversible, estequiométrico y rapido mediante el cual, la fase sdlida
retira y retiene algunos iones de la solucién del suelo, al tiempo que entrega cantidades equivalente
de otros, por lo que esta propiedad gobierna la capacidad del suelo de hacer intercambio de
nutrientes con la planta (Jaramillo, 2002).

En cuanto al Cd, este es un elemento no esencial para las plantas y su absorcidn se debe al transporte
mediante procesos especificos y no especificos similares a los utilizados para iones como el Fe?,
Ca?*, Zn* Cu?* y Mg*. Después de la absorcién por el sistema radicular, el Cd** es transportado al
xilema para llegar a las hojas. En las hojas Cd?* es transportado activamente al floema desde donde
llega a los frutos. El Cd también puede llegar a los frutos directamente por el xilema (Meter et al.,
2019).

3.2.Presencia y movilidad del Cd en el ambiente

El término “metales pesados” se refiere al grupo de metales y metaloides de densidad relativamente
alta (>4,5 g/cm? como Pb, Cd, Cu, Hg, Sn y Zn, que pueden causar problemas de toxicidad. Estos
elementos se encuentran contenidos en el material original que al meteorizarse se concentran en
los suelos, por lo que aparecen de forma natural en bajas y altas concentraciones. Muchos de ellos
son micronutrientes esenciales para plantas, animales y humanos, pero en concentraciones altas
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pueden causar fitotoxicidad y dafiar la salud humana a causa de su naturaleza no biodegradable,
gue causa que se acumulen facilmente en los tejidos y organismos vivos (Garcia & Dorronsoro,
2000).

Las principales fuentes antropogénicas de contaminacion del suelo son los quimicos usados o
producidos como derivados de actividades industriales, desechos domésticos y municipales,
incluyendo las aguas residuales, los agroquimicos y los productos derivados del petrdleo. Estos
guimicos son liberados al medio ambiente accidentalmente, por ejemplo, los procedentes de
derrames de petréleo o de la lixiviacidn desde los vertederos, o intencionalmente, como sucede con
el uso de fertilizantes y plaguicidas, irrigacién con aguas residuales no tratadas o la aplicacidn en
suelos de lodos de depuradora (FAQ, 2019).

El Cd representa uno de los mayores riesgos para la seguridad alimentaria y la salud humana, y este
riesgo se ve exacerbado por su la alta movilidad hacia las partes comestibles de los cultivos. Si bien
este elemento no es esencial, dado que no cumple un propdsito metabdlico en las plantas, se
absorbe como un catidon divalente y se acumula en las raices, vainas y granos de cacao (Rodriguez
Albarrcin et al., 2019).

Existe un interés creciente en la determinacién del contenido de metales biodisponibles en los
suelos porque, al evaluar el riesgo, lo que preocupa es la fraccidon capaz de ingresar y afectar los
sistemas bioldgicos de un organismo, no el contenido total de metales. Desafortunadamente, el
término biodisponible tiene diferentes significados en diferentes disciplinas y, tal vez como
resultado, a veces se usa de manera poco especifica en la literatura sobre suelos (Dutta & Lodhari,
2018). Por lo anterior, es importante que cuando se investiga sobre la biodisponibilidad de un
elemento, se aclare los organismos objeto, las especies quimicas y las rutas de exposicion.

3.3.Biodisponibilidad del Cd en el suelo

En la agricultura y el estudio del sistema suelo-planta, el propdsito de estudiar la biodisponibilidad
de los metales, es evaluar la porcién del elemento que estd disponible en el momento o que puede
volverse disponible bajo ciertas condiciones, en el suelo para ser tomado por la planta, lo que
permitira tomar decisiones apropiadas de manejo del cultivo, frente a nutricién y remediacién, en
el caso de los metales pesados.

Kim et al.,, (2015) concluyeron en una revisién critica que hicieron de las definiciones y la
implementacion practica de la biodisponibilidad de los metales pesados en los suelos: que la
biodisponibilidad se puede considerar como un proceso dindmico complejo que comprende tres
pasos de (1) disponibilidad ambiental, es decir, la cantidad total de metales pesados en el suelo,
incluidas las fracciones reales y potenciales que se pueden disolver de la matriz del suelo en el agua
intersticial, (2) biodisponibilidad ambiental, es decir, la cantidad de fraccién disuelta en el agua
intersticial que pueden absorber las raices de las plantas u otros organismos del suelo, y (3)
biodisponibilidad toxicolégica, es decir, la cantidad de metal pesado que puede inducir
fisiolégicamente la bioacumulacion u otro efecto dentro de las plantas dependiendo de la
translocacion, el metabolismo y la desintoxicacidon. Para cada metal pesado, las diferencias en la
solubilidad, la movilidad en el suelo y la translocacién dentro de las plantas, estan dominadas por la
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adsorcién especifica y no especifica, asi como por las diferentes afinidades de complejaciéon para los
ligandos inorgdanicos y organicos que dependen en gran medida del pH del suelo (Kim et al., 2015).

El paradigma general sobre la absorcién de metales del suelo es que las raices absorben los
elementos a través del agua intersticial y la concentracidn de los elementos disueltos afecta la tasa
de absorcién. Esto sugeriria que, la biodisponibilidad de Cd en el suelo aumenta a medida que
disminuye el pH, lo que es un hecho, sin embargo, los efectos relativos son generalmente menores
de lo que se puede esperar desde un punto de vista quimico puro. De hecho, estudios recientes a
gran escala de las concentraciones de metales en las plantas y la especiacion de los metales en los
suelos asociados demostraron que las concentraciones de Cd en el agua intersticial o las actividades
de iones libres del Cd no explicaban las concentraciones en los cultivos (Dutta & Lodhari, 2018).

Para medir la biodisponibilidad del Cd en suelos especificamente en relacidn con la absorcién por
las plantas, también llamada fitodisponibilidad (Kim et al., 2015), se han establecido legislaciones y
estdndares internacionales que recomiendan el uso de extractantes débiles asociados a las
fracciones disueltas de Cd en el agua intersticial: CaCl,, NH4OAc, NH4sNOs, entre otros. No obstante,
estos métodos arrojan valores muy bajos de Cd en la solucién del suelo (menos del 5% del Cd total),
por consiguiente, requieren el uso de equipos muy especializados como el ICP-MS, que
normalmente no se tiene en los laboratorios de servicios de analisis de suelos. Por lo anterior, el
objetivo de evaluar otros métodos de extraccién simple y fraccionamiento quimico, para definir las
fracciones o extracciones que mejor correlacionen con el Cd en el grano, sirve como alternativa para
la evaluacién de la biodisponibilidad del Cd en el suelo para la planta, con tecnologias o métodos
mas simples.

3.4.Metodologias para determinar Cd extraible y fracciones quimicas de Cd en el suelo

Como se ha explicado anteriormente, existe un interés considerable en evaluar las fracciones del
contenido total de metales asociados con fases minerales especificas del suelo. Esta informacion
ahora estd comenzando a estar disponible a través de la aplicacion de métodos de analisis de
especiacién. Sin embargo, durante muchos afios, los cientificos del suelo han tratado de inferirlo
mediante la aplicacidn de extractantes quimicos selectivos, estas porciones son llamadas extraibles
o extractables. Aunque este enfoque ha producido mucha informacién util, es importante tener en
cuenta que los reactivos utilizados rara vez son completamente especificos. Por lo tanto, a menudo
es beneficioso considerar que los extractantes no se dirigen a fases minerales precisas, sino a
"reservorios" especificos de metales pesados en el suelo, cada uno de los cuales tendrd diferente
solubilidad, movilidad e impacto ambiental potencial (Dutta & Lodhari, 2018).

La cuantificacién de la cantidad de Cd en el suelo en cada una de las formas antes mencionadas
requiere el uso de diferentes reactivos, soluciones o medios, que pueden extraer el Cd segun su
fuerza de unidn vy clasificarse como débiles, medios o fuertes. El tamafio de la fraccion
intercambiable se puede determinar por extraccién usando acidos débiles (p.e. EDTA 0,05 M, HCI
0,1 M o HNO3 0,43 M), mientras que la fraccién en la solucion de suelo se mide con lisimetros o por
una extraccion del suelo utilizando sales débiles como CaCl,, Ca(NOs),, NaNO3; o métodos de
extracciéon DTPA). El contenido total de Cd del suelo generalmente se determina mediante la
digestidn con un acido fuerte (EPA30508B para la digestion acida de suelos — EPA 2015) (Meter et al.,
2019).

21



Una forma de mejorar la selectividad de la extraccién del suelo es aplicar no uno, sino una serie de
reactivos, en orden creciente de "vigor", Ilamado fraccionamiento quimico. Los metales liberados al
principio de la serie son los que se unen mas débilmente al suelo y, por lo tanto, tienen la mayor
movilidad potencial. La extraccidn quimica secuencial puede subdividir el contenido de metales del
suelo en depdsitos, nominalmente asociados con diferentes fases minerales y que probablemente
respondan de diferentes maneras a los cambios en las condiciones ambientales, como el pH o el
potencial redox (Dutta & Lodhari, 2018). Se ha propuesto una amplia variedad de procedimientos
de extraccién secuencial desde los primeros trabajos de Tessier en 1979, que determind las
fracciones asi: agua soluble, intercambiable, acido soluble (unido a carbonatos), reducible (unido a
oxidos de Fe y Mn), oxidable (unido a materia organica) y residual.

Otra de las metodologias para determinar el Cd en el suelo son los modelos geoquimicos, los cuales
consisten en crear o disefiar modelos tedéricos de reaccién capaces de explicar lo observado en el
sistema planta-suelo o las matrices de interés para cada investigador. En estos modelos se emplean
los datos disponibles para determinar que reacciones quimicas han ocurrido, las condiciones en las
gue ocurrieron y como cambiarian en la respuesta final de la variable estudiada (Gimeno & Pefia,
1994). Estos modelos basados en procesos geoquimicos, que se desarrollan para calcular la
concentracién de iones metdlicos libres disueltos en el agua intersticial y la fraccién metadlica
disponible real utilizando las reacciones y constantes termodindmicas, también se pueden agrupar
en varios tipos: 1 - programas que calculan la actividad libre de iones metadlicos, por ejemplo MINTEQ
3.0, PHREEQ 3 (pH-REdox EQuilibrium) y ORCHESTRA (objetos que representan modelos de
transporte y especiacion quimica), 2 - modelos que calculan la unién de iones metdlicos a
geocoloides tales como acido humico y fulvico, para ejemplo, el modelo NICA-Donnan (adsorcion
competitiva no ideal) y el WHAM/Modelo VI (modelo acuoso humico de Windermere) que se
incorporan como submodelos, como en Visual MINTEQ, y 3 - modelos que predicen adicionalmente
la interaccion del metal en el sitio de accion toxica (es decir, ligandos bioticos) y puede calcular los
niveles de efectos tdxicos, por ejemplo, BLM (modelo de ligando bidtico) y TBLM (modelo de ligando
bidtico terrestre) (Kim et al., 2015).

4. ESTADO DEL ARTE

A nivel mundial se han venido adelantando estudios en las diferentes lineas de investigacion
alrededor de la problematica del Cd en el cacao, principalmente en los paises de LAC, algunos con
el apoyo principalmente de instituciones de Europa y Estados Unidos.

A continuacién, se muestran los estudios mds relevantes que aportaron informacion para el
desarrollo del presente proyecto, los cuales se abordan en orden cronoldgico, primero a nivel
internacional (Tabla 2) y posteriormente se incluirdn los estudios en Colombia (Tabla 3).
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Tabla 2. Principales investigaciones internacionales de Cd en cacao

Linea de
investigacién / Pais /
Autor

Investigacion

Metodologia - Aspectos
Generales

Resultados principales

Fisiologia, relaciéon
Cd en suelo-planta,
Cd biodisponible,

ensayos de campo

Ecuador

(Chavez et al., 2015)

Evaluacion del contenido
de Cd y propiedades
fisicoquimicas de suelos
de Ecuador y Cd en las
diferentes partes de las
plantas de cacao
cultivadas en fincas, con
uso de diferentes métodos
de extraccién en suelos
para predecir el Cd
disponible.

19 fincas y sitios de
muestreo: 4
profundidades, muestras
de suelos y plantas. Se
determino Cd Total, con
HNOs+H,0,y Cd extraible
con Mehlich 3 (M3), HCI
0,1M, NH40Ac 1M.
Lecturas en ICP-OES

Correlacion por pares,
regresion simple, analisis
regresion por pasos

El Cd en los tejidos del cacao
disminuyd en el siguiente orden:
granos>cascara >>hojas. 12 de los
19 lugares tenian un contenido de
Cd en los granos superior al nivel
critico (0,6 mg/kg). La
concentracion de Cd en los granos
estaba altamente correlacionada
con el Cd por Mehlich 3 o HCl tanto
a la profundidad de 0-5 como a la
de 5-15 cm (r=0,80y 0,82 para M3,
y r=0,78 y 0,82 para HCl)

Fisiologia,
especiacion,
relacion suelo-
planta, Cd
biodisponible,
ensayos de campo

Ecuador

(Chavez et al.,
2016b)

Fraccionamiento quimico
del suelo para estudios de
especiacién del Cd en el
suelo buscando la mejor
correlacién con el Cd en el
grano, luego estudiar la
correlacién con método de
extraccion simple.
Experimento en campo a
pequefia escala, 15 sitios
de produccion

15 sitios de muestreo. 15
muestras compuestas a 2
profundidades: 0-5 y 5-15
cm. Granos cacao de 3-4
vainas maduras. Analisis
ICP-OES

Test de multirango de
Tukey-Kramer y analisis
de correlaciones por
pares

La distribucién de las fracciones:
oxidable > soluble en acido >
residual > reducible >> soluble en
agua (intercambiable). La fraccién
soluble en acido fue la que mejor
correlacion6 con el Cd en grano. La
extraccion con HCl 0,01M (r=0,99)
fue la que mejor correlaciond con
la fraccidn soluble en acido,
seguida de la extraccidn con
Mehlich 3 (0,97)

Manejo de suelos,
sistema suelo-
planta,
biodisponibilidad de
Cd, ensayos de
campo

Bolivia

(Gramlich et al.,,
2017)

Estudio de comparacion
de las concentraciones de
Cd en hojas, vainas y
granos bajo diferentes
sistemas de produccion,
monocultivos,
agroforestales, organico,
convencional. Modelacién
de pardmetros del suelo
para determinar factores
que influyen en la
disponibilidad

4 diferentes sistemas de
cultivos de cacao, suelo
0-10y 10-25 cm. Analisis
Cd agua regia, gradientes
difusivos en peliculas
delgadas (DGT), EDTA
acetato de amonio.
Lectura AAS

Criterio de informacién
de Akaike (AIC)

El modelo reveld que los arboles
de cacao en sistemas
agroforestales y el cultivar de arbol
de cacao TSH565 acumularon
menos Cd foliar que los arboles en
monocultivos y el cultivar ICS 1,
respectivamente

Fisiologia, toxicidad
de la planta por Cd,
ensayos de
invernadero

Brasil

(Pereira de Aradjo et
al., 2017)

Se plantaron semillas de
cacao CCN51 para
determinar el impacto de
la toxicidad por Cd, se
evaluaron diferentes
aspectos

Condiciones controladas
de invernadero, suelo
arenoso, se afiadié CdCl,
(0,05y0,1g/kg)

Test de Tukey

La toxicidad del Cd del suelo
ocasiond dafio a la maquinaria
fotosintética, metabolismo
antioxidante, expresidn génica 'y
dafio irreversible a la
ultraestructura de las células
radiculares de las plantas de cacao
CCN 51
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Linea de
investigacidn / Pais /
Autor

Investigacion

Metodologia - Aspectos
Generales

Resultados principales

Fisiologia,
distribucién y
mapeo, ensayos de
campo

Ecuador

(Argtello et al.,
2019)

Encuesta a nivel nacional
para identificar
distribucidn espacial de Cd
en los granos de cacao y
factores agronémicos y del
suelo involucrados.

560 muestras
emparejadas de suelos y
plantas de 159 fincas de
Ecuador, profundidad 0-
15 cm. Digestidn agua
regia, lectura ICP-MS

Criterio BIC. Analisis de
regresion multivariado.
Modelo LSM, variable VIF

El Cd total del suelo promedié 0,44
mg/kg. La concentracién media de
Cd en los granos fue de 0,90 mg/kg
y el 45% de las muestras supero el
umbral de 0,60 mg/kg. Las
concentraciones de Cd en grano
aumentaron con el aumento del Cd
total del suelo, la disminucion del
pH, el manganeso extraible con
oxalato y el carbono organico (R? =
0,65)

Dindmica del Cd en
la planta,
especiacién en la
planta, ensayos de
campo

Ecuador

(Vanderschueren et
al., 2020)

Distribucion del Cd en las
diferentes partes del fruto
de cacao y especiacion en
el grano, pruebas para
comparar el efecto de la
fermentacion en la
concentracion final de Cd
en el grano

4 sitios de muestreo, 3
frutos enteros por cada
sitio. Analisis en LA-ICP-
MS. Espectroscopia
XANES para especiacion
de Cd en el grano sin
fermentar.

Test de Tukey y Test de
Pearson.

Concentracidn de Cd en frutos de
cacao: testa > grano ~placenta
~cdascara de la vaina > mucilago. La
especiacion del grano sin
fermentar reveld que el Cd estaba
unido a ligandos O/N en el niby la
testa. La fermentacion indujo una
migracién de Cd desde los nibs
hacia la testa, el factor de
disminucion fue de 1,3

Mas alld de la
acumulacion de Cd:
distribucidn de otros
elementos traza en
suelos y granos de
cacao

Ecuador

(Barraza et al., 2021)

Determinacion de Cd y
once elementos trazas en
suelos, tejido de cacaoy
licor de cacao

31 pequeiias fincas
ubicadas en cinco
provincias diferentes de
Ecuador

Las concentraciones de As, Ba, Cd,
Co, Cu, Cr, Mo, Mn, Ni, Pb, Vy Zn
son relativamente altas en los
suelos, su transferencia al cacao
sigue siendo bastante bajo.

Las variedades de cacao mostraron
diferentes niveles de elementos en
cada tejido, pero su efecto esta
claramente modulado en el campo
por la fisicoquimica del suelo y
otros

Distribucién de Cd
en suelo y granos de
cacao

Peru

(Thomas et al.,
2023)

Modelo predictivo de
cantidad de Cd en el suelo
y en los granos de cacao
en las areas cultivables de
Peru

Modelos predictivos
multiples de bosques
aleatorios (RF) de
concentraciones de Cd en
el suelo y granos de
cacao usando la funcién
cforest en el paquete
party para R

Los depositos aluviales y las
operaciones mineras también se
asociaron con niveles mas altos de
Cd en los granos de cacao. A nivel
nacional <20% de los hogares
productores de cacao podrian
verse afectados por las
regulaciones de Cd, en el
departamento mas afectado esto
podria llegar al 89%

En resumen, la planta absorbe el Cd desde el suelo y luego lo transporta hacia las hojas, las vainas y
los granos de cacao. Se encontraron correlaciones significativas que muestran que el Cd en la planta
aumenta con el Cd en el suelo y disminuye con el pH. Los primeros estudios trataron de conocer la
dindmica del Cd en el sistema suelo-planta, analizando las diferentes fracciones del metal en el suelo
y la planta; posteriormente se iniciaron los estudios grandes de distribucion y presencia de Cd en las
fincas cacaoteras de los diferentes paises para construir los mapas de calor que se tienen
actualmente para Ecuador y Peru (Argiello et al., 2019; Thomas et al., 2023).
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Se encontraron estudios que han buscado correlacionar el Cd en la planta, con las diferentes
propiedades fisicas y quimicas del suelo, incluyendo el andlisis de Cd por diferentes métodos para
evaluar su biodisponibilidad, con el fin de construir y/o modelar herramientas de prediccion, para
el disefo de estrategias de mitigacién. Dentro de estos estudios se tienen trabajos de campo
principalmente, pero también ensayos controlados bajo invernadero, algunos no incluyeron analisis
de Cd en la planta, luego otros pocos solo incluyeron analisis de Cd en las hojas y otros pocos

incluyeron analisis de Cd en el grano.

En la Tabla 3, se muestran los estudios que se han tenido en Colombia en orden cronoldgico.

Tabla 3. Principales investigaciones nacionales de Cd en cacao

Linea de
investigacién /
Pais / Autor

Investigacion

Metodologia - Aspectos
Generales

Resultados principales

Fraccionamiento
del Cd en sueloy
relacion con la
planta, ensayos de
campo

Colombia (tesis de

Dinamica del Cd en
suelos con niveles
altos del elemento,
en zonas productoras
de cacao de Niloy

8 fincas, de 6 a 12 arboles, 2
profundidades 0-30 y 60-100
cm. Alrededor de cada arbol,
hojarasca, hojas frescas y
frutos maduros. Cd por agua
regia 'y DTPA, lectura por AAS.
Extraccién secuencial

Altas correlaciones del Cd en el grano
con las fracciones de Cd en el suelo:
intercambiable, carbonatos, MO y

maestria) , Amacher oxidos de Mn.
Yacopi,
. Cundi i s
(Rodriguez undinamarca Estadistica descriptiva simple,
Albarrcin et al., test de Pearson, test de
2019) Spearman
Evaluar el contenido Una granja de Boyacd mostrd el nivel
e, 26 fincas de Arauca, Boyaca mas alto de Cd total del suelo (3,74
Mitigacién, de Cd total en el ! u yacay uelo (

microbiologia,
dindmica Cd en el
suelo-planta,
ensayos de campo

Colombia

(Bravo et al., 2018)

suelo y los aspectos
microbiolégicos para
entender la dindmica
de las bacterias
tolerantes al Cd
(CdtB) cultivables en
los suelos de cacao
del noreste de
Colombia

Santander. 8 municipios, 3
puntos de muestreo en cada
municipio, 1m profundidad.
Cd agua regia lectura ICP-OES.
Inmovilizacién de Cd soluble
en un medio con CdCl,

Modelo de 2 pardmetros de
Kimura

mg/kg) seguido por Santander (2,76
mg/kg) y Arauca (1,16 mg/kg). El
coeficiente de determinacion entre el
Cd total del suelo y las UFC de CdtB
fue alto para la finca de Boyaca. Entre
las cepas CdtB aisladas, Enterobacter
sp. CdDB41 mostré la mayor
capacidad de inmovilizacién de Cd en
laboratorio, con una tasa de
inmovilizaciéon de 0,220 mg/kg/h

Distribucion del Cd
ensueloy
modelacion,
sistema suelo-
planta, ensayos de
campo

Colombia
(Rodriguez

Albarrcin et al.,
2019)

Modelacién del Cd
en el grano con base
en las propiedades
del sueloy Cd
disponible y total,
mapeo y distribucion.
Municipio de Yacopi -
Cundinamarca

12 sitios. En total 57 muestras
a 2 profundidades 0-30 y 60-
100 cm. Alrededor de cada
arbol, hojarasca, hojas frescas
y frutos maduros. Cd por agua
regia y DTPA, lectura por AAS

Estadistica descriptiva simple,
test de Pearson, test de
Spearman. Andlisis de
conglomerados de Ward.
indice de Moran. Modelo de
regresion espacial.

