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Resumen

La concentracion elevada de cadmio (Cd) en los granos de cacao por encima del nivel maximo permitido (0.5 mg/kg) ha ocasionado
preocupaciones a los productores del cacao ecuatoriano que exportan a los mercados internacionales. En este marco, el objetivo
del trabajo fue: determinar los niveles de cadmio presente en hojas, testa y almendra de cacao en los genotipos Nacional y CCN51.
Las parcelas seleccionadas estan ubicadas en Rio Bonito provincia de El Oro y Shumiral de la provincia de Azuay, region litoral
sur de Ecuador. En este trabajo se tomaron muestras de suelo para determinar sus propiedades quimicas y de de las hojas, testa y
almendra de arboles de cacao seleccionados al azar de las tres fincas que se identificaron como F1, F2 y F3. El anélisis para la de-
terminacion de Cd se realiz6 mediante una digestion acida de los tejidos vegetales, y mediante absorcién atomica se determind los
contenidos de Cd por triplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante anélisis descriptivos. En general los suelos fueron acidos
a moderadamente 4cidos, en las tres fincas. Los valores de Cd variaron entre 0.36 mg/kg (F3) a 2.59 mg/Kg (F2) en hojas, 1.15
mg/kg a 2.36 mg/kg en testa y 1.15 mg/kg a 1.93 mg/kg en almendra. Los niveles obtenidos guardan relacion con otros resultados
obtenidos por diferentes métodos de extraccion de Cd, siendo el principal factor que pudo incidir en los valores seria: pH del suelo
4cido y nivel de medio de P presumiblemente adicionado en la fertilizacion en la finca dos.
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Comparison of cadmium levels in leaves, shell and almond
of Theobroma cacao L

Abstract

The elevated concentration of cadmium (Cd) in cocoa beans above the maximum allowed level (0.5 mg/kg) has caused concern among
Ecuadorian cocoa producers exporting to international markets. In this context, the aim of the study was to determine the levels of
cadmium present in the leaves, shell and almond of cocoa beans of the genotypes Nacional and CCN51. The selected plots are located
in Rio Bonito, province of El Oro and Shumiral, province of Azuay, southern coastal region of Ecuador. In this work, soil samples were
taken to determine their chemical properties and from the leaves, shell and almond of cocoa trees selected at random from the three
farms identified as F1, F2 and F3. The analysis for the determination of Cd was carried out by acid digestion of plant tissues, and Cd
contents were determined in triplicate by atomic absorption. Statistical analysis was performed by descriptive analysis. In general, the
soils were acidic to moderately acidic on all three farms. Cd values ranged from 0.36 mg/kg (F3) to 2.59 mg/kg (F2) in leaves, 1.15 mg/
kg to 2.36 mg/kg in shell and 1.15 mg/kg to 1.93 mg/kg in almond. The levels obtained are related to other results obtained by different
methods of Cd extraction, being the main factor that could influence the values: acid soil pH and the level of P medium presumably
added in the fertilization in farm two.
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I. INTRODUCCION

El cadmio (Cd*?), es un metal pesado presente en
el suelo, por causas naturales como las erupciones
volcanicas o por el material parental de partida;
pero también, por accién antropogénicas como los
residuos de pesticidas vertidos en el suelo para
controlar plagas (Argiiello et al., 2019; Ramtahal et
al., 2019). Estudios realizados desde el 2015, han
demostrado que los metales pesados se pueden
acumular en diversas partes de plantas lefiosas como
el arbol de cacao (Fiorella Barraza et al., 2019; Chavez
et al., 2016). Esto constituye un riesgos potenciales
para la salud en altas cantidades.

En este marco, el 16 de septiembre de 2013,
la Unién Europea notifico al Comité de Medidas
Sanitariasy Fitosanitarias dela Organizacién Mundial
del Comercio (OMC) la enmienda al reglamento
Europeo No. 1881/2006, donde establecen niveles
maximos de metales pesados como el Cd para el
cacao en sus productos derivados como chocolate y
el licor menor a 0.6 mg/kg; reglamento que entr6 en
vigencia el 1 de enero del 2019 (Meter et al., 2019).
Por este motivo, las exportaciones del cacao hacia
los mercados europeos, en especial de los paises
latinoamericano se ven amenazados por indicios
de Cd en niveles mayores a los permitidos por la
normativas de la Comunidad Europea (Llatance et
al., 2018).

