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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la concentracion de metales pesados (MP)
en el forraje consumido por el ganado vacuno de la parroquia Bilbao, provincia de
Tungurahua; y evaluar su incidencia en la cadena alimentaria, para lo cual se cuantifico
concentraciones de plomo, cadmio, mercurio, arsénico y selenio en muestras de suelo, forraje
y leche mediante el método de espectroscopia de absorcién atémica con llama y generador de
hidruros. El tipo muestreo empleado fue probabilistico aleatorio simple y se lo realizé en siete
puntos que abarcaron toda la zona ganadera productora de leche de Bilbao. Los pardmetros
analizados para evaluar la capacidad adsortiva del suelo fueron pH, conductividad eléctrica,
densidad real, aparente, textura y materia organica, ademas se cuantifico los niveles de
macronutrientes primarios en el suelo y forraje, en este Gltimo también se determiné sodio y
aniones. A nivel de la raiz se determind MP, en la leche se realiz6 un analisis fisicoguimico
y de calidad, por ultimo, con las concentraciones de MP se evaluaron factores de transferencia
y riesgos para la salud. Los resultados obtenidos fueron ingresados en el software SPSS donde
se realizé el analisis de varianza ANOVA vy la prueba de TUKEY-B. Las concentraciones de
los cinco metales en las muestras de suelo se encuentran por debajo del limite establecido en
la normativa, en las muestras forraje, raiz y leche las concentraciones estan por debajo del
limite de deteccion del método aplicado, sin embargo, las concentraciones obtenidas de
arsénico y selenio en forraje y raiz estan por debajo del limite permisible. Se concluye que
las tres matrices analizadas no presentan contaminacion por metales pesados, por ende, no
generan riesgos en la salud, ademas de que la capacidad adsortiva del suelo es aceptable. Se

recomienda realizar la cuantificacion de metales pesados con métodos mas sensibles.
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SUMMARY

The purpose of this research was to determine the concentration of heavy metals (HM) in the forage
consumed by the cattle of the Bilbao parish, province of Tungurahua to evaluate its impact on the
food chain. In which was quantified the concentrations of lead, cadmium, mercury, arsenic, and
selenium in soil samples, forage, and milk, by the method of atomic absorption spectroscopy with
flame and generator of hydrides. The type of sampling used was simple random probability and was
carried out in seven points that covered the entire dairy farming area of Bilbao. Parameters analyzed
to evaluate the adsorptive capacity of the soil were pH, electrical conductivity, real, apparent
density, texture, and organic matter. In addition, the levels of primary macronutrients in the soil and
forage, in which sodium and anions were also found. HM were determined at the root level, a
physicochemical analysis was performed on the quality of milk, finally, the concentrations of HM,
and transfer factors were evaluated for health risks factors. The results obtained were entered into
the SPSS software where an ANOVA analysis of variance and TUKEY -B test were also performed.
Concentrations of the five metals in the soil samples are below the limit established in the
regulations, in the forage, root, and milk samples the concentrations are below the detection limit
from the applied method, however, the concentrations obtained from arsenic and selenium in forage
and root are below the permissible limit. It is concluded that the three matrices analyzed do not
present contamination by heavy metals. Therefore, these do not generate health risks, in addition to
the fact that the adsorptive capacity of the soil is acceptable. It’s highly recommended to carry out

the quantification of heavy metals with more sensitive methods.

Keywords: <HEAVY METALS> <TUNGURAHUA VOLCANO> <VOLCANIC ASH>
<FLOOR> <FORAGE> <MILK> <BILBAO (PARISH)>.
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INTRODUCCION

Bilbao es una parroguia que se encuentra localizada en el caton Penipe de la provincia de
Chimborazo, geograficamente estd ubicada en las faldas del volcdn Tungurahua, flanco norte.
Desde el afio 1999 hasta el afio 2016 el volcan Tungurahua registré constantes procesos eruptivos
caracterizados por explosiones estrambolianas, flujos piroclasticos, actividad hidrotermal, asi como
emisiones subcontinuas de gas y ceniza (Instituto Geofisico, 2015), que cambié la forma de vida de los
habitantes al afectar la actividad agricola y ganadera, esta Ultima por la disminucién en el
rendimiento de los pastizales empleados en la alimentacion del ganado (GADM Penipe, 2016).