Al aumentar la profundidad del suelo
se produjo una reduccién del Cd
total. Los contenidos de Cd en las
almendras de cacao pueden ser
modelados estadisticamente
utilizando las variables explicativas
medidas hasta 30 cm y 100 cm de
profundidad del suelo, Cd en hojas,
hojarasca, total y disponible, asi
como el pH del suelo.
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Linea de
investigacion /
Pais / Autor

Investigacion

Metodologia - Aspectos
Generales

Resultados principales

Distribucion del Cd
ensueloy
modelacion,
mapeo, ensayos
de campo

Colombia

(Bravo et al., 2021)

Distribucion espacial
del Cd en Colombia
para construir mapas
de zonas calientes y
frias, y correlaciones
con 8 variables del
suelo (pH, Ca, Fe, K,
Mg, Mn, Py Zn) para
predecir Cd

1837 muestras de suelos, en
19 departamentos (fincas < 5
Ha) profundidad 0-30 cm. Cd
pseudototal (HNO3+HCIO,).
Lectura ICP-OES

Correlograma, modelos de
distribucidn espacial. Test de
Pearson. Redes neuronales
artificiales. Regresion lineal
multiple, operador de
seleccién y reduccién minima
absoluta y regresion de cresta

Las mayores asociaciones fueron las
existentes entre el Cd y el Zn. El Ca
tenia la segunda mayor correlacion
parcial con el Cd y su rendimiento
predictivo ocupaba el segundo lugar.
777 de 1837 muestras de suelos
exhiben concentracién de Cd > 1
mg/kg

Manejo de suelos,
sistema suelo-
planta,
biodisponibilidad
de Cd, ensayos de
invernadero

Colombia

(Correa et al.,

Evaluacion del efecto
que tienen las
propiedades fisicas y
quimicas de suelos
en invernaderos,
sometidos a
diferentes
concentraciones de
Cd afiadido, frente a
la absorcidon del Cd

3 suelos de dreas de cacao y
un Andisol en condiciones
controladas. Cd total agua
regia y Cd disponible EDTA
amonio. Lectura ICP-OES.
Adicion de Cd en 5 niveles,
desde 0 hasta 20 pg/g

Test de Pearson. Modelo de
regresion lineal maltiple.

Relaciones entre las caracteristicas
quimicas y fisicas del suelo y el Cd
disponible, densidades real y
aparente, asi como los contenidos de
hierro, arena, magnesio, potasio,
sodio y cobre. Ademas, se
encontraron correlaciones de
moderadas a fuertes entre el potasio
y la densidad real, con el Cd foliar.
Alta correlacion de Cd foliar con Cd
disponible por EDTA amonio

2021 la pl
021) por la planta (afiadido)
Del suelo a la L .
Medicion de Cd mediante ICP-
barra de OES, se correlaciond con el
chocolate: ! La MO del suelo (2,93-3,78%), el pH

identificando
pasos criticos en el
viaje del Cd en una
plantacion de
cacao colombiana

Colombia

(Bravo et al., 2022)

Evaluacion de la
concentracién de Cd
en cacao desde el
suelo hasta la barra
de chocolate en una
sola finca en el
distrito de Santander

pH, la MOy el uso de
fertilizantes a base de fésforo,
del suelo. Se midieron
semillas sin fermentar, granos
fermentados y secos, cascara,
nibs y chocolate

Test de Tukey, correlaciones
de Pearson

del suelo (4,7-4,9), la concentracion
de fésforo del suelo (120-132 mg/kg)
afectan la disponibilidad de Cd
(correlaciones). Sin embargo, aiin no
esta claro si la concentracion de Cd
de los fertilizantes basados en fosforo
(3-30 mg/kg) es importante o no

Fuentes naturales
y antropogénicas
de Cd en suelos de
cultivo de cacao
de Santander

Colombia

(Joya-Barrero et
al.,, 2023)

Andlisis geoquimicos
y petrogréficos de
fertilizantes, suelos y
rocas de tres fincas
para determinar el
origen de Cd

37 muestras (23 muestras de
suelos, 12 muestras de rocas
y 2 muestras de fertilizantes)
de San Vicente de Chucuri
Santander

Andlisis de componentes
principales (PCA), correlacién
lineal

Altos niveles de Cd, las rocas madre
fueron la principal fuente de Cd en
los suelos, los fertilizantes organicos
pueden haber contribuido. El rango
de pH del suelo, el contenido elevado
de MOy la presencia de Mn y K
disminuyeron la biodisponibilidad
(PCA)
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Como se puede observar en los estudios de Colombia, se han tenido avances en el mapeo de suelos
a nivel nacional, identificando puntos calientes (Bravo et al., 2021), sin embargo, no se incluyeron
analisis de Cd en la planta. En el estudio con mayor cantidad de muestras, de 1837 muestras de
suelos, mas del 42% resultaron con valores de Cd superior a 1 mg/kg.

Se encontraron algunos desarrollos frente al estudio del origen, movilidad y transporte del Cd en
suelos cultivados con cacao. No obstante, se evidenciaron pocos estudios en LAC de
fraccionamiento quimico para evaluar las diferentes especies de Cd en el suelo y posteriormente,
su correlacién con el Cd en el cacao, lo Unicos: Chavez et al., (2016b) en Ecuador y Rodriguez, (2017)
en el departamento de Cundinamarca - Colombia.

En la mayoria de los estudios en cacao en otros paises que han incluido Cd extraible, se ha incluido
Mehlich 3 y HCI; sin embargo, en Colombia, los métodos que principalmente se aplican para
extraccién de microelementos en suelos son DTPAy EDTA. En los estudios de correlacidn y posterior
modelacién, se hanincluido en el analisis todos los tipos de suelos sin distinguir por sus propiedades
fisicoquimicas y con poca variacidn entre los tipos de suelos.

El estado del arte muestra estudios que han investigado la distribucién del Cd en el sistema suelo-
planta en cultivos de cacao, andlisis de correlaciones y dependencia con otras propiedades
fisicoquimicas del suelo. Los resultados de investigacidon obtenidos para evaluar la biodisponibilidad
del metal varian con el tipo de suelo estudiado, las metodologias aplicadas y los demas aspectos
operativos bajo los cuales se configuran las investigaciones. Las metodologias aplicadas en la regién
han sido limitadas: en primer lugar, en cuanto a los métodos de extraccién y especiacién quimica
del Cd en el suelo y, en segundo lugar, en cuanto a la variedad de los tipos de suelos estudiados. Por
tal razon, para la presente investigacion se plantearon los objetivos mostrados a continuacion.
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5. OBIJETIVOS
5.1.0bjetivo general

Evaluar la distribucidon del Cd en suelos cultivados con cacao en Colombia, a través de métodos de
fraccionamiento quimico y extraccion simple como herramientas de estimacion de Ia
biodisponibilidad del metal pesado en el sistema suelo-planta.

5.2.0bjetivos especificos

1. Analizar las fracciones quimicas del Cd en suelos a través de modelos geoquimicos para la
comprension de la distribucion del elemento en el suelo.

2. Estudiar las correlaciones entre las diferentes fracciones del Cd en el suelo y la
concentracién de Cd en la planta.

3. Evaluar los métodos de extraccién simple y fraccionamiento de Cd en suelos para la
prediccidn del Cd en la planta a través de modelos de regresién lineal multiple.
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6. METODOLOGIA

La presente investigacidn contribuyd a los objetivos del proyecto Clima-LoCa, el cual es un proyecto
regional llevado a cabo en Colombia, Peru y Ecuador. Las muestras de suelo analizadas provinieron
de fincas cacaoteras de Colombia, que fueron tomadas desde el afio 2020 hasta el 2022 ubicadas en
los departamentos de Antioquia, Boyacd, Cesar, Narifio, Santander y Tolima. Asimismo, se trabajé
de manera colaborativa con el proyecto de investigacion del estudiante PhD Wietse Wiersma de la
Universidad de Wageningen en Paises Bajos.

El tema de investigacion es reciente y con el presente proyecto se contribuyé a la construccién de
lineas base y formulacion de hipétesis, a través de una investigacion exploratoria y descriptiva, que
permitié constituir una visién cercana de la distribucion del Cd en el suelo y su relaciéon con la planta
en fincas cacaoteras de Colombia. En la Tabla 4 se realiza una descripcién general del tipo de
investigacion que se aplicé:

Tabla 4. Metodologia general de la investigacidn

Nivel Exploratorio y descriptivo, correlacional-causal
Disefio Campo y documental, no experimental - transeccional
Propdsito Aplicada

Tipo Investigacion

Enfoque Cuantitativo

Métodos para la recoleccion de datos Mediciones y bibliografico

Métodos para el tratamiento de datos Estadisticos

Analisis de datos para obtener conclusiones Hipotético deductivo (cientifico)

Para el control y aseguramiento de la calidad (QC/QA) de los resultados en las extracciones
efectuadas, en cada corrida se incluyeron dos blancos, triplicados para una muestra y muestras con
spike de Cd para las extracciones simples. De igual manera, se incluyeron cinco muestras de suelos
recibidas de la Universidad de Wageningen, donde se corrieron los mismos protocolos desarrollados
en este estudio para realizar comparacion interlaboratorio. A continuacidn, se brinda mas detalles
de estos controles:

e Blancos: dos muestras de soluciones extractantes que tuvieron toda la marcha analitica,
incluyendo agitacidn, filtracion y dilucién. Con los blancos preparados, se estimaron los
limites de cuantificacién de los métodos de analisis (LOQ).

e Triplicados: tres muestras pesadas y extraidas con el fin de evaluar la repetibilidad interna
de los métodos, bajo las mismas condiciones: protocolo, reactivos, tiempos, equipos,
personal, etc.

e Spike: se hicieron analisis por duplicado de muestras de referencia de suelo de CIAT y se
incluyeron dos muestras de spike de Cd para las extracciones simples (HNOs, EDTA, Mehlich
3, DTPA), luego se calculd la recuperacidn con base en el promedio de las dos muestras con
spike menos el valor promedio de las dos muestras de CIAT sin spike.
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e Reproducibilidad: se incluyeron cinco muestras de suelos tropicales (Colombia y Ecuador)
que fueron analizadas previamente en el Laboratorio de Suelos de la Universidad de
Wageningen, utilizando los mismos protocolos aplicados en el Laboratorio de Servicios
Analiticos del CIAT. A diferencia de la repetibilidad donde se mantienen las mismas
condiciones de operacion, en la reproducibilidad se compara bajo mismos métodos de
analisis, pero diferentes condiciones de operacion, en este caso, diferentes laboratorios.

A continuacién, se describe la metodologia que se aplicé de acuerdo con cada uno de los objetivos
especificos (OE) y las fases dentro de cada uno de estos.

6.1. OEL. Anadlisis de las fracciones de Cd en suelos a través de modelos geoquimicos para
la comprension de la distribucion del elemento en el suelo

En este este objetivo se busco hacer la recoleccion de informacion preliminar, para determinar los
sitios de muestreo que cuenten con analisis de laboratorio previos en el suelo y el grano de cacao,
y que incluyan una amplia variacidn en los tipos de suelos y sus propiedades fisicoquimicas.
Inicialmente se revisaron los métodos de fraccionamiento quimico con extraccién secuencial para
determinar las diversas especies de Cd: soluble, intercambiable, acido soluble, reducible, oxidable y
residual , que permitan conocer la distribucién de estas fracciones en los suelos estudiados
(Aikpokpodion et al., 2012; Chavez et al., 2016b) y su potencial de disponibilidad, movilizacién y
transporte hacia la planta. Posteriormente, se incluyd la alternativa de emplear un modelo
geoquimico para simular/calcular la especiacion quimica.

El objetivo se planted con el fin de conocer la forma en que se presenta éste metal pesado en el
suelo para contribuir al disefio de estrategias de remediacidn o manejo de suelo (Dutta & Lodhari,
2018). Esta etapa se compone de dos fases, descritas de la siguiente manera:

6.1.1. Recolecciéon de informacidon de muestreos, andlisis preliminares y seleccién de
muestras

Para determinar las muestras seleccionadas, se hizo una busqueda, recoleccién y organizacién de la
informacidn preliminar, a través de informes de resultados de andlisis de laboratorio, publicaciones
y reportes técnicos. Se consolidé la mayor informacién posible de los sitios que han sido
muestreados previamente, haciendo énfasis principal en las propiedades fisicoquimicas del suelo y
resultados de contenido de Cd en la planta.

A partir de la informacién preliminar, se procedio a construir criterios de seleccién que permitieron
tomar decisién de las muestras y sitios de muestreo que fueron estudiados en las siguientes fases
del proyecto. Los criterios seleccionados en orden jerarquico se muestran en la Tabla 5. Estos se
construyeron a través de revisidn cientifica, reuniones y entrevistas con las directoras y los
investigadores del proyecto.
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Tabla 5. Criterios tenidos en cuenta para la seleccién de muestras de suelos y foliares a estudiar

=4
e

Criterios de seleccion

Toma de muestra de hojas y granos del mismo arbol y suelo alrededor del mismo sitio

Que se cuenten con resultados de analisis fisicoquimicos y Cd para suelo, hoja y grano

Disponibilidad de las muestras de suelo almacenadas para realizar analisis posteriores

Valores de Cd total > 0,3 mg/kg en el suelo (3 pug/L en solucién)

Distribucién de 6rdenes taxondmicos similar a la poblacién

Incluir muestras de los seis departamentos muestreados

Amplia variacién entre pH, MO, arcillay Cd en el suelo

Exclusidn de muestras con propiedades similares

O 0 |IN(fO|L|D|WIN|F

Contrastes entre propiedades (p.e. Cd similar en suelo y diferente en grano)

[
o

Disponibilidad de recursos (presupuesto y tiempo)

Teniendo en cuenta los limites de cuantificacién en el ICP-OES, que muchas de las muestras poseen
valores muy bajos de Cd en el suelo y que se realizarian mediciones de fracciones del Cd total; se
reviso la relacidn entre las extracciones simples vs el Cd total y se encontré que el valor mds bajo de
Cd extraible puede ser 40% del total por agua regia. De esta manera, se buscaron concentraciones
de Cd que en teoria fueran mayores a 0,1 mg/kg en suelo (mayores a 1 pg/L de Cd en solucién), para
esto se filtraron las muestras por concentracion de Cd total en suelo de mayor a menor y se
agruparon las muestras hasta el valor de 0,3 mg/kg. Lo anterior, para asegurar que las extracciones
arrojaran lecturas de Cd confiables que estuvieran por encima de los limites de cuantificacion del
equipo.

6.1.2. Fraccionamiento quimico de Cd para las muestras de suelos seleccionadas

Si bien varios autores reportan la aplicacion del método de extraccién secuencial de Tessier, 1986
(Aikpokpodion et al., 2012; Chavez et al., 2016b), se revisé el método de Rauret de 1999, el cual
modifico el método de la Community Bureau of Reference (BCR) de tres pasos para extraccion
secuencial (Ramtahal et al., 2015). También se revisé el uso de modelos geoquimicos con el software
ORCHESTRA, el cual es un programa informatico para calcular la especiacién quimica y el transporte
reactivo (Meeussen, 2023).

Se identificé que ORCHESTRA incluye varios modelos avanzados para la union de iones: el modelo
NICA-Donnan (adsorcidon competitiva no ideal NICA y la unién no especifica basada en el equilibrio
de la contracarga a través del volumen Donnan) para la unién de iones a materia organica disuelta
y particulada, el modelo generalizado de dos capas (GTLM) y el modelo CD-MUSIC para la unién de
iones a 6xidos e hidroxidos de hierro. El software estd escrito en Java y se ejecuta en Windows, Linux
y Apple OSX (Meeussen, 2023). Una caracteristica especial de ORCHESTRA en comparacién con otros
programas de especiacion quimica es la posibilidad de que los usuarios agreguen expresiones y
modelos (matematicos) en formato de texto, viene con un gran conjunto de modelos de adsorcion
y se puede utilizar para simular reacciones de equilibrio, reacciones controladas cinéticamente,
decaimiento radiactivo y transporte. Asimismo, puede crear diagramas de predominancia / pe-pH o
de Pourbaix y permite a los usuarios construir nuevos modelos definiendo nuevas clases de objetos
de modelo y palabras clave. ORCHESTRA se puede descargar gratuitamente desde:
www.orchestra.meeussen.nl.
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La evaluacién arrojé herramientas de decisiéon que permitieron seleccionar el modelado geoquimico
con el programa ORCHESTRA adaptado a los tipos de suelos seleccionados para el estudio y que,
ademas, permitié obtener el mayor conocimiento posible de las fracciones de Cd en estos suelos,
teniendo en cuenta los recursos disponibles en el laboratorio.

En esta fase final del OE1, se estudiaron las fracciones de Cd presentes en los suelos. En algunos
casos también se les llama especies o reservas de Cd. Se corrid el software ORCHESTRA y se
incluyeron herramientas de control y aseguramiento de calidad para la evaluacidon de la
confiabilidad de los resultados. En la Tabla 6 se muestra las variables que requirié el modelo y los
métodos aplicados para su obtencidn.

Las fracciones obtenidas con la extraccion HNOs se consideran “totales reactivas” para el modelo.
Las extracciones con oxalato de amonio permitieron cuantificar las dxidos e hidréxidos amorfos,
mientras que las extracciones con ditionito de sodio permitieron cuantificar los dxidos e hidroxidos
totales, por tanto, la resta entre ambas permitié cuantificar los éxidos e hidréxidos cristalinos. Para
correr el modelo se requirié transformar las unidades de mg/kg a mol/I; los datos de entraday las
transformaciones realizadas se muestran en el Anexo 1. Para cuantificar la fraccidon residual, se resté
la fraccion reactiva (HNOs) del Cd total (agua regia).

Las muestras utilizadas fueron preparadas para los andlisis: se secaron a 60 °C hasta obtener una
humedad constante (normalmente toma entre 12 y 24 horas) en hornos de calentamiento por
conveccidn, se trituraron con un molino de mortero y se tamizaron mediante malla de acero
inoxidable a 2 mm. Para las extracciones ejecutadas, todas las muestras fueron filtradas con filtro
de jeringa con membrana de 0,45 um después de la centrifugacién y previo a las lecturas en los

equipos.
Tabla 6. Variables utilizadas para calcular las entradas al software ORCHESTRA
\{arlables Procedimiento Método Equipo lectura
(inputs)
Mezcla en agua .,
pH 10 g en 10 ml (1:1) Potenciometro
MO Datos preliminares Walkley & Black Autoanalizador de flujo continuo

Skalar San++ con detector UV-Vis
Arcilla Bouyoucos Probeta e hidrémetro
Extraccién de metales Acido nitrico - HNO; 0,43 M
Cd, Cuy . - 4 gen 40 ml (1:10)
reactivos con acido s
Zn nitrico Agitacién 4 horas
Centrifuga 10 min
Acetato de sodio — CH3COONa
Citrato de sodio - CgHsNas07.2H,0
Ditionito de sodio — Na;S,04
Acido acético — CH;COOH

ICP-OES Thermo Scientific iCAP
7200 duo
Extraccién de oxidos e

Fe, Aly h!d.ro>f|dos_tota|es conl Acido nitrico — HNO3 0, 14M
Mn ditionito-citrato-extraible H: a8
(método ISO) PR

1,5gen 30 ml (1:20)

Agitacién 3,5 horas a baifo maria a 60°C
Centrifuga 30 min

Oxalato de amonio - (COONH4)2.H,0
Acido oxalico - (COOH)2.2H,0

pH: 3,0

1,5g en 30ml (1:20)

Agitacién 4 horas

Espectrofotometro de Absorcién
Atomica por llama Thermo
Scientific Series

Extraccién de oxidos e
Fe, Aly hidréxidos de hierroy
Mn aluminio amorfos o poco

cristalinos con oxalato de
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Variables

. Procedimiento Método Equipo lectura
(inputs)

amonio (método ISO, Centrifuga 30 min
método de agitacion)

6.2. OE2. Estudio de las correlaciones entre las diferentes fracciones del Cd en el suelo y la
concentracion de Cd en la planta

En el desarrollo de este objetivo se busco realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos
anteriormente, para determinar las correlaciones entre las diferentes fracciones de Cd
determinadas en el OE1 y el Cd en la planta de cacao. A continuacion, se describen las dos fases
ejecutadas que contribuyeron a este objetivo:

6.2.1. Estudio de los diferentes tratamientos estadisticos a aplicar

Teniendo en cuenta que el presente proyecto de investigacion fue de tipo exploratorio y descriptivo
correlacional, se hizo uso de las diferentes herramientas estadisticas aplicables cuando se tienen
datos que siguen una distribucién normal o no paramétrica, la presencia de datos atipicos y la
relacion lineal o no de las variables; incluyendo el software y las pruebas de significancia. Se
revisaron los tratamientos empleados en estudios similares (Tabla 2 y Tabla 3) y se hicieron
consultas a expertos. El enfoque fue el uso de herramientas practicas y asequibles que conlleven a
resultados deductivos y apropiados al andlisis que se requiere hacer.

6.2.2. Analisis de correlaciones de las fracciones de Cd en el suelo vs el Cd en el grano

Una vez seleccionados las pruebas y software a aplicar, se corrieron analisis estadisticos de Pearson
y Spearman para comparar los resultados del OE1 frente a los resultados que ya se tienen
previamente de Cd en cacao. Para evaluar los supuestos de las pruebas estadisticas, se aplicaron
pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Jarque-Bale, se transformaron datos a la escala
logaritmica, se hicieron diagramas de cajas, histogramas y graficos de densidad y dispersion. Al final
se identificaron las fracciones de Cd en el suelo mas correlacionables con la concentracién de Cd de
la planta; mediante el programa Excel y el software RStudio de uso libre. Se utilizaron algunos
paquetes previamente desarrollados por otros usuarios, disponibles en la red, para hacer analisis
de manera mas automatica y rapida, entre estos: PerformanceAnalytics, tidyverse y ggpubr.

6.3. OE3. Evaluacidon de métodos de extraccién simple y fraccionamiento de Cd en suelos
para la prediccion del Cd en la planta a través de modelos de regresion lineal miltiple

Si bien los métodos de extracciéon secuencial permiten obtener un mayor conocimiento de las
formas en que se encuentra el Cd en el suelo y su posible disponibilidad para la planta, tienen la
desventaja de ser métodos costosos, largos y dificiles de aplicar en los laboratorios de analisis de
rutina. Es por ello, que normalmente se emplean métodos de extraccién simple que, si bien pierden
algo de precisién en la prediccion del metal disponible para la planta, tienen la ventaja de ser
métodos faciles de aplicar, rapidos y mucho mas econémicos.