Por otro lado, el Ecuador es el primer productor
mundial de cacao fino y de aroma, su principal
mercado desde la década de los 90 son los Estados
Unidos y los paises de la Comunidad Europea
como: Francia, Alemania, Bélgica y Espaha. En
conjunto estos paises representaron el 87% del total
exportado para el aflo 2019 (Fiorella Barraza et al.,
2019). En este contexto, estudios realizados por
diversos autores (Argiiello et al., 2019; F. Barraza et
al., 2017; Chavez et al., 2016), han demostrado que
los suelos con uso agricola en especial en zonas de
montafa posee niveles de Cd que superan los 0.5

mg/kg, mientras que (Mite et al., 2010) encontr6 un
promedio que flucttia entre 0.2-1.1 mg/kg

Diversas investigaciones alertan de diversos
niveles de Cd en varios 6rganos y tejido de del arbol
de cacao (F. Barraza et al., 2017; Chavez et al., 2016;
Mounicou et al., 2003). En Ecuador se reporta, a
través de estudios, un nivel critico en la almendra
de cacao seco y fermentado de 1 mg/kg (Mite et al.,
2010), superior al limite permitido en alimentos
por el Codex Alimentarius y la Comunidad Europea
(Maddela et al., 2020). Aunque los resultados de
(Araujo et al., 2020) en la provincia de Manabi
(Ecuador) los valores maximo de Cd variaron de 0.15 a
0.55 mg/kg, mientras que (Mounicou et al., 2003) en
la provincia El Oro (Ecuador) determinaron niveles
muy por debajo del limite permitido en almendras
secas (0.0071), y en polvo de cacao (0.0082 mg/
kg); resultados apto para el mercado europeo, pero
realizados con menor nimero de repeticiones, y por
eso el contraste con los otros resultados previos.
Siendo necesario delimitar qué genotipo y en qué
condiciones de manejo de los cultivares se deben de
realizar las determinaciones de Cd.

Con lo expuesto el objetivo general de la
investigacion fue: determinar los niveles de cadmio
presente en hojas y almendra de cacao en los
genotipos Nacional y de la Coleccion Castro Naranjal
arbol 51 (CCNs51), ubicados en la parroquia Rio
Bonito provincia de El Oro y en el sitio Shumiral de
la provincia de Azuay.

II. MATERIALES Y METODOS
Ubicacion de los cultivares de cacao

El estudio se realizd en cuatro fincas cacaoteras
(Tabla 1) entre junio a diciembre de 2019. El clima en
la zona es tropical, temperatura media anual de 25.5
°C, precipitacion promedio de 838 mm/anual. La clase
textural franco-arcillosa predominante en los primero
30 cm, producto de una formaciéon aluvial (Salomon
Barrezueta-Unda y Paz-Gonzalez, 2017).

Tabla 1. Ubicacion de las fincas en estudio

Aiios de manejo

Identificacion finca Provincia Ubicacién geograficas Tipos de cacao agricola
F1 Azuay (Shumiral) 295874177 S;79° 43 28.8” El Nacional 20
F2 El Oro (Rio Zapotal) 3°08746"" S; 79°46°46" CCN51 8
F3 El Oro (Paraiso) 3°09°55"" S; 79°45°46" O El Nacional 30




Recoleccion, secado y almacenamiento de
muestras

Se tomaron 30 submuestras de manera aleatoria
por toda el area de las fincas a los primeros 30 cm
utilizando un patréon de muestreo (zig- zag) para
obtener una sola muestra representativa de 2 kg por
cada finca, las cuales fueron divididas en dos para
realizar diversos analisis. Un 1 kg fue por finca fue
etiquetada, secas y trituradas para realizar los analisis
de: Materia Organica por el método de Dicromato
de potasio, conductividad eléctrica y pH en pasta de
saturacion con agua relacion 1:2.5 y lectura en un
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potenciémetro (Hanna, serie HI 4521, Rumania),
determinaciones realizadas en el laboratorio de
suelos de la Universidad Técnica de Machala. El otro
1 kg de suelo se envi6 al laboratorio del INIAP para la
determinacion de nitrogeno en su forma amoniacal
(NH34), potasio (K), fosforo (P), azufre (S), calcio (Ca)
y Magnesio (Mg).

En cada finca se tomaron al azar tres arboles de
cacao para recolectar dos mazorcas completamente
maduras que se partieron para extraer las almendras,
y con cuidado se extrajo la testa (tejido que recubre
la almendra). Luego se procedi6 al secado al aire por
varios dias de las almendras y la testa (Foto 1).
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Foto 1. Tejido vegetal de cacao a los que se determind niveles de cadmio. A) hojas, B) testa, C) almendra sin testa

La seleccion de las hojas se realizo en los arboles
donde se tom6 las mazorcas. La cantidad varid
entre 15 a 20 hojas de la seccién mediana del arbol,
considerando las hojas 3, 4, 5 de cada rama. Las
hojas recolectadas se lavaron con agua desionizada
por triplicado.