En las regiones volcanicas, los materiales piroclasticos y la ceniza forman suelos con propiedades
fisicas, quimicas y mineraldgicas Unicas, convirtiéndose en una fuente de almacenamiento y
circulacion de varios tipos de contaminantes como los metales pesados (Ma et al., 2019: pp.1-2). Los
metales pesados (MP) se caracterizan porque a concentraciones muy bajas pueden provocar
toxicidad, misma que esta dada por la alta afinidad hacia los tejidos de los organismos vivos, ya que
no estan sujetos a degradacion metabolica. Metales como el arsénico (As), cadmio (Cd), plomo
(Pb), mercurio (Hg), selenio (Se), niquel (Ni), cobalto (Co) y cobre (Cu) son relativamente toxicos
para plantas y animales superiores debido a su alta movilidad y poder de acumulacion (Rodriguez et

al., 2019: pp.24).
Cuando estos elementos se incorporan al suelo y superan ciertos umbrales de concentracion

provocan contaminacién haciendo que los cultivos producidos sean inseguros para el consumo
animal y humano. La presencia de metales pesados en los alimentos y en particular en los productos
lacteos involucra la contaminacion del suelo y forraje; en primera instancia los metales pesados
quedan retenidos en las particulas del suelo, posteriormente son absorbidos por las raices, se
transportan y acumulan en la parte area del vegetal y finalmente son biotransformados por el
ganado vacuno durante el pastoreo (McBride, 1994; citado en Rodriguez et al., 2019).

El 90% de la ingesta de elementos traza se produce por el consumo de alimentos contaminados; lo
gue implica un riesgo para la salud. En el organismo humano los MP presentan una gran afinidad
por el grupo sulfhidrilo inactivando aproximadamente 200 enzimas necesarias para diversos
procesos bioldgicos, una exposicion prolongada puede generar problemas de hepatotoxicidad y
neurotoxicidad (Goetschel, 2018, p.13).

A nivel internacional paises como China, el Alto Egipto, Francia, México y Colombia han
realizados varios estudios sobre los MP en diferentes matrices. El estudio denominado “Heavy
metals and trace elements levels in milk and milk products”, determiné las concentraciones de Pb,

Cd, Zn, Cu y Fe en leche y en productos lacteos del Alto Egipto y evalué los riesgos potenciales
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para la salud a través del consumo de estos alimentos (Arafa et al., 2014: p.13). Otro estudio
denominado “Metales pesados en leche de vacas alimentadas con alfalfa producida en suelos
irrigados con aguas residuales en Puebla y Tlaxcala, México” determing la presencia de Cd,
Pb, Ni, Cu, Cr, Zn y As en la cadena alimentaria de la leche de vaca y calculé el factor de
bioacumulacion, translocacion y el valor de transferencia de los metales de la planta a la
leche (Castro et al., 2018), asi también el estudio denominado “Environmental Risk Assessment of
Metals in the Volcanic Soil of Changbai Mountain” determino la concentracion de diversos metales
en muestras de suelo y de ceniza volcéanica, donde las concentraciones fueron mayores en las zonas
ubicadas alrededor del volcan (Maetal., 2019 ).

Por su parte en Ecuador las investigaciones sobre la contaminacion de la cadena alimentario por MP
ha sido escasa, en el afio 2009 y 2017 se reportan dos estudios sobre el cadmio, plomo y arsénico
provenientes de la ceniza del volcan Tungurahua que afectaron los pastos, cultivos de hortalizas y la
produccion de leche del cantéon Quero y Mocha. El objetivo en ambos casos fue determinar las
concentraciones de los metales por espectroscopia de absorcion atomica y comparar con los limites
méaximos permisibles de la normativa INEN y Union Europea. Las investigaciones demostraron la
presencia de los metales en alimentos y pasto en concentraciones que se encuentra dentro de los
limites establecidos por las normativas (Polo, 2009 y Romero, 2017). No se han reportado estudios
similares en la parroquia Bilbao a pesar de ser una zona afectada por la actividad volcanica del
Tungurahua por mas de 15 afios.

Por tal razon, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la concentracion de metales
pesados en el forraje consumido por el ganado vacuno de la parroquia Bilbao y evaluar su
incidencia en la cadena alimentaria. La cuantificacion de MP en suelo, raiz, forraje y leche de la
zona de estudio se realizd por espectroscopia de absorcion atébmica (EAA) de llama ya que es un
método selectivo, rapido y con un grado de sensibilidad y precision aceptable (Martinez, 2020, pp.8-9).
La caracterizacion fisicoquimica de las diferentes matrices se llevd a cabo mediante las
metodologias establecidas por el laboratorio del Grupo Asociado de Investigacion en Biotecnologia
Ambiente y Quimica (GAIBAQ) de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH. Los factores de
bioconcentracion (BCF), translocacién (TF) y biotransferencia (BTF) se calcularon a partir de las
concentraciones de MP obtenidas por EAA y la evaluacion de los riesgos para la salud se realizd
mediante la estimacion del coeficiente de peligro objetivo (THQ), indice de peligro (HI) e ingesta
diaria estimada (EDI).

El trabajo que se muestra a continuacion se ha estructurado en tres capitulos. En el capitulo I

“Marco Teorico” se detallan las bases tedricas que permiten comprender el paso de los metales a

2



través de la cadena tréfica, en el capitulo II “Marco metodologico” se detalla los métodos y técnicas
utilizadas tanto para el levantamiento de la informacion de la parroquia como para los analisis
fisicoquimicos y espectroscopicos de las muestras de suelo, raiz, forraje y leche ejecutadas en el
laboratorio del grupo de investigacion GAIBAQ de la ESPOCH, y en el capitulo III “Resultados y
Discusiones” se detallan los resultados obtenidos asi como las discusiones realizadas con varios

autores y normativas nacionales e internacionales.