Numerosos estudios han demostrado que los procedimientos de extraccidon éptimos son especificos
para elementos, cultivos e incluso tipos de suelos particulares (Dutta & Lodhari, 2018; Meers,
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Samson, et al., 2007). En este objetivo se evaluaron los métodos de extraccidn simple para Cd en el
suelo para correlacionarlos con las fracciones/reservadas de Cd determinadas en el OE1l vy
posteriormente, valorar las correlaciones con el Cd en el grano de cacao de acuerdo con lo obtenido
en el OE2. Finalmente se clasifico la capacidad de los métodos de laboratorio de Cd extraible para
predecir el Cd en la planta, de acuerdo con las propiedades fisicoquimicas del suelo. Para llevar a
cabo este objetivo, se ejecutaron las siguientes cuatro fases:

6.3.1. Estudio de los fundamentos y aplicabilidad de los métodos de extraccion simple
empleados

Es importante conocer las ventajas y desventajas de los métodos de extraccién simple, ademas de
la aplicacion de acuerdo con el tipo de suelo que se esta estudiando. En general, en Colombia se
emplean métodos de extraccidon de elementos menores en suelos con la solucion DTPA, algunos
articulos cientificos reportan el uso de esta solucién para metales pesados (Meers, Du Laing, et al.,
2007; Ramtahal et al., 2015). Este método ha sido ampliamente aplicado en los laboratorios
nacionalesy se encuentra estandarizado en la norma técnica colombiana NTC-5526 (2007). Estudios
previos de Cd extraible en suelo con el fin de correlacionarlo con el Cd en la planta, emplearon
métodos como Mehlich 3, HNOs, HCI, entre otros (Chavez et al., 2015; Gramlich et al., 2017,
Ramtahal et al., 2015). Por lo anterior, se consultaron reportes previos, documentos cientificos y
guias de laboratorio, para estudiar los procedimientos a aplicar en las siguientes fases.

Para que un procedimiento de analisis de suelo sea autorizado para su uso con fines nutricionales,
debe cumplir con los pasos consecutivos: 1) la evaluacion de varias soluciones extractoras y métodos
de analisis; 2) la correlacion del rendimiento del cultivo o la cantidad del nutriente extraido por el
mismo, con la cantidad de nutriente extraido por cada una de las soluciones extractoras; y 3) la
calibracion del procedimiento analitico, que consiste en estimar la concentracidon del elemento
extraido a la cual ya no se observa una respuesta en rendimiento, es decir, estimar el nivel critico,
por encima del cual es improbable la respuesta del nutriente en cuestion (Castellanos Ramos &
Santiago Rodriguez, 2016). Tratando de abordar la pregunta de investigacion frente a los métodos
de extraccién de metales pesados que mejor predicen la respuesta en la planta; se emplearon
criterios similares a los nutricionales para seleccionar los métodos a emplear.

Por lo tanto, para la seleccion de los métodos de extraccidn a utilizar se tuvo en cuenta los siguientes
aspectos: las soluciones empleadas, la fraccion nominal de interés, la fuerza del medio de
extraccion, el tipo de suelo y el cultivo (Gonzalez et al., 2000; Mylavarapu et al., 2014). Una vez
estudiados los métodos de extraccidn simple, se definieron los procedimientos que fueron aplicados
en la presente investigacidon. Para esto fue importante, tener en cuenta los estudios previos
aplicados en el cultivo de cacao, pero también los tipos de suelos y las practicas comunes de los
laboratorios nacionales en cuanto a los métodos de extraccion y los equipos de lectura. Chavez et
al., (2016a) emplearon HClI y Mehlich 3 para correlacionarlos posteriormente con las
fracciones/especies, no obstante, en Colombia se han empleado otros métodos: DTPA, EDTAy Olsen
(Correa et al., 2021; Rodriguez Albarrcin et al., 2019).

Por ultimo, se seleccionaron métodos que fueran faciles y econémicamente replicables en los
laboratorios de analisis y que incluyeran: no solo un amplio alcance en cuanto a las fuerzas de
extraccién y las fracciones nominales de interés, sino también, que la concentracidn final de Cd en
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la solucidn pudiera ser medida en el ICP-OES, por tanto, los métodos de extraccion de fracciones
solubles o disueltas no fueron tenidos en cuenta.

6.3.2. Mediciones de Cd empleando los métodos de extraccion simple seleccionados

En la Tabla 7 se muestran los métodos de extraccidn simple seleccionados, estos se implementaron
en el Laboratorio de Servicios Analiticos de la Alianza Bioversity — CIAT. Igual que con las
extracciones realizadas para el fraccionamiento quimico (software ORCHESTRA), en esta fase, se
incluyeron criterios de aseguramiento y control de calidad, que permitieron evaluar la confiabilidad
de los resultados: blancos, muestras por triplicados y muestras de referencia para comparacion con
laboratorio de la Universidad de Wageningen. Dado que no existen materiales de referencia
certificados para suelos empleando estos métodos, se adicionaron spikes de Cd a muestras de
referencia internas para tratar de evaluar la recuperacion del elemento a través de los métodos
estudiados. Asimismo, se incluyeron muestras de control internas, con el fin de caracterizarlas y
tener valores de referencia internos, para futuros estudios.

No se tuvieron en cuenta los métodos de extraccion de las especies de Cd mas disponibles, como
los que usan soluciones de agua, CaCl, y sales débiles, dado que, los limites de cuantificacién del
ICP-OES no permiten llegar a niveles tan bajos como un ICP-MS y se evité tener valores de Cd en
solucidn por debajo de estos niveles de confianza o que arrojaran valores de cero.

Tabla 7. Métodos de extraccién simple de Cd realizados para los suelos estudiados

Procedimiento Método Equipo lectura

Extraccion simple con acido Acido nitrico - HNO3 0,43M
nitrico 4 g en 40 ml (1:10), Agitacion 4 horas, Centrifuga 10 min

Acido etilendiaminotetraacético — C10H14N;Na,0g.2H,0
(alternativamente: Na-EDTA o NH4-EDTA)

Hidréxido de sodio — NaOH 2 M

pH: 5

10 g en 40 ml (1:4), Agitacion 24 horas, Centrifuga 10 min
Pentacetato de dietilentriamina — C14H23N3010

Extraccién simple con
quelante EDTA

. Trietanolamina — CeH1sNO3 ICP-OES Thermo
Extraccién simple con . P
uelante DTPA Cloruro de calcio — CaCl, Scientific iCAP
g pH: 7,3 7200 duo

10 g en 20 ml (1:2), Agitacion 2 horas, Centrifuga 10 min
Acido etilendiaminotetraacético — C1oH14N2Na,03.2H,0
(alternativamente: Na-EDTA o NH4-EDTA)

Fluoruro de amonio — NH4F

Extraccion simple con Nitrato de amonio — NH;NO3
Mehlich 3 Acido acético — CH3COOH
Acido nitrico — HNO3
pH: 2,5

2 g en 20 ml (1:10), Agitacién 5 min

6.3.3. Correlacidn de los resultados de Cd en el suelo vs Cd en la planta y modelos de
regresion lineal multiple

En esta parte se estudiaron las concentraciones del Cd en el sistema suelo-planta, evaluando las
correlaciones: inicialmente de las fracciones quimicas obtenidas del OE1 y posteriormente, de las
concentraciones obtenidas con los métodos simples de la fase anterior. Se identificaron las
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fracciones modeladas que mejor correlacionaron con el Cd en la planta, luego estas mismas fueron
correlacionadas con los resultados obtenidos por las extracciones simples. Lo anterior, con el fin de
obtener la mayor informacién posible de los métodos empleados como herramientas operativas de
medicién de biodisponibilidad.

En este punto se emplearon gréficos de correlacidn con los datos sin transformar y se calcularon los
coeficientes de Spearman. Luego, se clasificaron los suelos de acuerdo con los rangos de
propiedades fisicoquimicas (Tabla 8), teniendo en cuenta recomendaciones para suelos de Colombia
(Jaramillo, 2002). Este anélisis se realizd con el fin de evaluar de qué manera los métodos de
extraccién simple se ven afectados por las propiedades del suelo y explicar, de manera mecanicista,
como funciona cada solucién de extraccidn en el suelo frente a las fracciones de interés para la
planta.

Tabla 8. Clasificacion de suelos por rango de pH, MO y arcilla

Rango pH Clasificacion Rango MO (%) Clasificacién | Rango Arcilla (%) Clasificacion
<5,5 Acidez fuerte <2,9 Bajo <30 Bajo

5,5-5,9 Acidez moderada | 2,9-5,5 Medio 30-39 Medio
6,0-6,9 Neutro >5,5 Alto >40 Alto

>7,0 Medio alcalino

Adaptado de Jaramillo, (2002)

Finalmente, con los métodos de extraccidn simple se aplicaron modelos de regresion lineal multiple
con los datos de Cd transformados a logaritmo en base 10, para evaluar la capacidad de prediccion
de las variables estudiadas (incluyendo Cd extraible) vs el Cd total tradicionalmente medido con
agua regia. Se tuvieron en cuenta estudios previos donde han encontrado una fuerte correlacion
del Cd en el grano con las propiedades del suelo: Cd, pH, MO y arcilla (Arglello et al., 2019; Bravo
et al., 2021; Ramtahal et al., 2015).

Se revisaron las metodologias estadisticas aplicadas en el estado del arte (Capitulo 4), donde se
encontraron que los criterios de evaluacion usados cominmente fueron: R? el Criterio de
Informacién de Akaike (AIC) y el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC). Normalmente emplearon
uno o dos de los criterios. Para la presente investigacidn, se aplicaron los tres criterios con el fin de
analizar su desempeno con las variables estudiadas.

El criterio R? mide lo bien que un modelo de regresidn se ajusta a los datos reales, en otras palabras,

es la medida de la precision general del modelo. El AIC es una medida utilizada en estadistica para
comparar diferentes modelos y determinar cual de ellos es el mas adecuado para describir un
conjunto de datos. El AIC proporciona una forma de equilibrar la bondad de ajuste del modelo y la
complejidad del modelo. Cuanto menor sea el valor de AIC, mejor se considera el modelo (Burnham
& Anderson, 2004).

La metodologia de evaluacidon de modelo BIC, al igual que el criterio AIC, es una medida utilizada en
estadistica para evaluar diferentes modelos. El BIC es similar al AIC, pero tiene una penalizacidn mas
fuerte por la complejidad del modelo (mas variables). Al comparar varios modelos, el criterio para
seleccionar el mejor modelo es elegir aquel con el valor de BIC o AIC mas bajo. Un valor mas bajo
indica que el modelo tiene un buen ajuste a los datos con una menor complejidad (Burnham &
Anderson, 2004).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y discusidon se presentan en la misma disposicidon de la metodologia ligada a cada
objetivo especifico (OE). Inicialmente, se presentan los resultados de QC/QA que son transversales
a todas las fases del proyecto, los cuales son expuestos en la Tabla 9.

Tabla 9. Control de calidad de resultados obtenidos de extracciones realizadas

RESUMEN BLANCOS LOQ REPETIBILIDAD RECUPERACION REPRODUCIBILIDAD
Extraccion mg/kg mg/kg CV (%) ke Rec (%) R2 Pendie Intercep CV (%)
(mg/kg)
HNO3 Cd 0,0 0,002 5% 125 97% 0,98* 0,98 0,02 6%
Cu -0,1 0,449 5% - - 0,99* 0,88 -0,46 16%
Zn -0,3 2,7 3% - - 0,99* 0,95 -0,99 12%
EDTA Cd 0,0 0,006 1% 50 81% 1,00* 1,29 -0,05 16%
Cu 0,0 0,115 8% - - 0,99* 1,01 -1,44 17%
Zn -0,1 1,5 7% - - 0,96* 1,23 -0,08 19%
M3 Cd 0,0 0,007 0% 125 62% 1,00* 0,79 0,00 23%
Cu 0,5 1,217 2% - - 0,99* 0,89 -0,51 28%
Zn 0,0 0,7 1% - - 0,98* 0,83 0,94 9%
DTPA cd 0,0 0,001 2% 25 86% 0,89 1,27 -0,13 7%
Cu 0,0 0,272 6% - - 1,00* 0,76 -0,10 44%
Zn  -0,1 0,1 3% - - 0,99* 1,01 -0,31 8%
Oxalato Al 3,0 42,5 4% - - 1,00* 0,88 245,08 8%
Fe 3,9 7,1 2% - - 0,99* 0,92 343,62 9%
Mn 0,5 2,8 5% - - 0,99* 0,78 99,32 9%
Ditionito Al 9,2 44,9 2% - - 1,00* 0,66 651,84 15%
Fe 15,7 19,0 5% - - 0,97* 0,82 3282,27 12%
Mn 1,4 14,8 5% - - 0,97* 1,18 -298,86  28%

* p < 0,01. Rec: recuperado, Pendie: pendiente, Intercep: intercepto, M3: Mehlich 3, LOQ: limite de cuantificacion del
método

e Blancos: los resultados obtenidos en mg/kg muestras valores bajos para los blancos lo que
indica que durante las extracciones no se presenté contaminacidon cruzada, para los
resultados finales no se aplicé correccion por blanco.

e LOQ: con los resultados obtenidos para los blancos, se aplicd la siguiente férmula para el
calculo de los limites de cuantificacién del método:

LOQ=X+100
Donde:
LOQ: limite de cuantificacion del método en mg/kg
X: valor promedio de los blancos en mg/kg

o desviacién de los blancos en mg/kg
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Luego se compararon todos los resultados obtenidos para las muestras de suelos y se
encontrdé que todos los valores estuvieron por encima de los LOQ, por tanto, son valores
confiables para emplear en los analisis.

Repetibilidad: para todos los elementos trabajados se obtuvo valores de coeficiente de
variacion (CV) por debajo de 10%, lo que muestra que los métodos aplicados tuvieron una
alta repetibilidad para las condiciones del laboratorio. Lo anterior también evidencia que las
muestras trabajadas fueron bastante homogéneas y que los tamafios de muestra trabajados
fueron representativos.

Dada la dificultad de encontrar materiales de referencia certificados para las extracciones
especificas que se realizaron, el uso de spike puede ser un método util para evaluar la
recuperacion y la exactitud de las mediciones, esto se aplicd para las extracciones con Cd a
modo exploratorio. Los resultados muestran que para las extracciones HNOs, EDTA y DTPA,
la recuperacion estuvo por encima del 80%, mientras que para M3 fue 62%. Los valores
bajos se pueden explicar debido al calculo del spike afiadido (tedrico), dado que se asume
que el volumen final de la solucién filtrada es el mismo afiadido, pero no siempre es asi
porque el suelo retiene agua y normalmente el volumen final es menor. Esto afecta el
calculo y hace parecer que la recuperacién es mas baja de lo que realmente fue.
Adicionalmente, el spike afiadido en algunos casos fue muy alto (125 mg/kg) y dificulto la
medicidn final, por ende, se tuvieron que hacer multiples diluciones.

Reproducibilidad: para evaluar la capacidad de los métodos de extraccién para ser
replicados por otros laboratorios o bajos otras condiciones de operacion, se hicieron curvas
de correlacién lineal y se obtuvo valores de R? cercanos a uno con bastante significancia y,
pendientes cercanas a uno. Los interceptos para las extracciones de metales pesados
arrojaron valores cercanos a cero, como se esperaba, mientras que, para las extracciones
de los 6xidos de Al, Fe, y Mn los interceptos fueron mas altos, pues las concentraciones de
estos en los suelos son mucho mas altas. Ademas, se estimaron los CV y se obtuvieron 14
elementos por debajo del 20%, tres elementos entre 20-30% y un elemento por encima del
30%; como era de esperarse la variacion en la reproducibilidad fue mayor que en la
repetibilidad. No obstante, los resultados muestran tendencias lineales y buena
reproducibilidad, algunos elementos como el cobre tuvieron los CV mas altos, este
elemento fue medido por absorcién atdmica. En comparacion con pruebas interlaboratorios
internacionales como WEPAL, las variaciones para métodos de extraccion de suelo suelen
estar alrededor del 20%.

Los resultados de QC/QA muestran que los métodos de extraccion y las lecturas en los equipos,
fueron procedimientos con altos indices de repetibilidad y reproducibilidad, siguieron tendencias
en los niveles bajos y altos, lo que sugiere que podrian replicarse en otros laboratorios y bajo otras
condiciones de operacion, siguiendo los mismos protocolos de andlisis. Las herramientas aplicadas,
muestran buena capacidad para detectar tendencias, sesgos y variaciones, por lo tanto, se
recomiendan aplicar para futuros estudios del mismo tipo.
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7.1. OEL. Andlisis de las fracciones de Cd en suelos a través de modelos geoquimicos para

7.1.1.

la comprension de la distribucion del elemento en el suelo

Recoleccidn de informacion de muestreos y analisis preliminares

En la revisidn que se hizo al momento de iniciar los analisis experimentales (diciembre 2022), se
encontraron 276 sitios de muestreo, con muestras de suelo, hojas y granos del mismo arbol. Los
analisis fisicoquimicos basicos se realizaron en el Laboratorio de Servicios Analiticos de CIAT en
Palmira — Colombia, mientras que los analisis de metales pesados se realizaron en el laboratorio de
la Escuela de Biociencias de la Universidad de Nottingham en Inglaterra. Los valores obtenidos para
las propiedades fisicoquimicas de interés para este proyecto se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de propiedades fisicoquimicas basicas para los 276 sitios de muestreo en Colombia

Cd Total Cd Total Cd Total
pH (Un) MO Total (g/kg) Arcilla (%) Suelo Grano Hoja
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Promedio 5,7 62,7 34,6 0,73 1,58 4,95
Minimo 4,2 10,1 11,1 0,02 0,05 0,12
Maximo 7,7 245,6 69,4 41,2 22,7 158,4
SD 0,7 36,2 14,2 2,7 2,9 13,4
Q1 (25%) 5,3 41,1 23,8 0,1 0,3 0,8
Q2 (50%) 5,7 56,3 33,5 0,2 0,6 1,5
Q3 (75%) 6,1 75,9 44,5 0,6 2,0 4,9

SD: desviacion estdndar, Q: cuartiles, MO: materia orgdnica

De los resultados preliminares de Nottingham para metales pesados, se encontraron los criterios
descritos en la Tabla 11 de QC/QA que garantizan la confianza de los resultados emitidos y los
métodos de analisis aplicados.

Tabla 11. Métodos de andlisis y QC/QA laboratorio de Nottingham

e Acido de . Variacion  Recuperacién
E
Analisis digestion quipos QC/QA (%) (%)
Digestor .
; Uso de materiales de . Promedio: 95
Cd Tn Aglfa ,:Anr:i;?\o:s:: referencia certificados de Prf(;nedlo Min: 90
Suelo regla suelo, hoja de tomate y cacao < Max: 104
Plancha caliente en cada corrida (NIST 15733,
NIST 2711a, BCR142R, BD512)
. Anton Paar . Promedio: 96
Cden Acido ) Promedio Min: 92
hoja nitrico ICP-MS Thermo- 10 blancqs operacionales en <10 :
cada corrida Max: 103
Fisher iCAP-Q (un
d | .
3 Fua rupolo) y Duplicados de muestras cada Promedio:
Cden Acido iICAP-TQ 10 muestras Promedio 103
grano nitrico (triple <10 Min: 95
cuadrupolo) Max: 109

De las 276 muestras de suelos, el 61% correspondieron al orden Inceptisol, lo que coincide con lo
reportado por Bravo et al.,, (2021), que estudiaron 1837 muestras de suelos de Colombia y
encontraron 63% de suelos de este orden. Los Inceptisoles son suelos jévenes de evolucién baja a
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media, ubicados en zonas mas o menos estables a través del tiempo, con algun grado de desarrollo,
fertilidad variable, desde alta, en las zonas de influencia en los rios, hasta baja, en las zonas
montafiosas y hiumedas. Le siguieron los Entisoles con el 25%, también son suelos jévenes, con poca
o ninguna evidencia de horizontes pedogenéticos, formados en zonas donde el material parental
recientemente se deposita o en areas donde la erosién es mas rapida que la tasa de formacién de
suelo. Asimismo, son suelos que tienen muy baja evolucién, presencia de minerales primarios
fértiles por la constante sedimentacién de diversos materiales, y poco fértiles en zonas de montaiia.
Por ultimo, entre los principales érdenes se encontraron los Andisoles con 12% de presencia, que
son suelos derivados de cenizas volcanicas, con poca o moderada evolucién, retenciéon de humedad
alta, minerales con poca estructura cristalina ordenada. Tienen alta capacidad buffer, alta fijacidn
de fosforo y MO, mediana fertilidad (Daza Torres, 2021).

En cuanto a los niveles de Cd, se hallaron 74 sitios con valor < 0,10 mg/kg de Cd total en el suelo, de
estos sitios se revisaron los valores analizados de Cd en la planta y se hallé que para 71 de estos, el
valor de Cd en el grano fue < 0,80 mg/kg. Por el contrario, se encontraron 38 sitios con valor de Cd
total 21,00 mg/kg en el suelo; de estos, 37 tuvieron un valor > 0,80 mg/kg de Cd en el grano.

Analizando como se distribuyen las concentraciones de Cd total en el suelo y en el grano para los
sitios muestreados, teniendo en cuenta el limite maximo de la UE para productos de cacao y
chocolate (Unidn-Europea, 2014), e intentando determinar valores seguros y riesgosos para la
produccién del cacao en Colombia, se clasificaron las muestras estudiadas segun la Tabla 12. Se
hallaron 74 sitios con valor £ 0,10 mg/kg de Cd total en el suelo, de estos sitios se revisaron los
valores analizados de Cd en la planta y se hallé que para 71 de estos, el valor de Cd en el grano fue
< 0,80 mg/kg. Por el contrario, se encontraron 38 sitios con valor de Cd total > 1,00 mg/kg en el
suelo; de estos, 37 tuvieron un valor = 0,80 mg/kg de Cd en el grano.

Tabla 12. Distribucion de los niveles de Cd en suelo y grano para 276 sitios muestreados en Colombia

Clasificacion Cd total suelo (mg/kg) Cd en grano (mg/kg) Probabilidad (%)

Rango seguro <0,10 <0,80 96
<0,80 54

R inciert >0,10< 1,00 .
ango incierto B , >0,80 6
Rango riesgoso 21,00 >0,80 97

Elaboracion propia

Una vez identificados los sitios de muestreo, junto con las coordenadas geograficas, se utilizo el
software de sistemas de informacidn geografica ArcGIS para ubicar los puntos dentro de los mapas
de suelos reportados por el Instituto Geogrdfico Agustin  Codazzi -IGAC
(https://geoportal.igac.gov.co/), con el fin de identificar informacidn relevante de suelos como
clima, paisaje y especialmente érdenes taxondmicos para las muestras tomadas en el proyecto.

7.1.2. Seleccidon de muestras de suelos a estudiar

Al aplicar los criterios de seleccion descritos en la metodologia (6.1.1) resultaron 34 muestras de
suelos seleccionadas (Figura 3 y Tabla 15). Se mantuvo la distribucién de los érdenes taxonémicos,
para obtener 65% de Inceptisoles. Simultdneamente se hizo la distribucidon por departamento, las
siete muestras del Cesar seleccionadas fueron suelos Entisoles. Se encontraron seis suelos Molisoles
cuyas concentraciones estaban por debajo de 0,3 mg/kg, por lo que no se consideraron en esta
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investigacion, y dos suelos Andisoles con Cd>0,3 mg/kg, que si se consideraron. Del departamento
de Narifio solo se obtuvo tres muestras con Cd>0,3 mg/kg las cuales se incluyeron. La Gnica muestra
de suelo Alfisol tuvo Cd<0,3 mg/kg. Se incluyeron muestras para los seis departamentos que han
sido muestreados hasta la fecha (Tabla 13).