Los materiales vegetales, se procedieron a triturar
con un mortero de madera de forma individual
los tejidos de hojas, testas y almendras, para su
posterior tamizada con malla de 2 mm, etiquetadas

y almacenadas en fundas herméticas; se obtuvieron
9 muestras por finca, considerando en los analisis de
laboratorio realizar tres repeticiones por cada una,
dando un total de 27 submuestras de estudio por
finca.

Analisis de tejidos vegetales

Para el analisis de cadmio en laboratorio, se
realiza una digestion acida de la hoja, mazorca y testa
siguiendo la metodologia de Chavez et al., (2016).
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Previo a la digestion se pes6 0.4 g de cada una de
las muestras y se colocaron en probetas de 100 ml
de capacidad, luego se agreg6 8 ml de acido nitrico
(HNO?) y se le adiciono una pastilla antiespumante
de sulfato de sodio (0.97 g) + silicona (0.03g) marca
Velp Scientific (Italia) a cada muestra con el proposito
de que no se evapore por completo la digestion de las
muestras. La digestion acida se programa a 80°Cy
140°C cada uno durante 180 minutos en un digestor
Kjeldhal (Velp Scientific, serie DKL automatic,
Italia). Los digestores se diluyeron a 25 ml con agua
destilada nano pura en balones de 25 ml. Se filtraron
2 veces, una a través de un filtro de membrana de
8-12um celulosa estéril al momento colocarlos en
los balones y otra a través de un filtro con soporte de
policarbonato de 25 mm accionado con la presiéon de
una jeringa, utilizando papel de membrana celulosa
en su interior del filtro para obtener una muestra sin
impurezas al momento de determinar el nivel de Cd.
Estos volimenes se almacenaron en recipientes
de plastico de capacidad de 3oml para luego tomar
la lectura del nivel de Cd en cada muestra, este
analisis se lo realiz6 de acuerdo al Espectrofotometro
de Absorcion Atémica donde su limite de deteccidon
de metales pesados del equipo es hasta 4 mg/L de
cadmio. Sin embargo, para conocer la concentracion
real de los niveles del metal pesado de cada muestra
analizada se efectu6 el siguiente procedimiento:
Determinacion del nivel de cadmio presente en
los 25 ml de cada muestra se utiliz6 la ecuacion 1.

__ Cx(VD)
Cd === (1)

Donde Cd = Nivel de cadmio en volumen de
muestra, C= Concentracion de Cd (mg/L), obtenido
de Espectrofotbmetro de Absorcion Atémica
(Shimadzu, serie AA-6300, Japdn), VD= Volumen de
dilucion de la muestra (ml) y FV = Factor volumen
(ml).

Se relaciono el valor obtenido de la ecuacién 1 con
el peso de muestra inicial (0.4 g) dando la ecuacioén 2.

2)

__ €1 x(FP)
Cdf -1\

Pm

Donde: Cdf = Nivel final de cadmio (ppm), C, =
Concentraciéon de cadmio obtenido de la primera
ecuacion (mg/L), FP = Factor de relacion en (g) y Pm
= Peso de muestra inicial (g).

Obteniendo como resultado final los niveles
del metal pesado Cd expresados en mg/kg de ppm
presentes en cada uno de los tejidos analizados.

Anilisis estadistico

En el proceso estadistico se utiliz6 el programa
SPSS version 22, donde se realizaran anélisis
descriptivos (media, desviacion estandar, valores
maximos y minimos). Tambien se realizo un analisis
de varianza para los tejidos en estudio (hoja,
almendra, testa), y luego la prueba de Duncan al 5%
de significancia.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Las propiedades quimicas de los suelos donde se
tomo las muestras de tejido vegetal se indican en la
tabla 2. El pH fluctu6 de menor a mayor de: 4.84-
5.56 (F3), 4.37-4.64 (F2)y 5.82-6.66 (F1) rangos que
clasifican a los suelos en Aacidos a moderadamente
acidos; valores similares a los encontrados por
(Salomén Barrezueta-Unda et al., 2017) . Por otra
parte, la CE en general fue baja con rangos maximos
de 0.42 dS/m (F1), 0.20 dS/m (F2) y o.11 dS/m
(F3), mientras que los valores de MO variaron de
4.30% en F1 a 2.75% en F2, niveles que fueron los
adecuados para el cultivo de cacao; debido a que el
principal factor para estos niveles es la acumulacion
de hojarasca en el suelo (Salom6n Barrezueta-Unda
et al., 2017).