OBJETIVO (S):

Objetivo General

Determinar la concentracién de metales pesados en el forraje consumido por el ganado vacuno

de la parroquia Bilbao y evaluar su incidencia en la cadena alimentaria.

Objetivos Especificos

o Realizar la cuantificacién de metales pesados por Espectroscopia de absorcion atdmica en
las muestras vegetales (forraje), suelo y leche cruda de la zona de estudio.

o Evaluar la capacidad adsortiva del suelo frente a metales pesados a través de un analisis
fisicoguimico del suelo, forraje y leche.

o Estimar la capacidad de acumulacion y transferencia de metales pesados en el forraje y la
leche a través de BCF, TFy BTF.

e Evaluar los pardmetros de riesgo para la salud mediante el coeficiente de peligro objetivo,
indice de peligro e ingesta diaria estimada en la poblacidn de la parroquia Bilbao.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Contaminacion del suelo

La contaminacién del suelo es descrita como una degradacion quimica o un proceso, en el cual se
modifica negativamente el equilibrio fisico, quimico y biolégico por accién natural o antropica. La
degradacion del suelo se da por la acumulacion de sustancias a niveles tales que repercuten
desfavorablemente el comportamiento, de tal modo que las sustancias, a esos niveles de
concentracién, suponen un nivel téxico para los organismos del suelo, sus consumidores, 0 es
susceptible de transmitirse a otros sistemas; al tiempo que se produce la pérdida total o parcial de su
productividad (Jiménez, 2017, pp.5-6).

Por otro lado, La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO)
menciona que la contaminacion del suelo ocurre cuando la concentracidn de un quimico o sustancia

es mas alta de la que ocurriria naturalmente sin que necesariamente se cause un dafio (FAO y GTIS,
2015; citado en Rodriguez et al., 2019).

1.2. Fuentes de los contaminantes del suelo

Existen dos fuentes de contaminacion del suelo por metales pesados (MP), la natural o endégena
tales como la alteracion del mineral que originan el suelo o las erupciones volcénicas (Barrio, 2017, p.2),
y la antropogénica o exdgena como la actividad industrial, la mineria y el uso indiscriminado de

diversos fertilizantes quimicos (Londofio et al., 2016: p.146).

1.2.1. Fuentes antropogénicas

Los agroguimicos como los pesticidas son fuente de cadmio, plomo, arsénico, mercurio, cromo, y
niquel (Jiménez, 2017: p.7); mientras que los fertilizantes, plaguicidas y estiércol animal son fuente
de cobre, cadmio, plomo y mercurio; concentraciones elevadas perjudican el metabolismo de las

plantas y la productividad del suelo (Rodriguez et al., 2019: p.15).



1.2.2. Fuentes geogénicas naturales

Los metales pesados, y de manera general los elementos traza, normalmente estan presentes en la
corteza terrestre, los suelos y las plantas en concentraciones relativamente bajas (< 1.000
ppm). Los procesos geogénicos naturales que generan metales pesados (MP) al ambiente son la

meteorizacion de la roca madre, las emisiones volcénicas, y la lixiviacion de minerales (Galan y
Romero, 2009: p.49; Jiménez, 2017, p.44).

1.2.3. Actividad del volcan Tungurahua

Las erupciones del volcan Tungurahua registradas desde 1999 hasta 2016 aparecieron después de
ocho décadas de inactivacion, en este periodo de tiempo se presentd una actividad variable de los
procesos eruptivos, desde emisiones de ceniza hasta explosiones de gases fuertes, focos de lava,
actividad sismica a corto y largo plazo hasta deformaciones en el suelo (Muller et al., 2018: p.66). Las
actividades eruptivas presentaron explosiones bajas, moderadas y fuertes ademas de la caida de
ceniza regional (Samaniego et al., 2011: p.70).

En las erupciones de estos Ultimos 17 afios tuvieron lugar en sucesivas fases eruptivas de tamafio e
intensidad diferente, denominadas Grande (L), Moderado (M) y Pequefio (S), mismas que
provocaron varios impactos en las comunidades andinas cercanas (Le Pennec et al., 2012: p.94).