Tabla 13. Distribucion de muestras seleccionadas para extracciones. A: por orden taxonémico y B: por

Departamento
A B
Muestras seleccionadas Muestras seleccionadas
Orden Taxonémico Muestras % Departamento Seleccién %
Inceptisoles 22 65% Antioquia 8 24%
Entisoles 9 26% Boyaca 5 15%
Andisoles 3 9% Cesar 7 21%
Total 34 100% Narifio 3 9%
Santander 4 12%
Tolima 7 21%
Total 34 100%

Dentro de cada departamento se excluyeron las muestras con propiedades similares de pH, MO, Cd
en hojas, Cd en granos y arcillas. Dentro de las muestras seleccionadas para cada departamento se
incluyd todo el rango de las propiedades de interés, asimismo, contemplando contrastes entre
estos, por ejemplo, algunas con Cd en suelo similares, pero pH y Cd en grano diferente (Tabla 14).

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas de las 34 muestras seleccionadas

Cd Total Cd Total Cd Total
pH (Un) MO Total (g/kg) Arcilla (%) Suelo Grano Hoja
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Promedio 6,0 55,1 33,0 3,3 5,8 20,5
Minimo 4,3 16,2 11,1 0,3 0,4 1,0
Maximo 7,6 121,2 62,2 41,2 22,7 158,4
SD 0,8 28,5 14,2 7,2 53 31,7
Q1 (25%) 5,5 29,0 18,2 0,6 1,4 2,4
Q2 (50%) 6,0 52,2 33,7 1,2 3,9 8,4
Q3 (75%) 6,5 77,9 41,0 2,3 9,7 23,3

SD: desviacion estdndar, Q: cuartiles, MO: materia orgdnica
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Tabla 15. Sitios seleccionados para estudio con sus principales caracteristicas

Arcilla MO Cd Total Cd Total Cd Total
Sitio  Departamento Textura Clase pH mg/kg mg/kg mg/kg Clima Paisaje Relieve Orden
b glke Suelo Hoja Grano

1 Cesar 17,2 Franco arenosa 6,75 19,1 0,7 1,8 1,2 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

2 Cesar 15,9 Franca 7,64 30,5 0,4 1,7 1,1 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

3 Cesar 11,1 Franca 7,02 16,5 4,2 28,4 11,8 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

4 Cesar 13,6 Franco arenosa 6,08 16,4 1,4 16,3 10,3 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

5 Cesar 12,4 Franca 7,00 16,3 1,8 19,0 8,0 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

6 Cesar 15,0 Franco arenosa 7,22 27,0 3,9 5,2 3,7 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

7 Cesar 34,0 Franco arcillosa 7,40 29,0 2,0 43 3,2 Célido Semihumedo Piedemonte Abanicos y glacis Entisol

8 Narifio 38,9 Franco arcillosa 5,65 48,9 0,3 4,7 1,6 Célido Himedo Planicie marina  Plano de marea Entisol

9 Narifio 62,2 Arcillo limosa 5,07 46,0 0,4 7,4 1,3 Célido Himedo Planicie aluvial Plano de inundacion Inceptisol
10 Narifio 40,3 Arcillo limosa 6,28 60,8 0,3 1,7 0,7 Célido Himedo Planicie aluvial Terrazas Andisol
11 Tolima 47,5 Arcillosa 595 63,7 0,4 2,1 0,4 Templado Himedo Montafia Lomas y colinas Andisol
12 Tolima 22,1 Franco arcillo arenosa 6,67 121,2 0,8 1,0 0,6 Templado Himedo Montafia Lomas y colinas Andisol
13 Tolima 30,0 Franco arcillo arenosa 6,38 56,9 2,2 7,9 3,8 Templado Semihiimedo Montafia Filas y vigas Inceptisol
14 Boyaca 55,4 Arcillosa 435 55,4 0,6 20,0 4,4 Templado Himedo Montafia Filas y vigas Inceptisol
15 Boyaca 16,7 Franco arenosa 6,03 88,2 10,8 24,5 9,4 Templado Himedo Montafia Crestas y crestones Inceptisol
16 Boyaca 39,7 Franco arcillosa 5,43 62,1 41,2 158,4 22,7 Célido Himedo Montafia Crestas y crestones Inceptisol
17 Boyaca 16,6 Franco arenosa 6,17 101,8 8,6 16,8 4,4 Templado Himedo Montafia Crestas y crestones Inceptisol
18 Boyaca 49,9 Arcillo limosa 4,56 43,8 1,3 49,8 10,1 Templado Semihiimedo Montafia Lomas y colinas Inceptisol
19 Santander 38,0 Franco arcillosa 6,55 27,8 1,4 15,0 6,5 Célido Semihumedo Lomerio Lomas y colinas Inceptisol
20 Santander 27,2 Franco arcillo limosa 5,78 24,55 1,7 32,3 10,5 Célido Semihumedo Lomerio Lomas y colinas Inceptisol
21 Santander 51,7 Arcillosa 532 29,1 0,8 33,7 8,9 Célido Semihumedo Lomerio Lomas y colinas Inceptisol
22 Santander 40,6 Arcillo limosa 6,11 22,0 0,6 12,7 5,6 Célido Semihumedo Lomerio Lomas y colinas Inceptisol
23 Tolima 32,9 Franco arcillo arenosa 5,37 95,5 0,6 3,9 2,0 Templado Himedo Montafia Filas y vigas Inceptisol
24 Tolima 34,7 Franco arcillo arenosa 5,52 80,8 0,4 3,2 1,3 Templado Himedo Montafia Filas y vigas Entisol
25 Tolima 40,1 Arcillosa 6,02 47,8 2,3 98,6 15,3 Templado Semihimedo Montafia Filas y vigas Inceptisol
26 Tolima 42,8 Arcillosa 5,67 78,3 8,6 56,4 10,7 Templado Semihimedo Montafia Filas y vigas Inceptisol
27 Antioquia 58,9 Arcillosa 567 61,6 0,5 8,9 3,4 Templado semiarido Montafia Crestas y espinazos Inceptisol
28 Antioquia 17,3 Franco arenosa 6,34 76,7 1,5 2,2 1,7 Templado Himedo Montafa Crestas y espinazos Inceptisol
29 Antioquia 41,2 Arcillosa 5,72 88,0 0,5 1,5 0,5 Templado Himedo Montafa Crestas y espinazos Inceptisol
30 Antioquia 33,5 Franco arcillo arenosa 7,03 73,3 0,7 1,4 0,6 Templado Himedo Montafa Crestas y espinazos Inceptisol
31 Antioquia 31,2 Franco arcillo arenosa 4,89 92,5 1,0 15,2 4,1 Templado Himedo Montafa Crestas y espinazos Inceptisol
32 Antioquia 44,0 Arcillosa 5,79 44,7 4,1 1,3 9,7 Templado Himedo Montafa Crestas y espinazos Inceptisol
33 Antioquia 21,1 Franco arcillo arenosa 5,36 41,2 0,6 51 2,2 Célido Semihumedo Montafia Crestas y espinazos Inceptisol
34 Antioquia 28,1 Franco arcillosa 5,53 86,0 5,0 34,3 13,8 Templado Himedo Montafia Abanicos y glacis Inceptisol
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7.1.3. Fraccionamiento quimico de Cd para las muestras de suelos seleccionadas

Resultdé importante considerar no sélo los requerimientos de las extracciones secuenciales en
cuanto a equipos de medicién avanzados como el ICP-MS, sino también el tiempo requerido para
hacer cada una de las extracciones y el alto costo total de las extracciones y andlisis. Se determiné
el uso del software ORCHESTRA que, por el contrario, no requiere tantas extracciones ni equipos
muy avanzados para lectura, dado que usa como entradas al modelo, los resultados de los andlisis
fisicoquimicos que ya se tenian previamente y la aplicacion de dos extracciones simples (Tabla 6)
para medir Fe, Al y Mn en equipos de lectura mas convencionales y menos avanzados como el
Espectrofotémetro de Absorcion Atémica por llama (EAA).

Kim et al., (2015) revisaron las ventajas y limitaciones de las diferentes formas de evaluar la
disponibilidad de metales pesados en el suelo, incluyendo las extracciones quimicas y los modelos
geoquimicos, e igual que en la presente investigacion, identificaron al software ORCHESTRA, junto
con otros, como herramientas de calculo de la concentracidn de iones metalicos libres disueltos en
el agua intersticial y la fraccidon metalica disponible real utilizando las reacciones y constantes
termodinamicas.

Las fracciones de Cd en el suelo para los suelos estudiados obtenidas con el programa ORCHESTRA
se muestran en la Tabla 16. Los datos de entrada y las transformaciones realizadas se muestran en
el Anexo 1.

Tabla 16. Concentraciones de Cd en fracciones del suelo arrojadas por ORCHESTRA

- Disuelto HFO HMO Arcilla HA FA Residual Suma
itio me/ke
1 0,003 0,004 0,107 0,005 0,233 0,038 0,336 0,726
2 0,001 0,003 0,115 0,000 0,133 0,010 0,102 0,364
3 0,016 0,125 2,078 0,037 1,229 0,214 0,534 4,232
4 0,012 0,003 0,040 0,073 0,722 0,169 0,370 1,389
5 0,006 0,033 0,651 0,012 0,547 0,088 0,475 1,813
6 0,004 0,019 0,844 0,002 0,347 0,044 2,672 3,931
7 0,003 0,021 0,548 0,002 0,278 0,029 1,133 2,015
8 0,002 0,000 0,001 0,008 0,137 0,033 0,101 0,282
9 0,003 0,000 0,001 0,065 0,200 0,063 0,085 0,418
10 0,001 0,000 0,004 0,002 0,121 0,021 0,142 0,291
11 0,002 0,000 0,005 0,008 0,187 0,041 0,111 0,353
12 0,005 0,000 0,002 0,017 0,357 0,107 0,263 0,751
13 0,009 0,002 0,054 0,026 0,801 0,161 1,169 2,224
14 0,004 0,000 0,000 0,133 0,182 0,076 0,187 0,582
15 0,031 0,002 0,110 0,102 2,548 0,648 7,327 10,768
16 0,190 0,006 0,247 4,508 11,555 3,616 21,093 41,214
17 0,021 0,000 0,025 0,064 1,756 0,457 6,270 8,593
18 0,009 0,000 0,001 0,327 0,409 0,160 0,440 1,347
19 0,005 0,004 0,144 0,020 0,390 0,071 0,796 1,429

44



Disuelto HFO HMO Arcilla HA FA Residual Suma

Sitio
mg/kg

20 0,003 0,000 0,007 0,020 0,202 0,048 1,451 1,732
21 0,004 0,000 0,003 0,074 0,223 0,064 0,406 0,773
22 0,003 0,001 0,013 0,020 0,199 0,042 0,353 0,630
23 0,003 0,000 0,000 0,014 0,223 0,064 0,251 0,556
24 0,002 0,000 0,000 0,006 0,132 0,034 0,211 0,386
25 0,014 0,001 0,061 0,112 1,104 0,258 0,796 2,347
26 0,051 0,001 0,017 0,727 3799 1,082 2,953 8,630
27 0,003 0,000 0,001 0,022 0,233 0,058 0,233 0,550
28 0,004 0,001 0,032 0,004 0,367 0,072 1,014 1,494
29 0,002 0,000 0,001 0,007 0,171 0,042 0,251 0,473
30 0,002 0,000 0,088 0,001 0,150 0,019 0,399 0,658
31 0,004 0,000 0,000 0,041 0,301 0,106 0,561 1,013
32 0,023 0,003 0,150 0,320 1,613 0,420 1,609 4,138
33 0,003 0,000 0,001 0,020 0,233 0,065 0,275 0,598
34 0,028 0,001 0,053 0,238 2,080 0,613 2,022 5,034
Promedio 0,014 0,007 0,159 0,207 0,975 0,266 1,659 3,286
Minimo 0,001 0,000 0,000 0,000 0,121 0,010 0,085 0,282
Maximo 0,190 0,125 2,078 4,508 11,555 3,616 21,093 41,214
% Cd total 0,4% 0,2% 4,8% 6,3% 29,7% 8,1% 50,5% 100%

HFO: oxidos de aluminio y hierro, HMO: oxidos de manganeso, HA: dcidos humicos, FA: dcidos fulvicos

En promedio la distribucion de las fracciones de Cd en los suelos estudiados decrecié en el siguiente
orden: residual > HA > FA > arcilla > HMO > disuelto > HFO. Estas fracciones se graficaron en términos
porcentuales (Figura Al del Anexo 2) para los suelos estudiados por departamento, en la cual se
puede apreciar en general que las fracciones residual y unida a HA son las mas representativas. Un
caso particular fueron las muestras de suelo del departamento del Cesar que tienen las mayores
fracciones de oxidos e hidroxidos, incluso en algunos casos, la fraccion HMO es la mayoritaria (cerca
del 50%) por encima de la residual y de la HA. En estos suelos, se encontraron los valores mas altos
de pH, su orden son Entisoles los cuales son suelos poco evolucionados, contienen bajos niveles de
arcilla y baja MO, suelos con poco desarrollo de horizontes B.

Para los suelos del departamento de Santander, la fraccion que predomind fue la residual; en
general, estos suelos mostraron bajos niveles de Cd total en el suelo, pero alta transferencia al
grano. Alli se hace interesante posteriormente correlacionar las demas fracciones con el Cd en la
planta. En los suelos del departamento del Tolima, las fracciones de Cd que fueron predominantes
fueron las unidas a los acido humicos y fulvicos, bastante por encima de las fracciones residuales,
igual que los suelos del departamento de Narifio, que coinciden con los altos niveles en general de
MO en el suelo (Tabla 15). En el departamento de Boyacd, sin bien no fueron las mayoritarias, se
presentaron los niveles mas altos para las fracciones de Cd unido a las arcillas, llegando casi a 25%.

Con el fin de comparar con resultados previos de especiacidon quimica y evaluar la capacidad de
reaccion de cada fraccidn, al igual que Gutiérrez et al., (2022) se consideraron las fracciones HA y FA
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como oxidables debido a la unién con la materia organica. En cuanto a las fracciones reducibles, se
consideraron HMO y HFO dada la unidn a los 6xidos de aluminio, hierro y manganeso. Las fracciones
estudiadas hacen parte de las fracciones reactivas, puesto que las no reactivas se encuentran en la
fase residual, las fracciones unidas a las arcillas se asocian a las fracciones intercambiables; sin
embargo, esta fraccion serd menor que la fraccion que normalmente se conoce como
intercambiable, dado que en este trabajo solo se estardn teniendo en cuenta los sitios de
intercambio de los minerales de arcilla y no del resto de las superficies con carga. Los datos se
reagruparon de acuerdo con la capacidad de reaccion encontrada (Tabla 17).

Tabla 17. Concentraciones de Cd en fracciones reorganizadas por capacidad de reaccion
Agua-soluble Reducible Intercambiable Oxidable Residual Suma

Sitio

mg/kg
Promedio 0,014 0,166 0,207 1,241 1,659 3,286
Minimo 0,001 0,000 0000 0,142 0,085 0,282
Méximo 0,190 2,203 4,508 15,171 21,093 41,214
% Cd total  0,4% 5,0% 6,3% 37,8% 50,5% 100%

Los resultados obtenidos se compararon con estudios previos (Tabla 18) y se encontré que las
diferentes metodologias arrojan resultados comparables y utiles para el estudio de las fracciones de
Cd en el suelo. En los tres casos de estudios con suelos tropicales (Aikpokpodion et al., 2012; Chavez
et al., 2016b; Rodriguez, 2017), se encuentran diferencias en la fraccion predominante y la fraccién
minoritaria. Para el caso de Ecuador la principal fraccién fue la unida a la materia orgdnica, lo que
se evidencié en varias muestras de Colombia, especialmente, en los suelos de los departamentos de
Narifio, Tolima y Antioquia; la fraccion minorita fue agua-soluble, seguida de la reducible (unida a
oxidos e hidroxidos de Al, Fe y Mn), resultados similares a los encontrados en esta investigacion.

Una diferencia por tener en cuenta con la especiacion quimica y el uso de ORCHESTRA, es que este
ultimo, no diferencia la fraccién acido-soluble (carbonatos). En las extracciones secuenciales, para
extraer la fraccion acido-soluble se suele usar acetato de sodio, el cual podria también extraer parte
de las fracciones intercambiables enlazadas mas fuerte y parte de las fracciones unidas a dxidos e
hidréxidos amorfos que estén enlazados a Cd pero que la fuerza de unidn no seria tan fuerte que
pueda extraerse con una sal orgdnica. Por tanto, la fraccidn 4cido-soluble podria estar incluida, parte
en las fracciones reducibles (HFO y HMO) y parte en la fraccion de arcilla, de las fracciones arrojadas
por ORCHESTRA. Por otra parte, para la MO, el modelo puede diferenciar entre los acidos himicos
y fulvicos y generar informacidn que permita desarrollar estrategias de inmovilizacién mas precisas,
dado que hace parte de la fraccién mas reactiva.

En la Tabla 18 se incluyé un estudio realizado en Cundinamarca en Colombia, donde aplicaron
extraccion secuencial diferente a Tessier, y encontraron a diferencia de los resultados generales del
actual estudio, que la fraccion mayoritaria fue la reducible, mientras que la menor fue la residual.
Para el estudio de Cundinamarca, se revisaron los valores de pH y se encontré que estuvieron
ligeramente acidos y los valores de MO entre medio y alto.
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Tabla 18. Estudios de fraccionamiento quimicos de Cd en suelos con cacao

Distribucion de fracciones de Cd en el suelo

Metodologia

Referencia

Oxidable > carbonatos (acido-soluble) > residual >
reducible >> agua-soluble (+intercambiable)

Especiacion de Tessier
15 muestras, 0-5 cm

Ecuador (Chavez et
al., 2016b)

Residual > oxidable > agua-soluble > carbonatos (acido-
soluble) > intercambiable > reducible

Especiacion de Tessier
10 muestras,
profundidad 0-15 cm

Nigeria
(Aikpokpodion et
al., 2012)

Principalmente oxidable cuando pH < 6,5
Y reducible cuando pH >6,5

Modelacién, revisién
de literatura

(Dutta & Lodhari,
2018)

Reducible > oxidable > carbonatos (acido-soluble) >
intercambiable > residual

Especiacion de
Amacher (1996)
37 muestras, 0-30 cm

Colombia
(Cundinamarca)
(Rodriguez, 2017)

Residual > oxidable >> intercambiable >> reducible >
agua-soluble

Modelacién, 34
muestras, 0-20cm
34 muestras,

Colombia (Idarraga,
2023) actual
estudio

profundidad 0-20 cm

7.2. OE2. Estudio de las correlaciones entre las diferentes fracciones del Cd en el suelo y la
concentracion de Cd en la planta

En la parte final del anterior numeral, se reorganizaron las fracciones de Cd en el suelo obtenidas
del software ORCHESTRA, con el objetivo de realizar comparaciones con otros estudios simulares.
Para el desarrollo de este objetivo especifico se utilizaron los resultados arrojados por el modelo
para realizar las correlaciones con el Cd en la planta.

7.2.1. Estudio de los diferentes tratamientos estadisticos a aplicar

En el estudio del arte realizado (Tabla 2 y Tabla 3) se encontré el amplio uso del método de Pearson
para evaluar las correlaciones entre variables, éste método contempla siete supuestos: tres de los
cuales se relacionan con el disefio del estudio y con la forma en que se miden las variables (escalas
continuas, variables emparejadas, independencia de los casos) y cuatro mds segun la relacion,
distribucién y variabilidad de los datos (linealidad, normalidad, homocedasticidad, datos atipicos)
(Laerd, 2020). Sin embargo, en el contexto de la investigacion aplicada, no se encontré evidencia de
que los estudios profundizaran el cumplimiento de los siete supuestos, se enfocan principalmente
en aspectos de linealidad y normalidad.

Para el presente estudio, se aplicaron dos métodos de correlacidn: Pearson y Spearman. Restrepo
& Gonzalez, (2007) destacan como principales supuestos del método Pearson: la normalidad y la
ausencia de datos atipicos (outliers) para cada variable, y la linealidad en la correlacidn, para cada
par de variables a estudiar. Por el contrario, se encontré que la correlacién de Spearman es la versién
no paramétrica de Pearson, estudia asociaciones monotdnicas y se usa cuando se violan
notablemente los supuestos de la correlaciéon de Pearson, por tanto, estudia asociaciones que no
requieren que la relacidn entre las variables sea lineal (Hauke & Kossowski, 2011).

Cuando se aplicaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Jarque-Bale a cada variable, se
obtuvo que los datos originales no seguian una distribucién normal. Estas pruebas de normalidad
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aplican cuando la cantidad de datos es menor a 50. Yap & Sim, (2011) mostraron que, para
distribuciones simétricas de cola corta, la prueba de Shapiro-Wilk tienen mejor potencia, mientras
que, para distribuciones simétricas de cola larga, el poder de la prueba de Jarque-Bera es bastante
comparable con la prueba de Shapiro-Wilk. En cuanto a las distribuciones asimétricas, la prueba de
Shapiro-Wilk es la mas potente.

Se hicieron histogramasy graficos de densidad (Figura A2) que mostraron distribuciones asimétricas
para las fracciones de Cd en el suelo y distribucién simétrica para el Cd en la planta, pero con cola
larga hacia la derecha. Igualmente se hicieron graficos de barras y error estandar (Figura A3) que
mostraron la presencia de datos atipicos. Lo anterior, evidencié que las variables corresponden a
distribuciones no paramétricas, los datos no se ajustaban a la normalidad y tenian una distribucién
logaritmica con sesgo a la izquierda.

Teniendo en cuenta lo anterior, se procedid a aplicar dos tratamientos a los datos para posterior
correlacién. En el primer tratamiento se transformaron las fracciones obtenidas en el OE1 a través
del logaritmo en base 10 buscando cumplir los supuestos de Pearson. Se hicieron graficos de barras
y error estdndar para los valores transformados y se obtuvo la Figura A4, que mostrd distribuciones
normales, donde la media esta mas cerca de la mediana y esta vez solo mostré un dato atipico para
algunas fracciones.

Revisando los datos atipicos, se encontré que correspondian a las muestras del sitio No. 16, con
valores de Cd total en grano de 22,7 mg/kg, en hoja de 158,4 mg/kg y en suelo de 41,2 mg/kg. Se
procedid a retirar estos datos del analisis y se obtuvieron distribuciones normales, con una
significancia mayor al 5%. Ademas de la identificacién como dato atipico en la grafica, se revisé la
base de datos completa y se detectd que este sitio presenté el dato mas alto de Cd encontrado en
los 276 sitios muestreados hasta el momento, y las diferencias con los datos que le seguian eran
bastante representativas.

En el segundo tratamiento, se trabajé con los datos naturales obtenidos de las fracciones de Cd. En
vista de evaluar las condiciones naturales del suelo y los fendmenos que explican la respuesta del
Cd en la planta, se mantuvieron los datos originales sin transformarlos, para posteriormente realizar
correlaciones de Spearman que tienen menor exigencia en los supuestos estadisticos. Para este
caso, igualmente se retiraron los valores obtenidos para el sitio No. 16, puesto que son datos
bastante atipicos y podrian condicionar las correlaciones estudiadas.