Varios investigadores concluyen que los suelos
cacaoteros los valores de pH son muy variables pero
con tendencia a la acidez en zonas tropicales y en
especial las de montafia, donde los niveles de CE
generalmente son menores a 0.55 dS/m (Hartemink,
2005). Por otra lado, los valores mas altos de MO
corresponde a las fincas cultivadas con el tipo
Nacional, que tiene mas de 20 afios en produccion,
por tanto el almacenamiento de biomasa es mayor e
incidiendo en la regulacion del pH hacia un rango de
acidez moderada y baja CE (Fontes et al., 2014).



Tabla 2. Estadisticos descriptivos de varias
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propiedades quimicas de suelos por finca

Finca Propiedades del suelo Minimo Media Ilf;st\;?;;in Maiximo

pH 5.82 6,19 0.35 6.66

F1 CE (dS/m) 0.25 0.33 0.07 0.42
MO (%) 4.20 4.30 0.10 4.40

pH 437 4.46 0.12 4.64

F2 CE (dS/m) 0.12 0.16 0.03 0.20
MO (%) 2.60 2.75 0.16 2.90

pH 4.84 5.25 0.31 5.56

F3 CE (dS/m) 0.10 0.11 0.01 0.11
MO (%) 2.90 335 0.64 3.80

Los suelos mostraron una baja fertilidad en las
fincas cultivadas con el tipo Nacional (Fiy F3), y
moderado nivel nitrégeno en forma disponible de
amonio (NH4) y de fésforo (P) con valores de 43.00
mg/L y 9.10 meq/100, respectivamente; particular
que puede obedecer a enmiendas edificas con fosfato
de amonio, fertilizante de uso comun en la zona en
estudio. Por otra lado, los niveles de Cay Mg oscilaron

de 2.80 meq/100 (F2) a 13.95 (F1) y de 1.01 meq/100
(F2) a 5.55 meq/100 (F1), respectivamente; valores
que se relacionan con la edad de la plantacion, en
razon de mayor aportaciéon de hojarasca por la
edad del cultivar, que tiene relacién directa con los
incrementos de Ca y Mg (Salomon Barrezueta-Unda
y Paz-Gonzalez, 2017; Fontes et al., 2014; Hartemink,
2005).

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de Macronutrientes de los suelos por finca

Fincas Estadisticos NH4 P K S Ca Mg
(mg/L) (mg/L) (meq/100) (mg/L) (meq/100) (meq/100)
Media 20.50 B 7.50 B 0.23B 4.10B 13.95M 5.55A
f DS 3.53 0.14 0.01 0.70 0.35 0.07
Media 43.00 M 9.10 M 0.12B 1250 M 2.80B 1.01 M
2 DS 2.83 0.14 0.01 0.71 0.00 0.03
3 Media 28.50 B 2.90B 0.19B 535B 5.00 M 3.10A
DS 4.95 0.71 0.01 0.07 0.85 0.00
La tabla 4 indica los valores estadisticos a 1.67 mg/kg( F1), 1.21 mg/kg a 1.86 mg/kg (F2) y

descriptivos de Cd por tejido vegetal de varias plantas
analizadas en cada finca.

Los valores en las muestras de hoja tuvieron una
desviacion estdndar mayor a la media en las fincas
cultivadas con el tipo de cacao Nacional (F1 0.79
mg/kg + 1.19; F3 0.36 mg/kg + 0.44), mientras que
F2 mostr6 el mayor (2.59 mg/L). Variabilidad que
también obtuvo (Furcal-Beriguete & Torres-Morales,
2020), pero realizando las lectura de Cd en un
plasma de acoplamiento inductivo (ICP) acoplado a
un espectrofotémetro optico.

En el caso de las muestras de almendra los
valores aumentaron con respecto a los resultados
del Cd en hojas. Las medias y rangos maximos
obtenidos variaron de la siguiente forma: 1.15 mg/kg

1.93 mg/kg a 3.27 mg/kg (F3). Los valores de testa
también mostraron un incremento de Cd en el orden
de F1 (rango 1.35-2.53 mg/L) a F3 (1.15-6.33 mg/kg).
Resultados que indican que el mayor incremento de
Cd se muestra en la finca més antigua (F3), 30 afos
de cultivo), hecho que se corrobora con el trabajo
de Llatance et al (2018) en la selva del Perd, donde
obtuvo un promedio de 0.509 mg/k, que vari6 de
acuerdo a la edad de las hojas ya que las més viejas
acumularan mayor contenido de Cd en comparacién
a las nuevas, esto es por los péptidos presentes en el
area foliar.