La fase de tipo L tuvo lugar en julio y agosto de 2006, febrero de 2008, mayo y diciembre 2010,
julio y octubre de 2013 y febrero y abril de 2014 (Neuberg et al., 2017: p.196), estos acontecimientos
duraron varias horas e incluso dias, con emisiones de flujos piroclasticos, columnas eruptivas altas
(5-13 km sobre el crater ubicado a 5 km a nivel del mar) y actividades de formacion, acompafiadas
por caidas de ceniza y escorrentias (Le Pennec et al., 2012: p.94). La actividad fue dominada por
procesos estrombolianos y emplazamientos de flujos de escoria, causando evacuaciones

apresuradas, muertes y dafios severos en la agricultura, infraestructura y ganaderia (Samaniego et al.,
2011: p.70).
Las fases de tipo M se dio a fines de 1999, agosto de 2001, octubre de 2003, junio de 2004, entre

otras y dur6 varios dias a semanas, se caracterizd por una desgasificacion intensa acompafiadas por
explosiones estrombolianas, chorros de lava y emisiones sostenidas de cenizas, las columnas
eruptivas alcanzaban de 2 a 8 km sobre el crater, con una total ausencia de flujo piroclastico.
Algunos eventos de tipo M generaron un impacto severo en las actividades econdmicas, de manera

especial en la agricultura y el turismo (Le Pennec et al., 2012: p.96).



Por otra parte, en las fases de tipo S los impactos eran limitados o nulos en las actividades humanas,
debido a la emision Unica de cenizas donde la altura de la columna era inferior a 2.5-3 km sobre el

respiradero, estas fueron demasiado pequefias para afectar las areas pobladas y cultivadas (Le Pennec
etal., 2012: p.96).

1.2.3.1. Composicion quimica de la ceniza

La ceniza volcanica esta compuesta de pequefios fragmentos de roca, minerales y vidrio volcanico
también Ilamado 6xido de silicio amorfo, es dura, abrasiva, e insoluble en agua. En general, las
particulas de ceniza volcanica tienen un didmetro aproximado de 2 mm o menor. Las particulas
gruesas de ceniza tienen una apariencia semejante a los granos de arena, mientras que las particulas
muy finas son polvo (Casadevall, 1991 citado en; Sénchez et al., 2018: pp.11-12).

La composicion quimica de la ceniza esta directamente relacionada con la quimica del magma que
la origind. La composicion del magma varia del basalto (bajo en silice) hasta la riolita (alto en
silice) (Guevara, 2015). Un estudio de la ceniza volcanica del Tungurahua del periodo eruptivo de
2010 indica que la ceniza presenta una composicion andesitica, lo que quiere decir que esta
compuesta principalmente de ¢xidos de silicio, aluminio, hierro y en menor porcentaje de 6xidos de
metales alcalinos y alcalinotérreos, como el CaO, MgO, Na,O, K:O; contiene, ademas sales
solubles como consecuencia de la condensacion de acidos minerales fuertes durante su formacion
(Acufia, 2017, p.64).

En cuanto a los metales pesados presentes en la ceniza volcanica, un analisis mineralégico y
multielemental de la ceniza del volcan Cotopaxi sefial6 que los valores medios de concentracion de
plomo y arsénico se encuentra en 1 ppm (mg/kg) mientras que el cadmio y se encuentran en una
concentracién menor a 1 ppm (mg/kg), el mercurio por su parte no fue detectable. A mas de ello, el
estudio concluy6 que el azufre y aluminio estan presentes en concentraciones elevadas en un rango
de 7659 — 8496 ppm y 6917 — 7191 (mg/kg) respectivamente (Sanchez, 2017, pp.28-30).

1.3. Metales pesados como contaminantes de suelo

En general el suelo actia como una barrera protectora de otros sistemas mas sensibles (hidrologicos
y bioldgicos), filtra, descompone, neutraliza o almacena contaminantes evitando en gran parte su
biodisponibilidad. Esta capacidad depuradora que caracteriza al suelo depende del contenido en
materia organica (MO), carbonatos y oxihidroxidos de hierro y manganeso, de la proporcion y tipo

de minerales de arcilla, de la capacidad de intercambio cationico, del pH y potencial de oxidacion
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(Eh), permeabilidad y actividad microbiana. Para cada situacion, el poder depurador de un suelo
tiene un limite, cuando se superan esos limites para una o varias sustancias, el suelo se contamina y
es fuente de contaminantes (Galan y Romero, 2009: p.49; Rodriguez et al., 2019).

El término “metal pesado” hace referencia a cualquier elemento quimico metélico que tenga una
densidad relativamente alta, mayor a 4 g/cm?, peso atémico por encima de 20 y que pueda provocar
toxicidad en concentraciones muy bajas, entre ellos estan As, Pb, Cd, Hg, Se, etc. Los macro y
micronutrientes del suelo son necesarios para el crecimiento y desarrollo de plantas, animales y

otros seres vivos, pero si superan ciertos umbrales pueden volverse toxicos (Jiménez, 2017, p.41).

Tabla 1-1: Macro y micronutrientes del suelo, MP que pueden ser esenciales
MP que son micronutrientes esenciales As, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, V, Zn
(mg o ug/dia)

Otros micronutrientes esenciales F, I, Si, Ni, Sn
Macronutrientes (100mg o mas / dia) Ca, Cl, Mg, P, K, Na, S
MP no esenciales Be, Cd, Hg, Pb, Sb, Ti

Fuente: Galan y Romero, 2009: p.49.