7.2.2. Analisis de correlaciones de las fracciones de Cd en el suelo vs el Cd en el grano

Con los datos normalizados, se evaluaron las correlaciones lineales de Pearson junto con los graficos
de dispersidon mostrados en la Figura A5 y resumidos en la Tabla 19, se encontré que el orden
decreciente del coeficiente de correlacidén de las fracciones vs el Cd en el grano fue la siguiente:
disuelto > arcilla > HA = FA > residual >> HFO > HMO. La fraccién Cd disuelto tuvo la correlacién mas
fuerte (r=0,73; p<0,01), similarmente, las fracciones arcilla, HA y FA mantuvieron correlaciones
fuertes y significativas. Mientras que las fracciones de Cd unido a HFO y HMO, mostraron
correlaciones muy débiles y con menos significancia. Las correlaciones lineales mas fuerte entre las
mismas fracciones Cd en el suelo fueron: disuelto y HA-FA, lo que muestra una relacién muy
importante entre la fraccion oxidable de Cd en el suelo unida a la materia organica y la fraccién que
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ya se encuentra disuelta. Los graficos de dispersién para las correlaciones mas fuertes mostraron
relaciones lineales como parte de los supuestos en los que se basa el método Pearson.

Las correlaciones Pearson con el Cd en la hoja, si bien mantuvieron las fuertes correlaciones
explicando un origen similar, a diferencia del Cd en el grano, mostraron otro orden: arcilla > disuelto
> FA > HA, la fraccidon con mayor correlacién fue la del Cd unido a la arcilla. Lo anterior, podria
explicarse teniendo en cuenta que las rutas de absorcion de Cd al grano y a la hoja son diferentes.
Vanderschueren et al., (2023) sugieren que el Cd en las semillas de cacao probablemente se origina
en la redistribucién del floema desde el tallo, las ramas o las hojas maduras y no del transporte
directo de la raiz a la semilla a través del xilema.

Tabla 19. Correlaciones de Pearson y Spearman para valores de Cd en fracciones del suelo, grano y hoja

Fracciones Cd R Pearson R Spearman

Cd grano Cd hoja Cd grano Cd hoja
Disuelto 0,73%** 0,59%** 0,76%** 0,62%**
HFO 0,35* 0,086 0,34 0,081
HMO 0,33 0,069 0,31 0,041
Arcilla 0,69%** 0,67*** 0,76%** 0,71%**
HA 0,67*** 0,52%** 0,70%** 0,52%**
FA 0,67*** 0,58*** 0,72%** 0,59%**
Residual 0,60%*** 0,41* 0,65%** 0,45%*
Cd hoja 0,85%** - 0,85%** -

*¥% < 0,01, **p < 0,05, *p < 0,1

Para los datos no transformados, se analizaron las correlaciones no paramétricas de Spearman
(Figura A6 y Tabla 19), donde se determind que las correlaciones vs Cd en grano siguieron el orden
decreciente: disuelto = arcilla > FA > HA > residual >> HFO > HMO. La distribucion fue similar a la de
los datos normalizados, aqui se tuvieron correlaciones ligeramente mas fuertes, la mayor fue con el
Cd disuelto (r=0,76; p<0,01). Para los datos naturales, al igual que para los transformados, se
encontro que las correlaciones mas fuertes entre las fracciones del suelo fueron: disuelto y HA-FA.
Del mismo modo, sucedié con el Cd en la hoja para los datos transformados vs naturales, las
correlaciones mantuvieron el orden, la fuerza y la significancia, e igualmente, cambiaron
ligeramente cuando se comparan con las correlaciones de Cd en el grano. En cuanto a los graficos
de dispersion para las correlaciones mas fuertes con el Cd en la planta, las distribuciones no
siguieron relaciones lineales.

Para el estudio de las correlaciones de Cd en el suelo vs Cd en la planta, se podrian aplicar
transformaciones que normalicen los datos y linealicen las correlaciones para hacer estudios
paramétricos como Pearson. Sin embargo, estudiando los datos sin hacer transformacion y
aplicando estudios no paramétricos como Spearman, se encuentran resultados bastante
comparables con Pearson.

La normalizacion de los datos permite un analisis lineal, no obstante, se pierde sensibilidad pues
realiza ajustes paramétricos a los datos, que se podrian explicar dada la naturaleza de la absorcién
del Cd en el sistema suelo-planta; sin embargo, la correlacidn de estos en el cultivo de cacao es un
tema que aln sigue en estudio. Mientras que, en el estudio no paramétrico de Spearman, se obtiene
correlaciones similares, sin necesidad de aplicar ajustes matematicos (como Logl0). Como se
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revisard mas adelante, cuando el objetivo es aplicar modelos predictivos si es necesario aplicar
transformaciones para normalizar los datos, pero cuando el objetivo es exploratorio y explicativo
usar los datos originales sin transformarlos es una opcién viable, usando las correlaciones de
Spearman.

Al igual que Rebeki¢ et al., (2015), donde compararon el coeficiente de Pearson y Spearman en el
mismo conjunto de datos de concentracién de Cd y zinc del grano de trigo, para correlacionarlos
con rendimientos de produccién; en el presente proyecto, se encontré que la seleccion del
coeficiente de correlacién mas conveniente depende principalmente del tipo de variables, la
presencia de valores atipicos, la normalidad y la linealidad de la relacién. En Colombia, Rodriguez
Albarracin et al., (2019) estudiaron correlaciones de Cd en el sistema suelo-planta, aplicando
correlaciones de Pearson y Spearman debido a que no siempre existe una relacién lineal entre el
par de variables contrastadas y en ese sentido, buscaron relaciones monétonas que también
proporcionaron informacidn atil con Spearman.

7.3. OE3. Evaluacidn de métodos de extracciéon simple y fraccionamiento de Cd en suelos
para la prediccion del Cd en la planta a través de modelos de regresion lineal miiltiple

En este ultimo objetivo se aplicé el método cientifico para evaluar la correlacion del Cd obtenido
por extraccion simple, inicialmente con las fracciones modeladas de Cd en el suelo y finalmente, las
correlaciones directas con el Cd en la planta.

7.3.1. Estudio de los fundamentos y aplicabilidad de los métodos de extraccion simple
empleados

En la evaluacién de los métodos de extraccién simple que se reportan en libros, articulos y literatura
cientifica, se clasifican los métodos por su poder de extraccion. A veces, mas que el contenido total
de un metal en el suelo se determina lo que se denomina "pseudototal" mediante la utilizacién de
acidos fuertes o agua regia en el proceso de digestion. Al no utilizar HF, este contenido pseudototal
normalmente no incluye el metal fuertemente asociado a los silicatos (Gonzalez et al., 2009) y
representa el contenido maximo de metal potencialmente soluble y moévil, por ende, el maximo
potencial contaminante de un metal en un suelo determinado.

Los iones cargados positivamente, como los formados por metales, pueden ser adsorbidos a los
constituyentes del suelo cargados negativamente. Estos elementos estdn sujetos a reacciones de
intercambio catidnico y pueden reponer facilmente los niveles de solucién del suelo. Los metales
débilmente adsorbidos se consideran labiles y disponibles para la absorcién por parte de la planta.
Se ha propuesto una amplia variedad de extractantes para determinar la intercambiabilidad del
metal. Otros parametros importantes son la concentracién molar del extractante, la proporcion de
liguido a sdlido del protocolo y el tiempo de equilibrio (Meers, Du Laing, et al., 2007).

Se encontrd que los métodos son clasificados de acuerdo con su naturaleza y la fraccidn objetivo del
metal que se pretende extraer. Por lo anterior, existen los métodos disefados para extraer
fracciones solubles, estos métodos usan soluciones suaves que van desde el agua hasta sales muy
diluidas como el cloruro de calcio. Este método ha sido recomendado en algunos paises europeos y
combina una capacidad de extraccién adecuada con una baja concentracion salina en el extracto, lo
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cual facilita la determinacidn de los metales debido a que la matriz en que se encuentran es menos
compleja (Gonzalez et al., 2009). Posteriormente, se encuentran los métodos que usan sales mas
fuertes, que apuntan a extraer las fracciones intercambiables de los suelos, aqui se encuentra el
cloruro de potasio, acetato de amonio, nitrato de amonio, entre otros; estas soluciones logran hacer
intercambio con los iones que estan enlazados a los sitios de intercambio del suelo, se usan en
exceso y con varios lavados. En comparacion con las bases intercambiables divalentes, como el Ca,
los cationes monovalentes NHs, K y Na son menos competitivos para la desorcién de metales
pesados de la matriz del suelo (Meers, Du Laing, et al., 2007). Ademas, el uso de nitrato como
contraidn no provoca complejo ni movilizacién adicional de metales pesados, como es el caso de los
extractantes a base de cloruro.

También se estudiaron los métodos de extraccién que usan soluciones acidas diluidas, alli se
encuentran los acidos organicos como el acido citrico y el acido oxalico, asi como los acidos
inorganicos como el acido nitrico y el 4cido clorhidrico. Los acidos en general disuelven u oxidan las
fracciones organicas solubles, asimismo aportan cargas positivas (H*) que favorecen el intercambio
y la solubilidad de las demds fracciones. Normalmente, estos métodos extraen las fracciones de Cd
reactivo y le siguen en fortaleza a las digestiones totales que usan temperatura, como el caso del
agua regia.

Los metales extraibles con acido nitrico en el suelo se han sugerido como una medida para los
metales geoquimicamente activos presentes en el suelo. El término 'activo' implica susceptibilidad
a las interacciones quimicas con los sélidos del suelo que controlan las concentraciones de la
solucion. Meers, Du Laing, et al., (2007) indican que esta terminologia propuesta puede ser algo
vaga y, por lo tanto, podria ser mejor referirse a la fraccion como metales extraibles con acido. El
acido nitrico como extractante tiene como beneficio particular que no se espera interferencia del
contraidn en la movilizacion de metales, a diferencia de lo que ocurre con extractantes como el
acido acético o el 4cido clérico (Meers, Samson, et al., 2007).

Por ultimo, se encontraron los métodos de extraccidn que, si bien se consideran aun simples, dado
que se hacen normalmente en un paso, posterior agitacidn y filtracidn; usan agentes/soluciones mas
especializadas para extraer fracciones especificas e imitar los efectos de la rizosfera en el suelo.
Entre estos agentes se evidenciaron las soluciones complejantes o quelantes como el EDTA, el DTPA
y el Mehlich 3. Estas soluciones se preparan con mas reactivos que buscan crear ambientes
amortiguadores o buffer, con el fin de asegurar que las soluciones no cambian su forma y propdsito
en los diferentes rangos de pH que estan en el suelo. Estas son empleadas para extraer elementos
del suelo enlazados a estructuras mas complejas, como el caso de los microelementos o elementos
trazas. Los quelantes EDTA y DTPA junto con el acido acético, simulan el comportamiento
complejante de los exudados de las raices, regulando un intercambio constante de iones hidrégeno
para liberar sitios de coordinacidn con los cationes metdlicos.

El estudio de diferentes métodos de extraccidn de suelos y sus interacciones con la acumulacion de

metales pesados en las plantas, permite identificar el desempefio de cada uno de estos frente a los
metales de interés (Tabla 20) y proponer métodos calibrados y correlacionados con el cultivo.
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Tabla 20. Interacciones significativas entre niveles extractables de metales en el suelo y la acumulacién en la
planta P. vulgaris

Cd Cu Ni Pb Zn
Rhizon X X (X))
NaNO; X ND X
CaCl; X X X X X
NH4NO; X (X) X ND X
MgCl; X (X) X X
NH4O0Ac X (X) X (X)
HOAc X X
HNO; X X
HC1 X X
DTPA X (X) X
NH4O0Ac-EDTA X (X) X
Agua regia X X

(Meers, Samson, et al., 2007)

7.3.2. Mediciones de Cd empleando métodos de extraccion simple seleccionados

Una vez estudiados los métodos de extraccidn simple, se hizo un andlisis (Tabla 21) de los aspectos
operativos y de aplicacién para clasificarlos segun los tipos de extractantes utilizados e identificar
las ventajas y desventajas de cada uno.

Tabla 21. Métodos de extraccién simple seleccionados

Método Tipo Criterios Ventajas Desventajas
Facilmente aplicable
con . Al ser un 4cido fuerte se
. . Método usado o
soluciones/reactivos disocia completamente y
o normalmente para .
Acido que normalmente se ) ., aporta iones H+ de
HNO3 . - - determinar fraccion .
inorganico tienen en el M o, L, manera excesiva que lo
. . reactiva”. Solucion .
laboratorio. Aplica a hacen poco selectivo y
bastante estable s
suelos con altos con mayor variacion
contenidos de MO
., No usa buffer, inestable
Accion quelante fuerte, ) . .
. . en el tiempo, vigencia de
Agente complejante  se cuenta con estudios L .
. . L . . la soluciéon muy baja, se
EDTA Complejante  simple, econdmico previos en Colombia con

de facil aplicacion

esta metodologia para
comparar

afecta bastante por el pH
del suelo. Tiempo de
extraccidon muy largo

Método
ampliamente usado
para

Uso de solucién buffer y
pH ajustado a 7,3, mas

Si bien ha sido utilizado
para todo tipo de suelos,
ha sido recomendado

DTPA Buffer microelementos, econémico que M3. Uso principalmente para
Complejante  recomendado en de CaClz para disminuir suelos neutros y alcalinos.
Colombia a través de  disolucidn de carbonatos.  Uso de varios reactivos
la norma NTC. Mas Menos variable. gue incrementa su costo
especifico de aplicacién
Conocido Uso de reactivos para Usa la mayor cantidad de
Mehlich  Buffer mundialmente, todo propdsito de reactivos que incrementa
3 especializado desarrollado para extraccion: disueltos, su costo de aplicacion.

multiple propésito,

intercambiables, acido-

Mayor tiempo requerido
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Método Tipo Criterios Ventajas Desventajas

solucion estable y solubles y complejante. para la preparacion de las
mas especifico a las Tiempo de extraccion soluciones previas
fracciones corto. Uso de buffery pH

biodisponibles ajustado a 2,5. El mismo

extracto se puede usar

para lecturas de

macronutrientes
Elaboracion propia

En la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos para Cd medido por ICP-OES para las cuatro
extracciones simples seleccionadas. La extraccion mas rapida fue M3 dado que la agitacién solo fue
5 minutos, mientras que EDTA fueron 24 horas. La extraccion mas sencilla en uso de reactivos fue
HNOs mientras que las mas complejas fueron M3 y DTPA, por la preparacién previa de varias
soluciones y los ajustes requeridos de pH.

Tabla 22. Resultados de Cd para las extracciones simples aplicadas

Total HNO3  EDTA DTPA M3 Total Total

Arcilla - MO mg/kg mg/kg me/kg  meg/ke  me/kg  on  ma/kg  OrOe”

Sitio  Departamento

® p
(%) she Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Hoja Grano suelo

1 Cesar 17,2 6,75 19,1 0,7 0,4 0,4 0,2 0,3 1,8 1,2 Entisol

2 Cesar 15,9 7,64 30,5 0,4 0,3 0,3 0,1 0,2 1,7 1,1 Entisol

3 Cesar 11,1 7,02 16,5 4,2 3,7 3,0 2,3 3,1 28,4 11,8 Entisol

4  Cesar 13,6 6,08 16,4 1,4 1,0 0,9 0,7 0,8 16,3 10,3 Entisol

5 Cesar 12,4 7,0 16,3 1,8 1,3 1,2 0,9 1,1 19,0 8,0 Entisol

6 Cesar 15,0 7,22 27,0 3,9 1,3 1,6 0,6 0,8 5,2 3,7 Entisol

7 Cesar 34,0 7,4 29,0 2,0 0,9 0,9 0,5 0,6 4,3 3,2 Entisol

8 Narino 38,9 5,65 48,9 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 4,7 1,6 Entisol

9 Narifio 62,2 5,07 46,0 0,4 0,3 0,3 0,1 0,2 7,4 1,3 Inceptisol
10 Narifio 40,3 6,28 60,8 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 1,7 0,7 Andisol
11 Tolima 47,5 595 63,7 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 2,1 0,4 Andisol
12 Tolima 22,1 6,67 121,2 0,8 0,5 0,5 0,3 0,2 1,0 0,6 Andisol
13  Tolima 30,0 6,38 56,9 2,2 1,1 1,1 0,8 0,8 7,9 3,8 Inceptisol
14 Boyaca 55,4 4,35 55,4 0,6 0,4 0,4 0,1 0,2 20,0 4,4 Inceptisol
15 Boyaca 16,7 6,03 88,2 10,8 3,3 4,6 4,0 3,7 24,5 9,4 Inceptisol
16 Boyaca 39,7 543 62,1 41,2 20,1 20,9 20,2 18,3 158,4 22,7 Inceptisol
17 Boyacd 16,6 6,17 101,8 8,6 2,3 2,3 2,0 2,1 16,8 4,4 Inceptisol
18 Boyacd 49,9 4,56 43,8 1,3 0,9 0,9 0,6 0,6 49,8 10,1 Inceptisol
19 Santander 38,0 6,55 27,8 1,4 0,6 0,6 0,5 0,5 15,0 6,5 Inceptisol
20 Santander 27,2 5,78 245 1,7 0,3 0,7 0,5 0,5 32,3 10,5 Inceptisol
21 Santander 51,7 532 29,1 0,8 0,4 0,4 0,3 0,3 33,7 8,9 Inceptisol
22 Santander 40,6 6,11 22,0 0,6 0,3 0,2 0,2 0,2 12,7 5,6 Inceptisol
23  Tolima 32,9 5,37 95,5 0,6 0,3 0,3 0,1 0,1 3,9 2,0 Inceptisol
24  Tolima 34,7 5,52 80,8 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 3,2 1,3 Entisol
25 Tolima 40,1 6,02 47,8 2,3 1,6 1,6 1,3 0,8 98,6 15,3 Inceptisol
26 Tolima 42,8 567 78,3 8,6 5,7 4,9 4,1 1,9 56,4 10,7 Inceptisol
27  Antioquia 58,9 567 61,6 0,5 0,3 0,4 0,3 0,2 8,9 3,4 Inceptisol
28 Antioquia 17,3 6,34 76,7 1,5 0,5 0,4 0,3 0,3 2,2 1,7 Inceptisol
29 Antioquia 41,2 572 88,0 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2 1,5 0,5 Inceptisol
30 Antioquia 33,5 7,03 733 0,7 0,2 0,3 0,2 0,2 1,4 0,6 Inceptisol
31 Antioquia 31,2 4,89 92,5 1,0 0,5 0,5 0,2 0,2 15,2 4,1 Inceptisol
32  Antioquia 44,0 5,79 44,7 4,1 2,5 2,7 2,0 2,3 1,3 9,7 Inceptisol
33  Antioquia 21,1 5,36 41,2 0,6 0,3 0,3 0,3 0,2 51 2,2 Inceptisol
34  Antioquia 28,1 553 86,0 5,0 3,0 3,1 1,6 0,8 34,3 13,8 Inceptisol

M3: Mehlich 3
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Seguidamente, se calcularon los porcentajes de extraccidon de cada método simple frente al Cd total
por agua regia para cada muestra analizada (Figura 4). Se realizé la prueba estadistica de Duncan
(Tabla A43 del Anexo 2) donde se evidencidé que los promedios de las extracciones con HNO; y EDTA
se clasificaron en el mismo grupo y mostraron los mayores porcentajes, mientras que las medias de
DTPA y M3 fueron menores y se clasificaron en un grupo diferente. Los valores individuales mas
altos se obtuvieron para HNOs, que representa la extraccion mas cercana a la digestion con agua
regia. En cuanto a las varianzas, se identificd que la mayor variacidn se obtuvo para HNOsy las
variaciones mas bajas fueron para DTPA y M3, lo que muestra que las extracciones complejantes
especializadas con buffer son mucho mas especificas y selectivas. Para el caso de la extraccidn con
HNO3 se observd que es menos selectiva dada su forma quimica de operacion al acidificar el medio
de manera excesiva.
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B cdHNO3 [ cdEDTA [ Cd DTPA cd Mehlich 3

Figura 4. Grafico de barras y error estandar para los porcentajes de extraccion de métodos simples frente al
Cd total por agua regia

7.3.3. Correlacién de los resultados de Cd en el suelo vs Cd en la planta

Este dltimo numeral se abordd inicialmente desde las correlaciones de las fracciones de Cd
obtenidas con el modelo vs el Cd extraido por métodos simples, luego se realizaron las correlaciones
directamente de las extracciones simple vs Cd en planta.

Para empezar, se realizd la correlacion de las fracciones de Cd en el suelo obtenidas de ORCHESTRA
gue mayor correlacion tuvieron con el Cd en el grano: disuelto, arcilla, HA-FA, con el Cd extraido a
través de los cuatro métodos simples empleados. Como se observa en la Tabla 23, en general, las
correlaciones mas fuertes se presentaron con la extraccion HNO; seguida de EDTA > DTPA > M3.
Frente a las fracciones, las correlaciones mas fuertes se dieron con la fraccidn HA, lo que se puede
explicar dado que los métodos simples utilizados son fuertes y muy relacionados con los metales
adsorbidos en la MO. Para la fraccién disuelta, el HNOs tuvo una correlacién fuerte (r=0,93 p<0,01),
en esta fraccion el Cd practicamente se encuentra libre como ion y la extraccién mas sencilla de las
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aplicadas como es con HNOs naturalmente tuvo la mejor correlacion. Por el contrario, si bien las
correlaciones con arcilla fueron bastante significativas, fueron las mas bajas. Como se menciong, las
extracciones simples seleccionadas son fuertes y, ademas de extraer las fracciones mas disponibles,
apuntan principalmente a fracciones nominales mas complejas de extraer y menos disponibles, pero
la fraccion Cd-arcilla del modelo, estd mas relacionada a la fraccidon intercambiable que podria
extraerse de mejor manera con una sal o 4cidos organicos débiles.

Tabla 23. Correlaciones de Spearman para fracciones de Cd en el suelo vs Cd extraido por métodos simples
Coeficiente de correlacion de Spearman para fracciones de Cd en el suelo

Método de extraccion

Sl Fraccion de Fraccion de Fraccion de Fraccion de
Cd-disuelto Cd-arcilla Cd-FA Cd-HA
HNO3 0,93*** 0,61%** 0,85*** 0,96***
EDTA 0,89%** 0,57*** 0,81%** 0,94%**
DTPA 0,87*** 0,57*** 0,80*** 0,93***
Mehlich 3 0,84*** 0,53*** 0,74*** 0,90***
*%% p < 0,01

Por otro lado, se determinaron las correlaciones de los métodos de extraccion simple vs el Cd
concentrado en la planta (Figura 5). Los coeficientes estuvieron cercanos y fueron bastante
significativos, la mayor correlacion del Cd en el grano fue con el Cd extraido por el método DTPA
(r=0,78 p<0,01), siguieron el orden decreciente: DTPA > M3 > EDTA > Total > HNOs. Para el caso del
Cd en la hoja, las correlaciones disminuyeron notablemente, no obstante, mantuvieron una
correlacién estadisticamente significativa y siguieron el orden decreciente: DTPA > EDTA > HNOs >
M3 > Total, que como se explicd anteriormente, las rutas de absorcidn son diferentes para el grano
y la hoja (Vanderschueren et al., 2023).