Los valores determinados son inferiores a los
obtenidos por (Furcal-Beriguete & Torres-Morales,
2020), el cual expresa que la disponibilidad del Cd
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hacia la planta es por el pH acido de los suelos. De
este modo, Rodriguez & Trigozo (2017) y Gramlich
et al., (2018) sefialan que una via de entrada de Cd
son los fertilizantes fosforados provenientes de la
roca fosforica. En la descripciéon de los suelos en
estudio los niveles de P fueron altos medios en F2
y los niveles de Cd fueron los mas altos en hojas y
almendra.

Resultados obtenidos por varios investigadores
en raices de cacao tipo Nacional obtuvieron valores

de: 2.81 mg/kg (Arévalo-Gardini et al., 2016), 1.50
mg/kg (Astolfi et al., 2012), 1.26 mg/kg (Pedraza &
Rojas, 2017) v 0.22 mg/kg (Llatance et al., 2018).
Esta variacion indica que los valores tienen relaciéon
no solo con el tipo de suelo o el manejo, sino con el
método de extraccion del Cd y de la disponibilidad de
otros nutrientes como el Zn el cual en su ausencia las
plantas absorben el Cd o por el exceso de fertilizacion
con roca fosforica(Chavez et al., 2016).

Tabla 4. Analisis descriptivo general de los niveles de cadmio por finca.

Minimo (]l\n/[;/(tg) Deesst;l:;::n Miximo

F1 (Shumiral/Nacional) 0.00 0.79 1.19 2.58

Hoja F2 (Rio Zapote/CCN51) 0.00 2.59 1.48 3.61
F3 (Paraiso/Nacional) 0.00 0.36 0.44 1.08

F1 (Shumiral/Nacional) 0.73 1.15 0.32 1.67

Almendra F2 (Rio Zapote/CCN51) 0.38 1.21 0.46 1.86
F3 (Paraiso/Nacional) 0.00 1.93 0.96 3.27

F1 (Shumiral/Nacional) 1.35 1.97 0.48 2.53

Testa F2 (Rio Zapote/CCN51) 2.36 3.30 0.81 5.03
F3 (Paraiso/Nacional) 1.15 4.00 2.16 6.33

La prueba de Duncan al 5% de significancia por
tipo de cacao y tejido vegetal indican diferencias
significativas (Figura 2). Los valores de Cd fueron
mayores en el clon CCN51 tanto en hoja y testa, siendo
la diferencia més significativa en las hojas (0.58 mg/
kg Nacional; 2.59 mg/kg); mientras en almendra se
muestra una media a favor del tipo de cacao Nacional
(1.54 mg/kg) frente a tipo de cacao CCN51 (1.21). En
general todos los valores acumulados sobrepasan el
nivel maximo permisible (> 0.5 mg/kg) del Codex
Alimentarius (Maddela et al., 2020).

B CcoNsl

mg/kg de Cd

0

HOJA

Estudios previos realizados por Chavez et al.,
(2016) y Romero-Estévez et al., (2019) en la zona de
estudio indican valores superiores a los determinados
en la almendra (1.73 mg/kg + 0.089). Por otro lado,
(Argtiello et al., 2019), mencionan que la mayor
concentracion de Cd se encontrd en la almendra
siendo mayor a los contenidos de hoja y testa.
Variaciéon que puede estar relacionada a las técnica
de extraccion de Cd, pero Ramtahal et al., (2019)
sugiere que una forma de diagnosticar contenidos de
cadmio en las almendras es a partir de las hojas.

[l NACIONAL

TESTA

ALMENDRA

Figura 2. Prueba de Duncan (5% de significancia) entre los niveles de Cadmio
obtenidos por genotipo de cacao.



IV. CONCLUSION

Los niveles de Cd variaron entre los tejidos en
estudiodelasplantasdecacaoseleccionadasyentrelas
fincas en estudio, mostrando una mayor acumulacion
en hoja y testa en F1, la cual est4 cultivada con el tipo
de cacao CCN51; aunque todos los promedios de las
muestras en almendra sobrepasaron el nivel méximo
permisible para Cd. De esta manera, los niveles
obtenidos guardan relaciéon con otros resultados
obtenidos por diferentes métodos de extracciéon de
Cd, siendo el principal factor que pudo incidir en
los valores encontrados seria: pH del suelo acido y
nivel de medio de P presumiblemente adicionado en
la fertilizacién en la F2. Se recomienda aumentar el
muestreo de los tejido de la testa y almendra de cacao
en relacion con el tipo de suelo y nivel de pH donde se
encuentran los cultivares de cacao.
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