1.3.1. Plomo

En la corteza terrestre se encuentra como metal y como sal. Presenta bajos coeficientes de
transferencia desde el suelo hacia los alimentos, sin embargo, las plantas son la mayor fuente de su
consumo, especialmente las raices (Goetschel, 2018, p.18). EI Pb (1) es la forma mas comin y reactiva,
formando Oxido e hidréxidos mononucleares y polinucleares. (Jiménez, 2017, p.51) El suelo puede
inmovilizar este elemento gracias a la materia organica y la arcilla, pero si el pH se encuentra acido

el plomo es movil y serd tomado por las plantas (Barrio, 2017, p.10).

1.3.2. Cadmio

Forma parte de la composicion natural de algunas rocas y suelos; cerca de 25000 toneladas han sido
liberadas al medio ambiente (Reyes, et al., 2016: p.68). NO se encuentra como metal puro sino asociado
a plomo o zinc y las erupciones volcénicas constituyen una fuente natural de contaminacion por este

metal (Goetschel, 2018, p.27). A bajo pH aumenta la asimilacion de Cd por las plantas (Barrio, 2017, p.10).



1.3.3. Mercurio

En el medio ambiente esta en forma metélica (Hg 0), o liquido a T° ambiente. Se puede hallar como
formas inorgénicas: HgCl,, HgBr;, HJO o como formas orgénicas: metilmercurio [CH3Hg] ;
fuentes naturales de este elemento son la actividad volcéanica e incendios forestales. En alimentos
vegetales el mercurio se encuentra en cantidades indetectables por la baja absorcién, en cambio que

en la red tréfica acudtica es mas susceptible a acumularse (Goetschel, 2018, pp.22-24).

1.3.4. Arsénico

El arsénico es clasificado como metaloide, en la naturaleza se encuentra en dos formas como
Arsenito Il (méas abundante) o como Arsenato V; las erupciones volcénicas y la meteorizacion de
arsenopirita constituyen una fuente natural de contaminacion por este metal, (Goetschel, 2018, p.36). La
concentracion de As en el suelo depende del pH y actividad bioldgica, su disponibilidad para las

plantas esta restringida por la presencia de hierro, arcilla y materia organica (Barrio, 2017, p.11).

1.3.5. Selenio

El selenio se encuentra ampliamente distribuido en forma orgénica e inorganica en la mayoria de las
rocas y suelos; gran parte de las especies organicas contienen selenio en estado (-2), y las especies
inorgéanicas como los selenatos y selenitos presentan estados de oxidacion mas altos. Los selenitos
inorgéanicos y los selenatos se caracterizan por presentar mayor solubilidad en agua, por lo que
presentan una mayor biodisponibilidad. EI pH, el potencial redox y la presencia de 6xidos metalicos

afectan a la biodisponibilidad del selenio (Molina, 2019, p.3).

1.4.  Disponibilidad de metales pesados en el suelo

Los metales pesados (MP) pueden encontrarse en el suelo en diversas formas: como componentes
organicos (intercambiables), en solucién del suelo (disueltos), precipitados con otros componentes
(insolubles) y como componentes estructurales de celosias; de estas solo las dos primeras son
absorbidas por las plantas (Zeng et al., 2011: p.85).

En general los MP siguen cierta dinamica en el suelo que implica cuatro vias diferentes: la primera,

quedar retenidos en el suelo ya sea por precipitacion, adsorcion, complejacion o de forma disuelta y
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fija (Navarro et al., 2007: p.3). La segunda, ser adsorbidos encima de componentes inorgénicos; la
tercera, incorporarse al suelo a través de la materia organica y la cuarta, como solidos mixtos o
puros de forma precipitada (Prieto et al., 2009: p.5). EI desplazamiento de los MP suele ser muy bajo
guedandose retenidos en los primeros horizontes del suelo y decreciendo su concentracion en los
horizontes inferiores (Galan y Romero, 2008: p.49). La distribucién puede ser inicialmente rapida y
después lenta, esto dependera del tipo de metal, tiempo, el nivel de profundidad alcanzada en el
suelo, asi como por las propiedades del suelo.

Asi también, los MP pueden ser movilizados hacia aguas subterrdneas o superficiales; ser
volatilizados hacia la atmésfera o absorbidos por parte de plantas para su posterior integracion a la

cadena tréfica (Navarro et al., 2007: p.4).

1.4.1. Factores que influyen en la disponibilidad de metales pesados

La movilidad y disponibilidad de los MP en los siguientes niveles de la cadena tréfica dependen de
las propiedades de adsorcion y desorcién que presenten los suelos; y de factores que influyan en
dicha adsorcién y desorcion tales como: complejo arcilloso-himico, textura, materia organica,
capacidad de intercambio cationico, potencial de hidrégeno (pH), conductividad eléctrica (CE),
entre otras (Garcia et al., 2002: p.3).