Cd_EDTA
Cd_DTPA
Cd_Mehlich
Cd_grano
Cd_suelo
Cd_hoja > 0.57 2 5 053
T\‘O{b (00«?‘ 3 «Q?“ @‘\\\0\\ @S\O R 2
Ob/ Ob/ Ob/ 065‘\ Ob/ Ob/

Figura 5. Correlaciones de Spearman Cd en planta vs Cd extraido por métodos simples. ***p<0,01, **p
<0,05, * p<0,1
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El método DTPA es recomendado en Colombia (ICONTEC, 2007) como extraccién complejante para
determinacién de micronutrientes disponibles (cobre, zinc, hierro y manganeso), considerando que
la cantidad de metal quelatado o complejado que se acumula en la disolucién durante la extraccion,
estd en funcién tanto de la actividad del ion metdlico en el suelo, como la disponibilidad del suelo
de reponer aquellos iones (Dutta & Lodhari, 2018). Ademas, dada su condicion amortiguadora, se
recomienda para suelos de rango amplio de pH. Por el contrario, la extraccidn fuerte HNOs y la
digestion agua regia para Cd total son métodos menos especificos a fracciones biodisponibles del
suelo, si bien, evaltuan la capacidad “reactiva” del Cd concentrado en el suelo, en comparacién con
los demds métodos estudiados, son las que menos distinguen fracciones correlativas con el Cd en la
planta.

Continuando con los analisis de correlacion del Cd extraido por métodos simples vs Cd en la planta
y para evaluar de qué manera los métodos de extraccion simple se ven afectados por las
propiedades del suelo, se corrieron analisis por rangos de pH, MO vy arcilla, segun la clasificacién
mostrada en la Tabla 8.

Con respecto al pH (Tabla 24), en general los coeficientes mejoran para los rangos 4cidos,
igualmente para los pH ligeramente alcalinos el coeficiente llega a r=1,00 (p<0,01), para el rango
neutro (6,0-6,9) todos los coeficientes disminuyeron. En cuanto a los métodos, estos se notan
sensibles dependiendo del rango de pH, lo que muestra su especificidad. Para suelos acidos los
métodos que mejor correlacionan son los quelantes, especialmente el M3. Cuando el pH se
incrementa el EDTA pierde correlacidn, dado que no usa agente amortiguador y su pH fue ajustado
a 5,0. En general, el DTPA mantuvo fuertes correlaciones y se mantuvo dentro de los primeros que
mayor correlacionan. La disminucidn en la correlacién para el rango neutro se debe a que los
métodos utilizados no son especificos para la solucidn del suelo o la parte intercambiable, dado que
no se usaron soluciones acuosas o sales diluidas para tal fin.

Tabla 24. Correlacidn de métodos simples vs Cd en el grano para rangos de pH

pH Clasificacion n  Orden métodos (R Spearman)

<55 :\Lf::te; 7 M3 (0,93**) > DTPA = EDTA (0,86*) > Total (0,82*)> HNOs (0,75*)
55 Acidez Total (0,85**) > EDTA (0,82*) > HNO; (0,78*) > DTPA (0,77*) > M3 (0,75*)
5,9 moderada ! ! 3 ’ !
g'g' Neutro 11 M3 (0,67*) > DTPA = EDTA = HNO; (0,60*) > Total (0,52)
Medio
57,0 oo 6 M3 =HNOs (1,00%*) > DTPA (0,94*) > EDTA (0,89*) > Total (0,77)
4,4- Todo el 43 DTPA(0,78%*%)> M3 (0,767*%) > EDTA (0,75**%) > Total (0,73***) > HNO;
7,6  rango (0,72***)

*%% 00,01, **p <0,05, * p<0,1

Con respecto a la MO (Tabla 25), cuando se trabaja en el rango bajo, las correlaciones disminuyeron
y las Unicas que se mantuvieron significativas (p<0,05) fueron DTPAy M3. Cuando se trabajé el rango
medio, fue donde se obtuvo las correlaciones mas fuertes, sin embargo, DTPA ocupé el ultimo
puesto. En este rango, el HNO; mostrd la mejor correlacion debido a su alta capacidad oxidante
sumada al suministro de iones H+ que favorecen la extraccion. En el rango alto los métodos que
tuvieron ligeramente una mejor correlacién fue EDTA vy total, esta fue una de las pocas ocasiones
donde el total estuvo dentro de las primeras posiciones por correlacién fuerte. Lo anterior se debe
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a que el EDTA es el quelante mas fuerte de los métodos trabajados por el nUmero mayor de
posiciones de coordinaciéon (octadentado), mientras que la extraccidn total, debido al uso del agua
regia y altas temperaturas, hacen que estos métodos se favorezcan cuando la MO es alta.

Tabla 25. Correlacidon de métodos simples vs Cd en el grano para rangos de MO

MO (%) Clasificacion n  Orden métodos (R Spearman)

<2,9 Bajo 8 DTPA=M3(0,67*)>EDTA (0,50) > Total (0,48) > HNOs (0,36)
2,9-5,5 Medio 10 HNOs3(0,85**) >M3 = EDTA (0,83**) > Total (0,82**) > DTPA (0,79**)
Alto EDTA (0,83***) > Total (0,80***) > HNOs (0,79***) > DTPA (0,74**) > M3
>5,5 15
(0,71**)
1,6- Todo el 53 DTPA(0,78%**) > M3 (0,76***) > EDTA (0,75***) > Total (0,73***) >
12,1 rango HNOs (0,72%**)

*** p<0,01, **p <0,05, * p<0,1

Por ultimo, se determinaron los rangos para arcilla (Tabla 26) la cual representa minerales
silicatados con carga negativa, y se encontré que el rango que obtuvo las mas altas correlaciones en
comparacion con el total, considerando la totalidad de las muestras (33), fue el rango alto de arcillas.
En este caso, las uniones que se forman entre el metal pesado y la arcilla son mas fuertes, se
requieren agentes de extraccion mas fuertes como el agua regia (Total), no obstante, esta muy cerca
el M3 que usa igualmente EDTA como agente quelante sumado al HNOs que rompe los enlaces mads
fuertes.

Tabla 26. Correlacidon de métodos simples vs Cd en el grano para rangos de arcilla

Arcilla (%) Clasificacion n Orden métodos (R Spearman)
<30 Bajo 13 DTPA = EDTA (0,74**) > M3 (0,71**) > Total (0,66*) > HNO (0,59*)
30-39 Medio 8  HNOs=EDTA (0,74*) > DTPA (0,71*) > Total (0,64*) > M3 (0,60)

Alto Total (0,93***) > M3 (0,90***) > HNOs (0,87***) > DTPA (0,86***) >
>40 12

EDTA (0,82**)

Todo el DTPA (0,78***) > M3 (0,76***) > EDTA (0,75***) > Total (0,73***) >
11-62 33

rango HNOs (0,72%**)

*¥% 0,01, **p <0,05, * p<0,1

En general, el método que mayor correlacion tuvo fue el DTPA, muy seguido del M3, incluso en
varios rangos de propiedades fisicoquimicas el M3 mostré mejores atributos en relacién con el Cd
en el grano. Esto demuestra que el desarrollo de métodos mas especificos con agentes quelantes y
amortiguadores, mejoran la extraccidon del Cd en comparacion con los métodos mas bdsicos como
el HNOs y el EDTA, y mucho mds con el total, que no distingue las diferentes fracciones del Cd en el
suelo.

Se revisaron las correlaciones obtenidas en estudios de campo previos entre diferentes métodos de
extraccion de Cd en el suelo frente al Cd en el grano (Tabla 27) y se establecio que los estudios que
incluyeron la extraccion con DTPA tuvieron en general, las mejores correlaciones, la mayoria
cercanas a 0,80 (p<0,05). Dado que las correlaciones se emplearon para generar modelos
predictivos, se usaron ajustes y correlaciones de Pearson. En cuanto a las correlaciones de Spearman
halladas, (Rodriguez Albarrcin et al., 2019) determinaron correlaciones de 0,78 (p<0,05) similares a
las encontradas en el actual estudio.
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Tabla 27. Correlaciones Cd extraido por métodos simples vs Cd en grano de estudios similares

Orden de correlacion Cd en suelo por métodos simples vs Cd

grano de cacao

Metodologia Investigacion

Referencia

DTPA (0,848**) > AB-DTPA (0,842**) > EDTA (0,840**) > CaCl,

(0,453*) > NHsNOs (0,310)

R Pearson, 3 sitios de
muestreo, 12 arboles por
sitio, 0-30cm

(Ramtahal et al.,
2015)

HNO; — digestidn (0,35%*)

R Pearson, 7 sitios, 8-12
arboles, 0-30cm

(Ramtahal et al.,
2016)

M3 (0,80**) > HCI (0,78**) > Total (0,56**) > NH,OAc (0,43)

R Pearson, 19 sitios, 1
arbol, dos profundidades
0-5y 5-15cm

(Chavez et al., 2015)

Pearson, 55 sitios, 2

(Gramlich et al.,

DGT (0,63) arboles, 0-10 y 10-25cm 2018)
Spearman, 5 sitios, 12 (Rodriguez Albarrcin
- *%
DTPA =Total (0,78™%) arboles por sitio, 0-30cm et al., 2019)

DTPA (0,78***) > M3 (0,76***) > EDTA (0,75***) > Total

(0,73***) > HNO; (0,72***)

Spearman, 34 sitios, 1
arbol, 0-20cm

Idarraga, 2023
(actual estudio)

*%% 00,01, **p <0,05, * p<0,1

Lo mismo se hizo para las correlaciones frente al Cd en la hoja, para los estudios revisados se
encontré la misma tendencia que bajan los coeficientes de correlacion en comparaciéon con Cd en
el grano, los 6rdenes en general se mantuvieron al igual que las significancias (Tabla 28).

Tabla 28. Correlaciones Cd extraido por métodos simples vs Cd hoja de estudios similares

Orden de correlacion Cd en suelo por métodos simples vs Cd

. Metodologia Investigacién  Referencia
hoja de cacao

AB-DTPA (0,758**) > DTPA (0,752**) > EDTA (0,730**) > CaCl2 (Ramtahal et al.,

(0,285) > NH4NO; (0,160) Ver Tabla 27 2015)
R hal l.
HNO; — digestion (0,34*%) Ver Tabla 27 (Ramtahal et al.,
2016)
Pearson, 15 sitios de
DTPA = M3 (0,66**) muestreo, 3 arboles por (Lewis et al., 2021)
sitio, 0-20cm
(Gramlich et al.,
DGT
GT (0,69) Ver Tabla 27 2018)
(Rodriguez Albarrcin
k% k%
Total (0,72**) > DTPA (0,71*%*) Ver Tabla 27 etal,, 2019)
k% %k * %k % * %k
DTPA (0,58***) > EDTA (0,57***) > HNO; (0,55**) > M3 Ver Tabla 27 Idarraga, 2023

(0,54**) > Total (0,53**) (actual estudio)
*** p<0,01, **p <0,05, * p<0,1

En cuanto a la fuerza de extraccidn de los diferentes métodos aplicados, se evidencid que, en todos
los estudios revisados junto con el actual reporte (Tabla 29), el agua regia representa las mayores
concentraciones seguidas por los acidos inorganicos HCl y HNOs. Luego se encontraron los agentes
guelantes, EDTA > M3 > DTPA y por ultimo los métodos con acidos y sales débiles y extraccion con
agua. Sin embargo, como se pudo ver anteriormente, la fuerza de extraccién no siempre va
correlacionada con la disponibilidad del metal para la planta, por ende, se deben siempre tener en
cuenta las demas propiedades fisicoquimicas del suelo y las capacidades de extracciéon de cada
método, para decidir cual aplicar segun los objetivos de la investigacion.
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Tabla 29. Fuerza de extraccién de Cd en suelo por métodos simples de estudios similares

Fuerza de extraccién métodos simples Metodologia Investigacion  Referencia

3 sitios de muestreo, 12 (Ramtahal et al.,
arboles por sitio, 0-30cm 2015)

19 sitios de muestreo, 1
arbol por sitio, dos
profundidades 0-5 y 5-
15cm

Total > EDTA > DTPA > AB-DTPA > CaCl, > NH4NOs

Total > HCl > M3 > NH;0Ac (Chavez et al., 2015)

15 sitios, 3 arboles, 0-

Total > HNO3 > M3 > DTPA > Agua 20em

(Lewis et al., 2021)

Total > HNO3 > HCI > HOAc > EDTA > DTPA > NH,OAc > MgCl, >
NH4NO3 > Ca(NO3)2 > CaCl, > NaNOs > Rizén

(Meers, Du Laing, et

28 sitios, 0-25cm (dcido) ) 5 507)

Total > HCl > HNO3 > EDTA > HOAc > DTPA > MgCl, > NH4OAc > 28 sitios, 0-25cm (neutro (Meers, Du Laing, et
Ca(NOs3)2 > NH4NOs3 > CaCl, > NaNOs > Rizdn a ligeramente alcalino) al., 2007)

Idarraga, 2023
(actual estudio)

Total > HNO3 > EDTA > M3 > DTPA 34 sitios, 1 arbol, 0-20cm

Existen numerosos métodos de extraccién de metales que se utilizan para evaluar la concentracién
de metales en los suelos. La Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) y la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) utilizan los protocolos de acido nitrico y agua
regia respectivamente como estandar para determinar las concentraciones de metales en lodos,
suelos y biorresiduos tratados. Estos protocolos de digestion usan acidos fuertes, pero no logran la
descomposicién total de la muestra de suelo ya que no disuelven los compuestos refractarios en el
suelo. De igual manera, se utilizan para evaluar la contaminacidon del suelo y determinar la
disponibilidad de metales a largo plazo para las plantas. Por otra parte, para estimar el contenido
inmediatamente disponible del metal en los suelos, se emplean extractantes mds débiles y
especializados como los agentes tampdn quelantes (Lewis et al., 2021).

Ramtahal et al., (2018) utilizaron el Cd extractable por DTPA para evaluar el efecto del encalado en
la disponibilidad de Cd en suelos y su absorcidn en cacao en Trinidad y Tobago, en un experimento
qgue durd 18 meses en el cual se monitorearon los cambios en la disponibilidad del metal pesado en
el suelo, como respuesta al uso de cal. El método de extraccion por DTPA fue un indicador sensible,
gue les permitié evaluar la eficacia del encalado, igualmente lo hicieron Ramtahal et al., (2019) para
evaluar la eficacia tanto de la cal como del biocarbén. Rodriguez Albarrcin et al., (2019) usaron el
método de DTPA para hacer modelado de regresién espacial de suelos con alto contenido de Cd en
una zona productora de cacao del centro de Colombia y generar mapas de distribucién. Con el uso
de la herramienta se evalud la correlacidon con el Cd en el grano a través de coeficientes de
Spearman. En estudios similares, Chavez et al., (2016a) emplearon el método de Mehlich 3 para
analizar la efectividad de la aplicacion de vermicompost y zeolita en la reduccién del Cd disponible
en suelos para el cultivo de cacao.

En cuanto al uso de modelos geoquimicos, Gao et al., (2022) usaron la extraccion por DTPA y HNO3
para analisis de metales pesados, como variables de entrada de las porciones “reactivas”, usando el
modelo multisuperficial ECOSAT, para predecir la concentracion total del metal pesado disuelto. Al
igual que el presente estudio, encontraron que las cantidades de los metales pesados extraidos con
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HNOs fueron mayores que los obtenidos con DTPA. La precisién de las predicciones de solubilidad
de los metales previstas por el modelo fue mayor cuando se usaron los resultados de la extraccion
por DTPA como entrada del modelo, que cuando se usaron los resultados de la extraccion por HNOs.

Considerando que las extracciones que mostraron mejor correlaciéon con el Cd en la planta fueron
la DTPA y M3, se profundizé el analisis de las funciones quimicas del suelo que intervienen en estas
dos extracciones. El desarrollo del método DTPA por Lindsay & Norvell, (1978) se basd, en parte, en
consideraciones tedricas. El extractante se tampona a pH 7,30 y contiene CaCl; (Tabla 30).

Tabla 30. Componentes funcionales del método de extracciéon DTPA

Componente Funcion
Acido
dietilentriaminopentaacético
(DTPA)
O z ’,
)S Agente quelante de metales. Es un acido aminopolicarboxilico formado
2 por 3 aminas con cinco grupos carboxilos. Mas grande que el EDTAy con
0) ~_N._HO.__O P S L -
Y\N 1 T mas sitios de coordinacidn, 8 sitios de enlace (ligando octadentado)
H
(0] (0] N
OH OY
OH

Trietanolamina (Tea)

Base orgdnica débil que actia como agente buffer y disminuye la

HO_ -~ -OH s -
variacion de pH. La solucidn se tamponaa pH 7,3

OH

Establece el equilibrio con CaCOs a un nivel de COz aproximadamente 10
veces superior al de la atmdsfera. Por lo tanto, el extractante impide la
disolucién de CaCOs y la liberacidn de nutrientes ocluidos que
normalmente no estan disponibles para las plantas

Cloruro de calcio (CaClz)

El extractante Mehlich 1 (1953), fue desarrollado para medir contenido de nutrientes en suelos
acidos, es utilizado por laboratorios en el sureste de los Estados Unidos y en varios paises de LACy
Africa donde prevalecen suelos con pH &cidos. EI Mehlich 2 (1978) y finalmente el Mehlich 3,
introducido en 1984, extraen los principales nutrientes, asi como los micronutrientes, de los suelos
con una amplia gama de propiedades fisicoquimicas. Este extractante ha sido utilizado por muchos
laboratorios estatales y privados en todo el mundo, incluido el laboratorio de la Division Agrondmica
NCDA&CS (Deparment of Agriculture and Consumer Services, 2013). Sus componentes funcionales
se describen en la Tabla 31.

Tabla 31. Componentes funcionales del método de extraccion Mehlich 3

Componente Funcidn
Acido
etilendiaminotetraacético
(EDTA) . S
o Agente quelante de metales y previene la precipitacion de fluoruro de
6 HJ\OH calcio. Contiene dos aminas unidas con cuatro grupos carboxilo. 6 sitios
)j\/N OH de coordinacién (ligando hexadentado)
HO sl O
o o]
OH
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Componente Funcion

Tampona la solucidn de extraccion a pH 2,5 cuando se agregan y mezclan
todos los reactivos, evitando asi que el calcio se precipite como fluoruro
de calcio

Facilita la extraccién de cationes basicos como calcio, magnesio, sodio y
potasio y reacciona con acido acético para formar acetato de amonio
Extrae una porcion de fosfatos de calcio y su componente acido [H+]
ayuda en la extraccién de cationes basicos y de micronutrientes

Extrae fosfatos de hierro y aluminio y el ion NHs+ complementa al nitrato
de amonio en la extraccion de cationes bdsicos

Acido acético (CH3COOH)

Nitrato de amonio (NHsNO3)

Acido nitrico (HNO3)

Fluoruro de amonio (NH4F)

Los métodos DTPA y M3 aplican extracciones especializadas para elementos metdlicos, que se han
empleado principalmente para biodisponibilidad de micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn) y que
muestran importantes bondades para evaluar la biodisponibilidad de metales pesados. Las
diferencias en la cantidad de metales extraidos de estos métodos dependerdn del efecto del pH, la
capacidad de quelacién, DTPA vs EDTA del M3, la concentracidon de los quelantes, el tiempo de
agitacion y la temperatura de extraccion empleada.

7.3.4. Modelos de regresién lineal multiple

Finalmente, se corrieron modelos de regresion lineal multiple para determinar la capacidad de
prediccidn del Cd en el grano. Las variables incluidas en los modelos se agruparon de acuerdo con
el Cd en el suelo utilizado (Tabla 32) empleando el Cd total por agua regia, las extracciones simples
mejor correlacionadas (DTPA y M3) y las fracciones modeladas mejor correlacionadas (disuelto y
unido a la arcilla). Todas las variables se transformaron con logl10 a excepcion del pH que es una
unidad que naturalmente se reporta como log10. Se llevaron a cabo los pardmetros de evaluacién
de modelos R? ajustado, AIC y BIC.

Tabla 32. Modelos seleccionados que predicen las concentraciones de Cd en el grano transformado a log10

Modelo Variables incluidas R.Z AIC BIC
ajustado

Grupo 1

1 log [Cd total suelo***] 0,47*** 27 31
2 log [Cd total suelo***], pH* 0,55*** 22 28
3t log [Cd total suelo***], pH***, log [MO***] 0,81*** -5 2
4 log [Cd total suelo***], pH***, log [MO***], log [arcilla] 0,81*** -4 5
Grupo 2

1 log [Cd DTPA***] 0,54%** 22 27
2 log [Cd DTPA***], pH* 0,61*** 17 23
3t log [Cd DTPA***], pH*** |og [MO***] 0,81*** -4 3
4 log [Cd DTPA***], pH*** log [MO***], log [arcilla] 0,80%** -3 6
Grupo 3

1 log [Cd M3***] 0,53*** 23 28
2 log [Cd M3***] pH** 0,64*** 15 21
3 log [Cd M3***] pH*** |og [MO***] 0,76*** 3 10
4 log [Cd M3***], pH*** log [MO***], log [arcilla] 0,75*** 6 14
Grupo 4

1 log [Cd disuelto***] 0,52*** 24 28
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R2

Modelo Variables incluidas . AIC BIC
ajustado

2 log [Cd disuelto***], pH 0,51*** 25 31
3 log [Cd disuelto***], pH**, log [MO***] 0,75*** 3 11
4 log [Cd disuelto***], pH, log [MO***], log [arcilla] 0,75*** 5 14
Grupo 5

1 log [Cd arcilla***] 0,45*** 28 32
2 log [Cd arcilla***], pH** 0,57*** 21 27
3 log [Cd arcilla***], pH, log [MO**] 0,68*** 12 20
4 log [Cd arcilla***], pH, log [MO**], log [arcilla] 0,68*** 13 22

***p<0,01, *p<0,05 *p<0,1, MO en g/kg, arcilla en %, Cd en mg/kg

Los grupos 1y 2 mostraron los modelos con mayor R? y més bajos criterios BIC - AIC, lo que muestra
que el Cd total y el Cd DTPA son las mejores variables predictivas. Dentro de estos grupos, los
modelos nimero 3 (marcados con 1), que incluyeron adicionalmente pH y MO mostraron los mejores
resultados explicando el 81% del Cd en el grano. Estos estuvieron por encima de los modelos 4 que
incluian la arcilla, dado que esta no fue significativa (sin asteriscos) y tuvieron valores BIC mas altos.

En general, la inclusion de MO mejora el modelo y la significancia del pH. Para los grupos 4y 5, las
variables pH y arcilla resultaron no significativas, aunque el modelo general si. Ademas, se obtuvo
los mayores valores de los criterios BIC - AIC que muestra menor ajuste entre la bondad de los
modelos y su complejidad, en comparacidn con los modelos de los grupos 1 a 3.

Los resultados obtenidos para los criterios AIC y BIC, que, si bien apuntan a objetivos ligeramente
diferentes, se utilizaron en conjunto para la seleccién de los modelos mds sdlidos. Ambos criterios
arrojaron resultados consecuentes, por tanto, el uso de uno solo es suficiente. En todo caso, el
criterio BIC penaliza mds fuerte la complejidad del modelo, cuando se incluyen mas variables, por
tanto, promueve modelos mas parsimoniosos.