1.4.1.1. Proceso de Adsorcion

La adsorcién se considera como la retencién de moléculas, &tomos o iones en la superficie de los
receptores de un so6lido durante un tiempo. Los mecanismos que producen esta asociacién son las
fuerzas de Van der Waals (adsorcién fisica) y las fuerzas de enlace puente de hidrégeno o iénico
(adsorcién quimica) (Barrio, 2017, p.5).

La Unica forma en que los metales pueden ser captados por la biota del suelo y los vegetales es
cuando estos se encuentran en forma iénica. La mayoria de los metales se hallan en formas
catiénicas simples, pero casos como el arsénico y cromo forman oxianiones mas complejos. En el
suelo los metales son adsorbidos sobre la superficie de humus, minerales de arcilla, oxihidroxidos
de hierro y manganeso y ciertas sales escasamente solubles como por ejemplo el carbonato de

calcio (Rodriguez et al., 2019: p.40).
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1.4.1.2. Complejo arcilloso-himico

El complejo arcilloso-himico es una mezcla de arcilla y humus, un tipo de -pasta pegajosa- cuya
funcién se asemeja a un iman, que cargado negativamente atrae y retiene elementos cargados
positivamente (cationes). Entre los cationes fijados, el hidrégeno es el mas enérgicamente retenido;
después le siguen: el calcio, el magnesio, el amonio, el potasio y, finalmente, el sodio, mal retenido.
Ningun anion se fija, excepto el anion de fosfato, que aprovecha un puente formado por los cationes
de calcio (Espinoza, et al., 2018: p.3).

Debido a que las arcillas presentan elevada carga negativa, aquellos suelos que tengan grandes
cantidades de arcillas, tendran una capacidad de intercambio catiénico (CIC) mayor, pero a medida
que tiene méas materia organica (MO) ve incrementado su valor por decenas de veces (Espinoza, et al.,
2018: p.3).

El complejo arcilloso-himico es la gran reserva de elementos nutritivos para la planta. Este
complejo debe ser capaz de fijar el méximo de cationes cambiables ya que actla como despensa de

nutrientes (Milian, 2015, p.10).

1.4.1.3. Textura del suelo

La textura del suelo indica la proporcion de los componentes inorganicos del suelo, arena, limo y
arcilla. Esta propiedad influye en la fertilidad, capacidad de retencién de agua, aireacion y
contenido de materia organica (FAO, 2016; citado en Novillo et al., 2018: p.178).

Las proporciones combinadas de arena limo y arcilla en un suelo determinan su clasificacion
textural. Las particulas de arena presentan un tamafio entre 0,05 y 2 mm, son generalmente granos
de silice o vestigios rocosos variados, sin ninguna cohesion entre ellos, la arena favorece la
permeabilidad del agua y aire. Las particulas de limo son mas pequefias comprenden un tamafio
entre 0,05 y 0,002 mm y engloba los elementos de cualquier naturaleza quimica. Las arcillas por su

parte son la fraccion mas fina del suelo y comprende particulas con un tamafio menor a 0,002 mm
(Camacho, et al., 2017: p.5).
La estructura del suelo es diferente de la textura, puesto que se refiere a como las particulas de

arena, limo y arcilla se pegan entre si gracias a la materia organica para forman los terrones o
agregados del suelo. La permeabilidad de un suelo al aire y agua esta ligada al volumen ocupado

por los poros que se forman entre los terrones (Innovatione AgroFood Design, 2019).
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1.4.1.4. Materia Orgénica

La materia organica (MO) estd compuesta por residuos vegetales y animales en diferentes grados de
descomposicion, su aspecto varia, desde materiales poco degradados que se distinguen a simple
vista hasta el material poco oscuro, similar a una tierra negra, granulosa, porosa que se conoce
como Humus. Al igual que las arcillas la MO esta compuesta por particulas cargadas eléctricamente
gue incrementan la capacidad del suelo para almacenar nutrientes y tenerlos disponibles para las
plantas. Ademas, esta propiedad hace que el suelo sea mas poroso conservando su estado de

aireacion, humedad y temperatura (Konijnenburg, 2006, p.7).

1.4.1.5. Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

El intercambio idnico es el mecanismo que tiene el suelo para retener y liberar iones cargados
positivamente por otros que estan en solucién (Barrio, 2017, p.5). Esta capacidad de intercambio que
ocurre en las superficies cargadas se da gracias al contenido de materia organica y los minerales de
arcilla. Los iones o moléculas cargadas negativamente (aniones) por su parte estan generalmente
unidos mas débilmente al suelo y reaccionan con la materia organica mediante puentes de
hidrogeno y el intercambio de ligandos (Gevao et al., 2000, citado en Rodriguez et al., 2019: p.40). En funcion
del pH de la solucién del suelo, los estados de oxidacion de algunos iones o moléculas pueden pasar
de estados catidnicos a neutrales o anionicos; por lo tanto, su absorcion estd en funcion del pH del
suelo (Rodriguez et al., 2019: p.40).