Teniendo en cuenta los mejores modelos encontrados en el presente estudio, se tabularon las
ecuaciones de estos, junto con estudios similares (Tabla 33) de suelos de Ecuador y el estudio de
Vanderschueren et al., (2021) donde hicieron metaanalisis con los datos reportados en la literatura,
y se encontrd que las ecuaciones propuestas en el actual estudio son bastante comparables
siguiendo las mismas tendencias, con un R?> mayor y menor nimero de muestras. En esta tabla
también se incluyé el mejor modelo encontrado usando la extracciéon con Mehlich 3 (M3).

Tabla 33. Ecuaciones de modelos de prediccion de Cd en grano de estudios similares

Ecuacién del modelo R? n Referencia
log,, (Bean Cd)
_ . _ (Vanderschueren,
= 1,34+ 0,86 * log,,(Total Soil Cd) — 0,18 0,41 334 etal, 2021)

* pH — 0,25 x log,,(S0C)

logy, (Cd bean) = 1,66 + 0,94 x log,,(soil CDt) — 0,21 * pH
— 0,63 *log,,(%0C)

(Argtello et al.,

0,57 559 2019)

log,, (Cd grano)
= 2,93 4+ 0,35 * log,,(Cdt suelo) — 0,30 x pH
— 0,43 *log,,(MO) 0.81 Idarraga, 2023
log,, (Cd grano) ’ (actual estudio)
=3,02 4 0,76 * log,,(Cd DTPA) — 0,27 * pH
— 0,36 *xlog,,(MO)
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Ecuacion del modelo R? n Referencia

log,, (Cd grano)
= 3,01+ 0,80 * log,,(Cd M3) — 0,29 = pH 0,76 29
—0,29 *log,,(MO)
Unidades de medida de Cd en mg/kg, SOCy OC en %y MO en g/kg

En los modelos para predecir el Cd en el grano, el aporte del Cd en el suelo es positivo, mientras que
el pH y la MO es negativo. Cuando se usa Cd en el suelo extraido por DTPA, el coeficiente de
multiplicacion (0,76) es el doble en comparacion de la ecuacidn que usa el Cd total por agua regia
(0,35). La dependencia del Cd total fue menos fuerte en el modelo propuesto en comparacién con
los estudios previos (0,35 vs 0,86 y 0,94), por el contrario, la dependencia fue mas fuerte para el pH.
Los resultados de la modelacion muestran que el Cd extraido por DTPA tiene una capacidad de
prediccién mejor o igual que la del Cd total por agua regia.

Por ultimo, se determinaron los niveles de Cd totales, DTPAy M3 que deberian presentar los analisis
de suelos para obtener concentraciones en el grano < 0,80 mg/kg (Tabla 34). Se tuvieron en cuenta
los valores usados para clasificar los suelos por rango de pH y MO de la Tabla 8.

Tabla 34. Concentraciones de Cd en el suelo estimados para tener Cd<0,80mg/kg en grano, segtin pH y MO
Cd total por agua regia

Cd DTPA (mg/k Cd M3 (mg/k
Rango o Tl (mg/kg) (mg/kg)
Baja Media Alta Baja Media Alta Baja Media Alta
MO MO MO MO MO MO MO MO MO
Acidez fuerte 0,01 0,02 0,02 0,04 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05
Acidez moderada 0,02 0,04 0,04 0,05 0,07 0,07 0,05 0,07 0,07
Neutro 0,12 0,25 0,26 0,11 0,15 0,15 0,12 0,15 0,15
Medio alcalino 0,14 0,31 0,32 0,12 0,16 0,16 0,13 0,16 0,16

La Tabla 34 muestra que a medida que la acidez disminuye y la MO aumenta, el sistema suelo-planta
puede soportar mayores concentraciones de Cd en el suelo sin transportarlo a la planta. Por tanto,
las estrategias de mitigacidn y control que permitan reducir los niveles de Cd en el grano deberian
estar enfocados a aumentar el pH y la MO del suelo, con la aplicacidn de enmiendas y el manejo
agrondmico apropiado que permitan inmovilizar las especies mas biodisponibles en el suelo
(disuelta e intercambiable) para evitar que sean absorbidas por la planta y concentradas en el grano.
Lo anterior concuerda con lo publicado por Gutiérrez et al., (2022), donde aplicaron compost en la
superficie del suelo para modificar la movilidad del Cd y encontraron que posiblemente la adicion
de materia organica de alta calidad (por ejemplo altos niveles de FA) ayuda a mitigar la
contaminacion por Cd.

Por otra parte, los suelos estudiados a nivel general se clasificaron con acidez moderada y MO alta,
por tanto, los valores obtenidos de Cd en el suelo (mg/kg): Total (agua regia) < 0,04, DTPA < 0,07 y
Mebhlich 3 < 0,07, predicen concentraciones menores a 0,80 mg/kg de Cd en el grano.
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8. CONCLUSIONES

v Larevision del estado del arte mostrd que los resultados de investigacion obtenidos para evaluar
la biodisponibilidad del metal varian significativamente con el tipo de suelo estudiado, las
metodologias aplicadas y los aspectos operativos bajo los cuales se configuran las investigaciones,
es decir, para analizar y poner en practicas resultados de este tipo, es de especial cuidado, revisar
las metodologias aplicadas.

v" De los 276 sitios con muestras emparejadas de suelos, granos y hojas, el valor promedio de Cd
total fue 0,73 mg/kg en el suelo, 1,58 mg/kg en el grano y 4,95 mg/kg en la hoja. De estos, 110 sitios,
que representan el 40%, tuvieron un valor de Cd en el grano 20,80 mg/kg; mientras que 42 sitios,
que representan el 15%, tuvieron un valor de Cd total en el suelo >1,00 mg/kg.

v’ Lasfracciones mayoritarias de Cd obtenidas en los suelos estudiados fueron la residual y la unida
a la MO (HA-FA), las minoritarias fueron la disuelta y la unida a los éxidos de hierro y aluminio. Sin
embargo, las fracciones que representan mayor riesgo de movilidad hacia la planta son la disuelta y
la intercambiable (unida a la arcilla). Aunque la distribucidon entre muestras fue muy variada, se
encontraron patrones similares dentro de los suelos de cada departamento. Esto sugiere que los
suelos distribuyen las fracciones de Cd de formas muy diversas para hacer recomendaciones
generales y, por el contrario, los estudios se deben enfocar por regiones mas especificas para
disefiar acciones a tomar mas eficientes.

v'Las mejores correlaciones individuales entre el Cd del suelo extraido con DTPA y Mehlich 3, con
el Cd en el grano, sumado a los resultados obtenidos de los modelos de regresién lineal multiple;
sugiere que medir el Cd extraible con estos métodos simples tiene la misma, o en algunos casos,
mejor capacidad de prediccidon que el Cd total por agua regia, en los suelos estudiados con cultivos
de cacao. Ademads, puede ser mds sensible a la variacién en el tiempo y el manejo agronémico del
cultivo, por ende, puede ser usado como indicador temprano de lo que va a pasar en el grano.

v Elanilisis de Cd biodisponible con métodos de extraccion simple, puede ser una alternativa util
a la medicion del Cd total, si se comparan la facilidad y los menores costos y tiempos requeridos
para desarrollar las extracciones de un solo paso; con la complejidad, mayores gastos de reactivos
y mayor impacto ambiental del uso del agua regia.

v Cuando los suelos se clasifican por rangos de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas pH,
MO vy arcilla, cambian las fuerzas y significancias de las correlaciones entre el Cd del suelo y la
concentracién en la planta, mostrando que el desempefio y capacidad de prediccion de los métodos
estudiados de extraccion y digestidn se notan influenciados por las condiciones del suelo. Para pH,
las correlaciones mejoraron favoreciendo el método M3 cuando se trabajaron los suelos con acidez
fuerte y medio alcalino. Las extracciones fuertes con HNO3 y EDTA se favorecieron para suelos con
media y alta MO. Mientras que los suelos con altos contenidos de arcilla favorecieron la correlacion
con la digestidn por agua regia.
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v Eluso de modelos de regresién lineal multiple permitié evaluar la alta capacidad de prediccién
del Cd en el grano a partir de las variables estudiadas en el suelo, explicando hasta el 81% de la
variacion a partir del Cd total en el suelo o el Cd por DTPA, sumado al pH y la MO.
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9. RECOMENDACIONES

v Validar los resultados del modelado geoquimico con el software ORCHESTRA con extracciones
de suelo usando CacCl, para comparar con los resultados de las fracciones de Cd-disuelto calculadas.
Adicionalmente, correr el modelo con las extracciones de DTPA y Mehlich 3 para comparar
resultados obtenidos en el actual estudio donde se usaron los resultados de la extraccidn con HNOs.

v' Con el fin de comparar las fracciones de salida de ORCHESTRA con otros métodos de
fraccionamiento de metales pesados para facilitar los estudios de biodisponibilidad, revisar la
posibilidad de ajustar las expresiones o0 modelos matematicos usados en el software para distinguir
como las fracciones acido-solubles y las fracciones intercambiables, no solo de la arcilla sino del
resto de colides minerales del suelo.

v' Teniendo en cuenta la dificultad de cuantificar las concentraciones de Cd cuando se aplican
extracciones débiles asociadas al agua intersticial o fases intercambiables del suelo, emplear el
software ORCHESTA de manera mas simplificada con menos entradas, con el fin de obtener
Unicamente las fracciones disueltas y/o unidas a las arcillas, como herramienta de evaluacién simple
de la biodisponibilidad del Cd para la planta.

v" Un paso importante en el estudio de las relaciones que existen entre las variables del suelo y la
planta debe ser la seleccién del método de correlacidn mas apropiado con base en los supuestos de
los métodos de Pearson. Para un estudio de estadistica pura, se recomienda evaluar a profundidad
cada uno de los supuestos, no obstante, en el campo de aplicacion de las ciencias del suelo, se
recomienda priorizar los supuestos con base en el tipo de variables estudiadas y los recursos
disponibles.

v' Enfocar las tecnologias de inmovilizacién del metal pesado, tanto a las fracciones més
disponibles (disuelta e intercambiable), como a las fracciones potencialmente disponibles como la
oxidable (unida a FA y HA), en la cual se encuentran las mayores reservas de Cd en los suelos
estudiados.

v' Ampliar los estudios de correlaciones de Cd extraido por métodos simples con el Cd en la planta,
utilizando mayor cantidad de muestras dentro de los rangos de pH por encima y por debajo de 5,5
y MO por encima de 2,9%, con el fin de confirmar las tendencias encontradas en el presente estudio
hacia el favorecimiento de los métodos DTPA, Mehlich 3 y HNOs.

v" Emplear los fundamentos estudiados de la quimica de los métodos de extraccidn mas
especializados que usan soluciones buffer y agentes quelantes, para variar las condiciones de
aplicacion de estos, por ejemplo: para DTPA tamponar la solucién a un pH mas bajo y usar una sal
débil para favorecer la extraccion de la fase intercambiable y para M3 tamponar la solucién a un pH
mas alto y bajar la concentracidon de HNOs; e incluso proponer nuevas soluciones de extraccion, que
apunten a extraer en un solo paso, las sumatoria de las fracciones de Cd mas biodisponibles que se
encontraron: disuelto + unido a la arcilla + unido a la MO.
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v’ Establecer guias y recomendaciones a nivel regional o nacional, a través de los comités técnicos
nacionales, las instituciones metrolégicas y los organismos y autoridades competentes, para
abordar la biodisponibilidad de los metales pesados en el suelo para las plantas, desde un enfoque
operacional y mecanicista, que permita tanto armonizar los términos y conceptos, como los
protocolos y métodos de evaluacion.

v' Correlacionar y calibrar los métodos de extraccién de metales pesados para evaluar la
biodisponibilidad en los principales cultivos de Colombia, con un enfoque similar al que se usa con
los métodos de extraccidon de nutrientes, para de determinar la capacidad de prediccion y los valores
criticos de cada método estableciendo las variables de respuesta en la planta.

v' En vista del potencial uso de los métodos de extraccidn simple como DTPA o Mehlich 3 para
evaluar la biodisponibilidad de metales pesados en el suelo para las plantas, emplear los resultados
obtenidos del presente estudio y/o proyectos similares, para modelar el Cd extractable a partir del
Cd total por agua regia y otras variables como pH y MO.

v" Emplear las ecuaciones de los modelos de regresidn lineal multiple propuestos, con datos
nuevos que se obtengan con obtengan del proyecto Clima-LoCa o proyectos similares, para evaluar
su precision con mayor cantidad de muestras, y ajustar los coeficientes en caso de ser necesario.

v" Cuando se requiera un andlisis de laboratorio, definir muy bien los objetivos del estudio, para
decidir cudl es el método de extraccién o digestion mas apropiado a emplear. Por ejemplo, si la
intencién es evaluar la biodisponibilidad temprana o a mediano plazo usar métodos de extraccion
simple, mientras que, si el objetivo es evaluar el potencial de contaminacién, usar el método de
digestion agua regia.

v Estudiar las fracciones de metales pesados en el suelo y su relacidn con la concentracién en la
planta para otros cultivos, con el fin de disefiar estrategias de mitigacion mas especificas y eficientes,
gue busquen minimizar los procesos de traslocacién de metales pesados a la cadena tréfica y
disminuir el riesgo de ingesta de estos contaminantes en la dieta humana.
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11. ANEXO 1

TRANSFORMACION Y DATOS DE ENTRADA Y SALIDA DEL SOFTWARE ORCHESTRA

La entrada del modelo consistié en el pH, contenido de arcilla, 1 mM Ca(NOs) como concentracidn
de la solucién de fondo y cadmio “total reactivo” medido con la extraccidon de HNOs. Basandose en
otros experimentos en curso, se asumio que el 48% es HA y el 11% es FA en fase sdlida. La materia
organica disuelta es muy variable y los estudios aln estan en curso, por el momento, se asumié que
el 2% estd disuelta, y de ésta, el 20% son HA y el 40% son FA. La adsorcién de arcilla se basoé en
arcillas 1:1 descritas con el modelo Donnan.

Para cuantificar los 6xidos, se utilizaron las extracciones con oxalato de amonio y ditionito. El hierro
y el aluminio se modelizaron con la misma particula modelo que tenia una superficie supuesta de
600 m?/g. Las concentraciones de oxalato de amonio de Fe y Al se utilizaron para calcular la cantidad
de dxidos amorfos basandose en una masa molar supuesta de 95 y 84 g/mol. Se supuso que la
diferencia entre las concentraciones obtenidas por el oxalato de amonio y el ditionito representan
la fraccidn de éxido cristalino, para la que se supuso que las particulas de dxido de Fe y Al tienen
masas molares de 89 y 78 g/mol, respectivamente. La cantidad total de 6xidos (HFO) se calculd
sumando los dxidos amorfos de Al y Fe, y 1/6 de los éxidos cristalinos, ya que tienen una superficie
reactiva unas 6 veces menor (100 m?/g). Para el manganeso no se hizo distincidn entre especies de
oxido, y se utilizé la ditionito y una masa molar de 119 g/mol para calcular el HMO.

Tabla A35. Datos originales y de ORCHESTRA para extraccién con HNOs.

Datos originales OCHESTRA
Cd Cu Zn Cd Cu Zn

Muestra

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mol/L) (mol/L)  (mol/L)
1 0.39 2.06 2.59 3.47E-07 3.24E-06 3.96E-06
2 0.26 3.18 9.91 2.33E-07 5.00E-06 1.52E-05
3 3.70 2.16 3.96 3.29E-06 3.40E-06 6.05E-06
4 1.02 1.99 4.05 9.07E-07 3.14E-06 6.19E-06
5 1.34 1.98 3.94 1.19E-06 3.12E-06 6.02E-06
6 1.26 2.17 7.89 1.12E-06 3.41E-06 1.21E-05
7 0.88 2.10 7.80 7.84E-07 3.31E-06 1.19E-05
8 0.18 9.56 12.76 1.61E-07 1.51E-05 1.95E-05
9 0.33 22.43 26.77 2.96E-07 3.53E-05 4.09E-05
10 0.15 23.15 11.35 1.33E-07 3.64E-05 1.74E-05
11 0.24 19.73 21.18 2.16E-07 3.10E-05 3.24E-05
12 0.49 20.76 68.64 4.34E-07 3.27E-05 1.05E-04
13 1.05 10.51 21.36 9.38E-07 1.65E-05 3.27E-05
14 0.39 2.95 8.80 3.51E-07 4.64E-06 1.35E-05
15 3.34 4.70 17.04 2.97E-06 7.39E-06 2.61E-05
16 20.08 8.26 40.46 1.79E-05 1.30E-05 6.19E-05
17 2.26 6.54 23.49 2.01E-06 1.03E-05 3.59E-05
18 0.91 291 13.48 8.07E-07 4.58E-06 2.06E-05
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Datos originales

OCHESTRA

19 0.63 3.31 4.89 5.63E-07 5.21E-06 7.49E-06

20 0.28 1.58 2.14 2.50E-07 2.49E-06 3.27E-06

21 0.37 3.42 10.30 3.27E-07 5.39E-06 1.58E-05

22 0.28 2.70 5.33 2.46E-07 4.25E-06 8.15E-06

23 0.30 6.33 3.70 2.71E-07 9.97E-06 5.66E-06

24 0.17 4.93 12.64 1.55E-07 7.76E-06 1.93E-05

25 1.55 3.77 7.89 1.38E-06 5.93E-06 1.21E-05

26 5.68 6.65 67.31 5.05E-06 1.05E-05 1.03E-04

27 0.32 16.67 12.44 2.82E-07 2.62E-05 1.90E-05

28 0.48 34.27 41.34 4.27E-07 5.39E-05 6.32E-05

29 0.22 16.11 20.67 1.98E-07 2.54E-05 3.16E-05

30 0.26 53.13 28.30 2.31E-07 8.36E-05 4.33E-05

31 0.45 11.55 5.15 4.02E-07 1.82E-05 7.88E-06

32 2.53 30.67 56.35 2.25E-06 4.83E-05 8.62E-05

33 0.32 9.92 14.87 2.87E-07 1.56E-05 2.27E-05

34 3.02 27.04 57.32 2.68E-06 4.26E-05 8.77E-05

Tabla A36. Datos preliminares del proyecto Clima-LoCa

Factor 0.48 0.11 Factor 0.2 0.4
Muestra SOC HA FA Muestra DOC HA FA

(kg/kg)  (kg/kg)  (kg/kg) (kg/L) (kg/L)  (kg/L)
1 0.0191  9.19E-03 2.11E-03 1 3.83E-05 7.66E-06 3.06E-06
2 0.0305  1.46E-02 3.35E-03 2 6.09E-05  1.22E-05 4.87E-06
3 0.0165  7.93E-03 1.82E-03 3 3.30E-05 6.61E-06 2.64E-06
4 0.0164  7.86E-03 1.80E-03 4 3.27E-05  6.55E-06 2.62E-06
5 0.0163  7.80E-03 1.79E-03 5 3.25E-05  6.50E-06 2.60E-06
6 0.0270  1.30E-02 2.97E-03 6 5.41E-05  1.08E-05 4.32E-06
7 0.0290  1.39E-02 3.19E-03 7 5.81E-05  1.16E-05 4.64E-06
8 0.0489  2.35E-02 5.38E-03 8 9.79E-05  1.96E-05 7.83E-06
9 0.0460  2.21E-02 5.06E-03 9 9.21E-05  1.84E-05 7.36E-06
10 0.0608  2.92E-02 6.69E-03 10 1.22E-04  2.43E-05 9.73E-06
11 0.0637  3.06E-02 7.01E-03 11 1.27E-04  2.55E-05 1.02E-05
12 0.1212  5.82E-02 1.33E-02 12 2.42E-04  4.85E-05 1.94E-05
13 0.0569  2.73E-02 6.26E-03 13 1.14E-04  2.28E-05 9.10E-06
14 0.0554  2.66E-02 6.09E-03 14 1.11E-04  2.22E-05 8.86E-06
15 0.0882  4.23E-02 9.70E-03 15 1.76E-04  3.53E-05 1.41E-05
16 0.0621  2.98E-02 6.83E-03 16 1.24E-04  2.48E-05 9.93E-06
17 0.1018  4.89E-02 1.12E-02 17 2.04E-04  4.07E-05 1.63E-05
18 0.0438  2.10E-02 4.81E-03 18 8.75E-05  1.75E-05 7.00E-06
19 0.0278  1.33E-02 3.05E-03 19 5.55E-05  1.11E-05 4.44E-06
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Factor 0.48 0.11 Factor 0.2 0.4
Muestra SOC HA FA Muestra DOC HA FA
(ke/kg)  (kg/kg)  (kg/kg) (kg/L) (kg/L)  (kg/L)
20 0.0245  1.18E-02 2.69E-03 20 4.90E-05 9.79E-06 3.92E-06
21 0.0291 1.39E-02 3.20E-03 21 5.81E-05 1.16E-05 4.65E-06
22 0.0220  1.06E-02 2.42E-03 22 4.40E-05  8.81E-06 3.52E-06
23 0.0955  4.58E-02 1.05E-02 23 1.91E-04  3.82E-05 1.53E-05
24 0.0808  3.88E-02 8.89E-03 24 1.62E-04  3.23E-05 1.29E-05
25 0.0478  2.30E-02 5.26E-03 25 9.56E-05  1.91E-05 7.65E-06
26 0.0783 3.76E-02 8.61E-03 26 1.57E-04 3.13E-05 1.25E-05
27 0.0616  2.96E-02 6.78E-03 27 1.23E-04  2.46E-05 9.86E-06
28 0.0767  3.68E-02 8.43E-03 28 1.53E-04  3.07E-05 1.23E-05
29 0.0880 4.23E-02 9.68E-03 29 1.76E-04 3.52E-05 1.41E-05
30 0.0733  3.52E-02 8.07E-03 30 1.47E-04  2.93E-05 1.17E-05
31 0.0925 4.44E-02 1.02E-02 31 1.85E-04 3.70E-05 1.48E-05
32 0.0447  2.14E-02 4.91E-03 32 8.93E-05  1.79E-05 7.15E-06
33 0.0412  1.98E-02 4.53E-03 33 8.24E-05  1.65E-05 6.59E-06
34 0.0860  4.13E-02 9.46E-03 34 1.72E-04  3.44E-05 1.38E-05
Tabla A37. Datos de dxidos e hidréxidos de hierro, amorfos y cristalinos
Oxalato Amorfo Ditionito Cristalino
Muestra Fe-AO Fe FeOx Fe-D Fe Fe FeOx
(mg/kg)  (mol/kg)  (kg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mol/kg)  (kg/kg)
1 1556 0.028 2.65E-03 13238 11682 0.209 3.10E-03
2 1250 0.022 2.13E-03 5942 4693 0.084 1.25E-03
3 1973 0.035 3.36E-03 6655 4682 0.084 1.24E-03
4 1824 0.033 3.10E-03 7125 5301 0.095 1.41E-03
5 1926 0.034 3.28E-03 6576 4650 0.083 1.24E-03
6 1878 0.034 3.19E-03 16108 14231 0.255 3.78E-03
7 2244 0.040 3.82E-03 20886 18642 0.334 4.95E-03
8 6946 0.124 1.18E-02 17201 10255 0.184 2.72E-03
9 19168 0.343 3.26E-02 32998 13830 0.248 3.67E-03
10 9110 0.163 1.55E-02 25722 16612 0.297 4.41E-03
11 9320 0.167 1.59E-02 24526 15206 0.272 4.04E-03
12 4588 0.082 7.80E-03 12804 8216 0.147 2.18E-03
13 3332 0.060 5.67E-03 12800 9468 0.170 2.51E-03
14 7019 0.126 1.19E-02 30053 23034 0.412 6.12E-03
15 3479 0.062 5.92E-03 32990 29510 0.528 7.84E-03
16 3166 0.057 5.39E-03 32447 29280 0.524 7.78E-03
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Oxalato Amorfo Ditionito Cristalino

Muestra Fe-AO Fe FeOx Fe-D Fe Fe FeOx
(mg/kg)  (mol/kg)  (kg/kg) (mg/kg) (mg/kg)  (mol/kg)  (kg/kg)

17 1924 0.034 3.27E-03 11438 9514 0.170 2.53E-03
18 5714 0.102 9.72E-03 22822 17107 0.306 4.54E-03
19 2635 0.047 4.48E-03 18923 16288 0.292 4.33E-03
20 3329 0.060 5.66E-03 21186 17858 0.320 4.74E-03
21 7382 0.132 1.26E-02 24764 17382 0.311 4.62E-03
22 3722 0.067 6.33E-03 18097 14374 0.257 3.82E-03
23 6274 0.112 1.07E-02 11820 5545 0.099 1.47E-03
24 3351 0.060 5.70E-03 12700 9349 0.167 2.48E-03
25 3233 0.058 5.50E-03 12639 9405 0.168 2.50E-03
26 4537 0.081 7.72E-03 8551 4014 0.072 1.07E-03
27 8201 0.147 1.40E-02 34887 26685 0.478 7.09E-03
28 9249 0.166 1.57E-02 41701 32453 0.581 8.62E-03
29 6823 0.122 1.16E-02 22281 15458 0.277 4.11E-03
30 4555 0.082 7.75E-03 14403 9848 0.176 2.62E-03
31 11543 0.207 1.96E-02 29572 18030 0.323 4.79E-03
32 6833 0.122 1.16E-02 37949 31117 0.557 8.26E-03
33 6666 0.119 1.13E-02 19409 12743 0.228 3.38E-03
34 17521 0.314 2.98E-02 43442 25921 0.464 6.88E-03

Tabla A38. Datos de 6xidos e hidréoxidos de aluminio.