Asi también, los cambios en la presencia o ausencia de oxigeno debido a las condiciones
cambiantes de la humedad del suelo originan cambios en los estados de oxidacion de algunos iones

y moléculas pudiendo ser un factor importante en la movilidad estos contaminantes (Rodriguez et al.,
201: p.41).
En general, un aumento en la CIC provoca que los metales se encuentran mayor tiempo disponibles

para las plantas dado que incrementa la capacidad del suelo de fijarlos (Roca, 2016).
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Figura 1-1. Capacidad de intercambio cationico

Fuente: Bonsai Menorca, 2012.

1.4.1.6. Potencial de hidrégeno

El potencial de hidrégeno (pH) del suelo controla las reacciones quimicas que determinan si los
nutrientes van a estar o no disponibles (solubles o insolubles) para ser absorbidos por las plantas.
Muchos procesos de adsorcién de MP al complejo arcilloso-hiimico son dependientes del pH. La
alcalinidad del suelo permite que la adsorcion sea mas alta, mientras que las condiciones &cidas, asi
como las condiciones anaerdbicas por la saturacion de agua favorecen la desorcion y liberacion de

los metales de nuevo a la solucion (Rodriguez et al., 2019: p.41).

1.4.1.7. Conductividad eléctrica

La salinidad del suelo (conjunto de todas las sales solubles) se determina mediante la conductividad
eléctrica (CE), este parametro permite medir el riesgo potencial de dafio a una planta debido a las
sales presentes en el suelo, un aumento en la CE traera como consecuencia una disminucién de
rendimiento ya que se vera afectado el crecimiento de las plantas (Espinoza, et al., 2018: p.3).

Los principales iones que comprenden las sales solubles que dan lugar a la salinidad del suelo son
los cationes: calcio (Ca?"), sodio (Na*), magnesio (Mg#"), potasio (K*) y los aniones: cloruro (CI),
sulfato (SO4%), nitrato (NO3”, bicarbonato (HCO3Y) (Gallart, 2017, p.25).

1.4.1.8. Densidad

El suelo como todo cuerpo poroso presenta dos densidades, la aparente y la real. La Densidad

aparente (Da) se define como la masa seca del suelo por unidad de volumen de suelo inalterado, que
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incluyendo los espacios porosos. Este pardmetro es un buen indicador de la compactacion,
porosidad, grado de aireacion y capacidad de infiltracion, lo que condiciona la circulacion de agua y
aire en el suelo, los procesos de establecimiento de las plantas (emergencia, enraizamiento) y el
manejo del suelo. Los valores dependen de factores como la textura, estructura, contenido de
materia organica (MO), y se ve alterado debido a variaciones en la cantidad y calidad del espacio
poroso (Rubio, 2019, pp.22-23).

Por otro lado, la densidad real (Dr) es la relacion entre la unidad de peso y la unidad de volumen de
la fase solida del suelo. En la mayoria de los suelos, el valor promedio de la Dr es 2,65 g/cm?®
variando en funcién de la composicién quimica y mineraldgica del suelo. De tal manera que, cuanta

méas materia orgéanica presenta un suelo, menor es la densidad de la fase sélida (Andrades et al., 2015:
p.35).

1.5. El suelo como fuente de nutrientes minerales

El suelo es considerado como la fuente mas importante de nutrientes, motivo por el cual las plantas
requieren de diferentes elementos esenciales para un correcto desarrollo, estos elementos se dividen
en macro y micronutrientes; el C, H y O se obtienen del agua ubicada en el suelo, siendo absorbida
por la raiz de las plantas y del diéxido de carbono presente en la atmosfera (Bonadeo et al., 2017: p.225).
Los nutrientes que deben estar en mayores cantidades para ser aprovechados por los cultivos son los
macro nutrientes necesarios para el correcto desarrollo y la subsistencia de la planta, este grupo esta
conformado por los siguientes elementos: Nitrogeno (N), Fésforo (P), Potasio (K) a diferencia de
los macro, los micronutrientes deben estar en menores cantidades, en este grupo estan los elementos
siguientes: Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo), Cloro
(CI), Azufre (S), el déficit de alguno de estos elementos ocasiona desordenes fisioldgicos en la
planta (FAO, 2013, p.11).

ElI NPK, conocido como el trio de elementos principales los cuales son nitrégeno, fosforo y potasio,
tienen la ventaja de ser transferidos de las hojas viejas a las hojas jévenes, por tal motivo la misma
molécula es utilizada varias veces por la planta. Los procesos implicados en la liberacion y fijacion
de elementos nutritivos en el suelo incluyen disolucion-precipitacion y adsorcién-desorcion (Casal,
2007, p.64; Singh y Schulze, 2015).