Oxalato Amorfo Ditionito Cristalino
Muestra Al-AO Al AlOx Al-D Al Al AlOx

(mg/kg) (mol/kg)  (kg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mol/kg) (kg/kg)
1 507 0.019 1.58E-03 1810 1303 0.048 6.28E-04
2 399 0.015 1.24E-03 890 491 0.018 2.37E-04
3 305 0.011 9.48E-04 852 548 0.020 2.64E-04
4 358 0.013 1.12E-03 1015 656 0.024 3.16E-04
5 287 0.011 8.94E-04 896 608 0.023 2.93E-04
6 630 0.023 1.96E-03 2220 1590 0.059 7.66E-04
7 920 0.034 2.86E-03 2687 1768 0.066 8.52E-04
8 2741 0.102 8.53E-03 3617 876 0.032 4.22E-04
9 1763 0.065 5.49E-03 2383 619 0.023 2.98E-04
10 4523 0.168 1.41E-02 4481 -42 -0.002 -2.00E-05
11 4476 0.166 1.39E-02 4823 347 0.013 1.67E-04
12 29561 1.096 9.20E-02 16670 -12891  -0.478 -6.21E-03
13 1220 0.045 3.80E-03 2226 1006 0.037 4.85E-04
14 2443 0.091 7.61E-03 4956 2513 0.093 1.21E-03




Oxalato Amorfo Ditionito Cristalino
Muestra Al-AO Al AlOx Al-D Al Al AlOx
(mg/kg) (mol/kg)  (kg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mol/kg) (kg/kg)

15 1956 0.072 6.09E-03 4191 2235 0.083 1.08E-03
16 1474 0.055 4.59E-03 3699 2225 0.082 1.07E-03
17 968 0.036 3.01E-03 1933 965 0.036 4.65E-04
18 1607 0.060 5.00E-03 3293 1687 0.063 8.13E-04
19 450 0.017 1.40E-03 1451 1002 0.037 4.83E-04
20 1505 0.056 4.69E-03 1614 109 0.004 5.24E-05
21 960 0.036 2.99E-03 2144 1184 0.044 5.71E-04
22 581 0.022 1.81E-03 1315 733 0.027 3.53E-04
23 9193 0.341 2.86E-02 8266 -927 -0.034 -4.47E-04
24 2282 0.085 7.10E-03 2910 629 0.023 3.03E-04
25 917 0.034 2.85E-03 1209 292 0.011 1.41E-04
26 1132 0.042 3.52E-03 1337 205 0.008 9.90E-05
27 1514 0.056 4.71E-03 3956 2443 0.091 1.18E-03
28 3543 0.131 1.10E-02 6006 2463 0.091 1.19E-03
29 2885 0.107 8.98E-03 3935 1050 0.039 5.06E-04
30 1963 0.073 6.11E-03 3323 1360 0.050 6.55E-04
31 5094 0.189 1.59E-02 8027 2932 0.109 1.41E-03
32 1384 0.051 4.31E-03 3498 2114 0.078 1.02E-03
33 2414 0.089 7.52E-03 3426 1012 0.038 4.88E-04
34 2855 0.106 8.89E-03 4945 2090 0.077 1.01E-03

Tabla A39. Datos de dxidos e hidroxidos de manganeso.

Ditionito  Total
Muestra Mn-D Mn MnOx

(mg/kg) (mol/kg) (kg/kg)
1 356 0.006 7.71E-04
2 257 0.005 5.58E-04
3 190 0.003 4.11E-04
4 143 0.003 3.09E-04
5 215 0.004 4.65E-04
6 710 0.013 1.54E-03
7 486 0.009 1.05E-03
8 409 0.007 8.87E-04
9 751 0.014 1.63E-03
10 855 0.016 1.85E-03
11 1458 0.027 3.16E-03
12 384 0.007 8.31E-04
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Ditionito Total

Muestra Mn-D

Mn

MnOx

(mg/kg) (mol/kg) (ke/kg)
13 479 0.009 1.04E-03
14 86 0.002 1.86E-04
15 938 0.017 2.03E-03
16 851 0.015 1.84E-03
17 396 0.007 8.57E-04
18 350 0.006 7.59E-04
19 682 0.012 1.48E-03
20 692 0.013 1.50E-03
21 851 0.015 1.84E-03
22 447 0.008 9.69E-04
23 642 0.012 1.39E-03
24 590 0.011 1.28E-03
25 660 0.012 1.43E-03
26 262 0.005 5.67E-04
27 541 0.010 1.17E-03
28 1696 0.031 3.67E-03
29 611 0.011 1.32E-03
30 2809 0.051 6.08E-03
31 600 0.011 1.30E-03
32 1800 0.033 3.90E-03
33 626 0.011 1.36E-03
34 2204 0.040 4.77E-03

Tabla A40. Datos de entrada al software ORCHESTRA (HFO: 6xidos e hidréxidos de aluminio +
hierro, HMO: 6xidos de manganeso)

Muestra pH Cd+2.tot SHA SFA HFO HMO Arcilla  Ca+2.diss NO3-.dis DHA DFA
/A (mol/t) (kg/kg) (ke/kg)  (ke/kg)  (kg/kg)  (kg/kg)  (mol/L)  (mol/L) (kg/L)  (kg/L)

1 6.75 3.47E-07 9.19E-03 2.11E-03 7.96E-03 7.71E-04 1.72E-01 0.0001  0.0002 7.66E-06 3.06E-06
2 7.64 2.33E-07 1.46E-02 3.35E-03 4.85E-03 5.58E-04 1.59E-01 0.0001  0.0002  1.22E-05 4.87E-06
3 7.02 3.29E-06 7.93E-03 1.82E-03 5.81E-03 4.11E-04 1.11E-01 0.0001 0.0002 6.61E-06 2.64E-06
4 6.08 9.07E-07 7.86E-03 1.80E-03 5.94E-03 3.09E-04 1.36E-01 0.0001  0.0002  6.55E-06 2.62E-06
5 7 1.19E-06 7.80E-03 1.79E-03 5.70E-03 4.65E-04 1.24E-01 0.0001  0.0002  6.50E-06 2.60E-06
6 7.22 1.12E-06 1.30E-02 2.97E-03 9.70E-03 1.54E-03 1.50E-01 0.0001  0.0002  1.08E-05 4.32E-06
7 7.4 7.84E-07 1.39E-02 3.19E-03 1.25E-02 1.05E-03 3.40E-01 0.0001  0.0002  1.16E-O05 4.64E-06
8 5.65 1.61E-07 2.35E-02 5.38E-03 2.35E-02 8.87E-04 3.89E-01 0.0001 0.0002 1.96E-05 7.83E-06
9 5.07 2.96E-07 2.21E-02 5.06E-03 4.21E-02 1.63E-03 6.22E-01 0.0001  0.0002  1.84E-05 7.36E-06
10 6.28 1.33E-07 2.92E-02 6.69E-03 3.40E-02 1.85E-03 4.03E-01 0.0001 0.0002  2.43E-05 9.73E-06
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Muestra Cd+2.tot SHA SFA HFO HMO Arcilla  Ca+2.diss NO3-.dis DHA DFA
(mol/t)  (kg/kg)  (ke/kg)  (kg/kg)  (kg/kg) (kg/kg) (mol/L) (mol/L) (kg/L)  (kg/L)
11 595 2.16E-07 3.06E-02 7.01E-03 3.40E-02 3.16E-03 4.75E-01 0.0001 0.0002 2.55E-05 1.02E-05
12 6.67 4.34E-07 5.82E-02 1.33E-02 9.58E-02 8.31E-04 2.21E-01 0.0001 0.0002  4.85E-05 1.94E-05
13 6.38 9.38E-07 2.73E-02 6.26E-03 1.25E-02 1.04E-03 3.00E-01 0.0001 0.0002 2.28E-05 9.10E-06
14 435 3.51E-07 2.66E-02 6.09E-03 2.69E-02 1.86E-04 5.54E-01 0.0001 0.0002 2.22E-05 8.86E-06
15 6.03 2.97E-06 4.23E-02 9.70E-03 2.09E-02 2.03E-03 1.67E-01 0.0001 0.0002 3.53E-05 1.41E-05
16 5.43 1.79E-05 2.98E-02 6.83E-03 1.88E-02 1.84E-03 3.97E-01 0.0001 0.0002 2.48E-05 9.93E-06
17 6.17 2.01E-06 4.89E-02 1.12E-02 9.28E-03 8.57E-04 1.66E-01 0.0001 0.0002  4.07E-05 1.63E-05
18 456 8.07E-07 2.10E-02 4.81E-03 2.01E-02 7.59E-04 4.99E-01 0.0001 0.0002 1.75E-05 7.00E-06
19 6.55 5.63E-07 1.33E-02 3.05E-03 1.07E-02 1.48E-03 3.80E-01 0.0001 0.0002 1.11E-05 4.44E-06
20 5.78 2.50E-07 1.18E-02 2.69E-03 1.51E-02 1.50E-03 2.72E-01 0.0001 0.0002 9.79E-06 3.92E-06
21 5.32 3.27E-07 1.39E-02 3.20E-03 2.07E-02 1.84E-03 5.17E-01 0.0001 0.0002 1.16E-05 4.65E-06
22 6.11 2.46E-07 1.06E-02 2.42E-03 1.23E-02 9.69E-04 4.06E-01 0.0001 0.0002 8.81E-06 3.52E-06
23 5.37 2.71E-07 4.58E-02 1.05E-02 4.03E-02 1.39E-03 3.29E-01 0.0001 0.0002 3.82E-05 1.53E-05
24 552 1.55E-07 3.88E-02 8.89E-03 1.56E-02 1.28E-03 3.47E-01 0.0001 0.0002 3.23E-05 1.29E-05
25 6.02 1.38E-06 2.30E-02 5.26E-03 1.10E-02 1.43E-03 4.01E-01 0.0001 0.0002 1.91E-05 7.65E-06
26 5.67 5.05E-06 3.76E-02 8.61E-03 1.24E-02 5.67E-04 4.28E-01 0.0001 0.0002 3.13E-05 1.25E-05
27 5.67 2.82E-07 2.96E-02 6.78E-03 2.69E-02 1.17E-03 5.89E-01 0.0001 0.0002 2.46E-05 9.86E-06
28 6.34 4.27E-07 3.68E-02 8.43E-03 3.66E-02 3.67E-03 1.73E-01 0.0001 0.0002 3.07E-05 1.23E-05
29 5.72 1.98E-07 4.23E-02 9.68E-03 2.52E-02 1.32E-03 4.12E-01 0.0001 0.0002 3.52E-05 1.41E-05
30 7.03 2.31E-07 3.52E-02 8.07E-03 1.71E-02 6.08E-03 3.35E-01 0.0001 0.0002 2.93E-05 1.17E-05
31 489 4.02E-07 4.44E-02 1.02E-02 4.17E-02 1.30E-03 3.12E-01 0.0001 0.0002 3.70E-05 1.48E-05
32 5.79 2.25E-06 2.14E-02 4.91E-03 2.52E-02 3.90E-03 4.40E-01 0.0001 0.0002 1.79E-05 7.15E-06
33 5.36 2.87E-07 1.98E-02 4.53E-03 2.27E-02 1.36E-03 2.11E-01 0.0001 0.0002 1.65E-05 6.59E-06
34 553 2.68E-06 4.13E-02 9.46E-03 4.66E-02 4.77E-03 2.81E-01 0.0001 0.0002 3.44E-05 1.38E-05
Tabla A41. Datos obtenidos luego de correr el modelo
Muestra ORCHESTRA OUTPUT (mol/L)
Cd+2.diss Cd+2.HFO_part_| Cd+2.HMO_part_| Cd+2.CLAY part_| Cd+2.SHA_part_| Cd+2.SFA_part_|

1 2.38E-09 3.77E-09 9.50E-08 4.30E-09 2.08E-07 3.38E-08

2 1.12E-09 2.65E-09 1.02E-07 1.45E-10 1.18E-07 9.00E-09

3 1.38E-08 1.11E-07 1.85E-06 3.27E-08 1.09E-06 1.91E-07

4 1.07E-08 2.70E-09 3.57E-08 6.53E-08 6.43E-07 1.50E-07

5 5.75E-09 2.91E-08 5.79E-07 1.06E-08 4.87E-07 7.85E-08

6 3.20E-09 1.66E-08 7.50E-07 1.95E-09 3.09E-07 3.87E-08

7 2.47E-09 1.90E-08 4.87E-07 1.96E-09 2.47E-07 2.62E-08

8 1.53E-09 3.87E-11 5.42E-10 7.48E-09 1.22E-07 2.95E-08

9 2.77E-09 2.76E-11 6.48E-10 5.82E-08 1.78E-07 5.61E-08
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ORCHESTRA OUTPUT (mol/L)

Muestra Cd+2.diss Cd+2.HFO_part_| Cd+2.HMO_part | Cd+2.CLAY part_| Cd+2.SHA part | Cd+2.SFA_part_|
10 1.19E-09 1.59E-10 3.24E-09 1.80E-09 1.07E-07 1.91E-08
11 1.96E-09 1.17E-10 4.36E-09 7.01E-09 1.67E-07 3.60E-08
12 4.04E-09 3.53E-11 1.57E-09 1.55E-08 3.17E-07 9.54E-08
13 8.29E-09 1.75E-09 4.83E-08 2.35E-08 7.13E-07 1.44E-07
14 3.49E-09 1.61E-12 4.76E-11 1.18E-07 1.62E-07 6.77E-08
15 2.71E-08 1.49E-09 9.38E-08 9.09E-08 2.20E-06 5.58E-07
16 1.69E-07 4.97E-09 2.19E-07 4.01E-06 1.03E-05 3.22E-06
17 1.85E-08 2.06E-10 2.16E-08 5.66E-08 1.52E-06 3.95E-07
18 8.43E-09 9.04E-12 7.04E-10 2.91E-07 3.64E-07 1.42E-07
19 4.07E-09 3.34E-09 1.28E-07 1.75E-08 3.47E-07 6.32E-08
20 2.52E-09 2.17E-10 6.64E-09 1.78E-08 1.80E-07 4.28E-08
21 3.24E-09 6.86E-11 2.56E-09 6.56E-08 1.98E-07 5.71E-08
22 2.28E-09 5.43E-10 1.16E-08 1.78E-08 1.77E-07 3.71E-08
23 2.55E-09 1.34E-11 4.12E-10 1.27E-08 1.98E-07 5.73E-08
24 1.45E-09 5.69E-12 2.79E-10 5.15E-09 1.18E-07 3.04E-08
25 1.25E-08 1.23E-09 5.46E-08 9.99E-08 9.82E-07 2.30E-07
26 4.55E-08 9.19E-10 1.49E-08 6.47E-07 3.38E-06 9.62E-07
27 2.58E-09 6.54E-11 1.20E-09 1.94E-08 2.07E-07 5.13E-08
28 3.69E-09 6.01E-10 2.84E-08 3.67E-09 3.27E-07 6.40E-08
29 1.83E-09 1.69E-11 5.43E-10 6.60E-09 1.52E-07 3.72E-08
30 1.35E-09 4.41E-10 7.85E-08 5.52E-10 1.34E-07 1.65E-08
31 3.89E-09 7.41E-12 3.62E-10 3.61E-08 2.68E-07 9.41E-08
32 2.04E-08 2.79E-09 1.33E-07 2.85E-07 1.44E-06 3.74E-07
33 2.99E-09 5.00E-11 1.28E-09 1.74E-08 2.07E-07 5.81E-08
34 2.48E-08 7.65E-10 4.76E-08 2.12E-07 1.85E-06 5.45E-07

Tabla A42. Datos obtenidos como valor absoluto

VALOR ABSOLUTO (mg/kg)

Disuelto HFO HMO Arcilla HA FA

2.67E-03 4.24E-03 1.07E-01 4.83E-03 2.33E-01 3.80E-02
1.26E-03 2.98E-03 1.15E-01 1.63E-04 1.33E-01 1.01E-02
1.55E-02 1.25E-01 2.08E+00 3.68E-02 1.23E+00 2.14E-01
1.21E-02 3.03E-03 4.02E-02 7.34E-02 7.22E-01 1.69E-01
6.46E-03 3.27E-02 6.51E-01 1.19E-02 5.47E-01 8.82E-02
3.60E-03 1.86E-02 8.44E-01 2.19E-03 3.47E-01 4.36E-02
2.78E-03 2.13E-02 5.48E-01 2.20E-03 2.78E-01 2.95E-02

Muestra

Nfojunn|h|WIN|F
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VALOR ABSOLUTO (mg/kg)

Muestra
Disuelto HFO HMO Arcilla HA FA

8 1.72E-03 4.35E-05 6.09E-04 8.41E-03 1.37E-01 3.31E-02
9 3.11E-03 3.10E-05 7.28E-04 6.54E-02 2.00E-01 6.31E-02
10 1.33E-03 1.79E-04 3.64E-03 2.02E-03 1.21E-01 2.15E-02
11 2.20E-03 1.32E-04 4.90E-03 7.88E-03 1.87E-01 4.05E-02
12 4.54E-03 3.97E-05 1.77E-03 1.74E-02 3.57E-01 1.07E-01
13 9.32E-03 1.97E-03 5.42E-02 2.65E-02 8.01E-01 1.61E-01
14 3.93E-03 1.81E-06 5.36E-05 1.33E-01 1.82E-01 7.61E-02
15 3.04E-02 1.67E-03 1.05E-01 1.02E-01 2.47E+00 6.27E-01
16 1.90E-01 5.59E-03 2.47E-01 4.51E+00 1.16E+01 3.62E+00
17 2.08E-02 2.32E-04 2.43E-02 6.36E-02 1.71E+00 4.44E-01
18 9.48E-03 1.02E-05 7.91E-04 3.27E-01 4.09E-01 1.60E-01
19 4,58E-03 3.76E-03 1.44E-01 1.97E-02 3.90E-01 7.11E-02
20 2.83E-03 2.43E-04 7.46E-03 2.00E-02 2.02E-01 4.81E-02
21 3.64E-03 7.71E-05 2.88E-03 7.37E-02 2.23E-01 6.41E-02
22 2.56E-03 6.11E-04 1.31E-02 2.00E-02 1.99E-01 4.17E-02
23 2.86E-03 1.51E-05 4.63E-04 1.43E-02 2.23E-01 6.45E-02
24 1.63E-03 6.39E-06 3.14E-04 5.79E-03 1.32E-01 3.42E-02
25 1.41E-02 1.38E-03 6.14E-02 1.12E-01 1.10E+00 2.58E-01
26 5.11E-02 1.03E-03 1.68E-02 7.27E-01 3.80E+00 1.08E+00
27 2.90E-03 7.35E-05 1.34E-03 2.18E-02 2.33E-01 5.77E-02
28 4,15E-03 6.76E-04 3.20E-02 4.13E-03 3.67E-01 7.20E-02
29 2.06E-03 1.90E-05 6.10E-04 7.42E-03 1.71E-01 4.18E-02
30 1.52E-03 4.96E-04 8.83E-02 6.20E-04 1.50E-01 1.85E-02
31 4.37E-03 8.33E-06 4.07E-04 4.06E-02 3.01E-01 1.06E-01
32 2.29E-02 3.14E-03 1.50E-01 3.20E-01 1.61E+00 4.20E-01
33 3.36E-03 5.62E-05 1.43E-03 1.95E-02 2.33E-01 6.54E-02
34 2.79E-02 8.60E-04 5.35E-02 2.38E-01 2.08E+00 6.13E-01

Disuelto = en la solucién del suelo, como Cd2+ libre o complejado
HFO = ligado a dxidos de hierro y aluminio

HMO = unido a 6xidos de manganeso

HA = unido a acidos himicos sélidos (materia orgénica)
FA = unido a acidos fulvicos sélidos (materia organica)
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12. ANEXO 2
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Figura A1l. Distribucidn relativa de concentraciones de Cd por fraccién en los suelos estudiados por
departamentos. HFO: éxidos de aluminio y hierro, HMO: éxidos de manganeso, HA: acidos humicos,
FA: acidos fulvicos
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Figura A2. Histogramas y graficos de densidad para fracciones de Cd en el suelo, hoja y grano
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Figura A4. Grafico de barras y error estandar para los valores de Cd transformados (Log10)
asociados a las diferentes fracciones del suelo.
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Figura A5. Correlaciones de Pearson para valores de Cd en fracciones del suelo y planta, transformados con
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Figura A6. Correlaciones de Spearman para valores de Cd en fracciones del suelo y grano. *** p < 0,01, **p <

0,05, *p<0,1

Tabla A43. Resultados de la prueba de Duncan para las medias de los porcentajes de extraccion de
Cd de los métodos simples frente a la concentracidn total por agua regia

Método de extraccidon Extraccion media (%) Grupos
HNO3 53.85 a
EDTA 53.35 a
Mehlich 3 36.76 b
DTPA 35.94 b
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