Una deficiencia de los nutrientes tiene consecuencias negativas sobre la fisiologia de las plantas,
pero esto va a depender del tipo de elemento y de la concentracion. Por ejemplo, una deficiencia de

nitrégeno genera un fenémeno denominada clorosis, lo cual provoca el amarillamiento de las hojas
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viejas, la deficiencia de fosforo genera un oscurecimiento en las hojas viejas y un déficit de potasio

provoca la aparicion de manchas necrdticas (Casal, 2007, p.65).

1.5.1. Absorcién de iones

Los nutrientes son absorbidos por las plantas una vez que se encuentren disueltos en agua y se haya
producido la disociacion de iones, caracterizados por tener carga positiva (cationes) o negativa
(aniones); siendo esta la forma absorbible de los nutrientes, por tal motivo, el suelo debe ser capaz
de retener los iones para que estos puedan ser aprovechados por las plantas (Casal, 2007, p.66).

La matriz del suelo se encuentra formado por compuestos inorganicos tales como arena, limo y
arcilla; ademas, contiene compuestos organicos que proceden de la descomposicion de restos de
organismos Vvivos. En los compuestos inorganicos como orgéanicos predomina la carga negativa, por
tal motivo, cationes como el potasio (K™*), calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*) y hierro (Fe?*, Fe3™%)
son atraidos y retenidos por la matriz del suelo con cargas negativas, para de esta manera liberar a la
solucion acuosa otro cation, el cual va a ser absorbido por la raiz de las plantas, este proceso es
llamado capacidad de intercambio catidnico (Singh y Schulze, 2015).

Los aniones como el nitrégeno, fosforo y azufre son retenidos por porciones de la matriz con carga
positiva la cual es muy reducida, por lo que una gran cantidad de aniones quedan disueltos en la
solucion acuosa y son absorbidos por la raiz de las plantas. La forma absorbible del nitrégeno es el
nitrato (NO3) y amonio (NH}), la forma asimilable del fésforo es el ion fosfato (P0O3™) y del
azufre el ion sulfato (SO2™) (Casal, 2007, p.66).

El protéon hidrégeno (H*) también se encuentra disponible en la solucién del suelo y de la
concentracion de este va a depender el grado de acidez, este pardmetro es importante para la
disponibilidad de los iones necesarios para la planta, siendo el rango de moderadamente &cido (5-7)
el adecuado para la correcta absorcion. Un pH inferior a 5 disminuye la correcta absorcién aniones,

mientras que un pH alcalino afecta la absorcion de aniones (Bonadeo et al., 2017: p.188).

1.6.  Impactos de la contaminacion del suelo en la cadena alimentaria

La contaminacion del suelo tiene un impacto negativo en la seguridad alimentaria puesto que la
acumulacion de contaminantes afecta la produccion y calidad agricola volviéndolos inseguros para
el consumo humano. El 95 % de la produccion de alimentos depende del suelo, por eso solo si los

suelos son saludables se pueden producir alimentos seguros y de calidad (FAO y GTIS, 2015).
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1.6.1. Contaminacién del suelo, absorcion por las plantas y contaminacion de la cadena

alimentaria

El contenido de nutrientes o contaminantes en los tejidos de una planta estd directamente
relacionado con el contenido de estos en el suelo, asi como con la capacidad de intercambio de
iones y agua entre el suelo y las raices de la planta. En el caso de los metales la absorcion a través
de las raices es una de las principales rutas de entrada a la cadena alimentaria. Por otro lado, la
contaminacion altera ademas la biodiversidad, reduce la materia organica y la capacidad del suelo

para actuar como filtro, lo que genera un desequilibrio de los nutrientes del suelo (FAO, 2015; Zhang et
al, 2015).
De acuerdo al riesgo que presentan los metales al ingresar en la cadena alimentaria se los ha

clasificado en 4 grupos (Chaney, 1980; citado en Rodriguez, et al, 2019: p.49).

Tabla 2-1: Metales clasificados en grupos segun su potencial de riesgo para la cadena

alimentaria a través de la absorcién por las plantas

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Plata (Ag) Mercurio (Hg) Boro (B) Arsénico (As)
Cromo (Cr) Plomo (Pb) Cobre (Cu) Cadmio (Cd)
Estafio (Sn) Manganeso (Mn) Cobalto (Co)
Titanio (Ti) Molibdeno (Mo) Molibdeno (Mo)
Itrio (YY) Niquel (Ni) Selenio (Se)
Zirconio (Zr) Zinc (Zn) Talio (TI)

Fuente: Rodriguez et al., 2019.

En el Grupo 1 constan los elementos que presentan menor riesgo de contaminacion, se caracterizan
por tener una solubilidad baja, por tal motivo la absorcion por las plantas es insignificante. ElI Grupo
2 esta estan presentes los metales con una fuerte adsorcidn a la superficie del suelo, por lo que no se
movilizan con facilidad a las partes comestibles de la planta, siendo el riesgo de contaminacion
bajo. Sin embargo, generan un riesgo para la salud tanto de animales como humanos si se da la
ingestion de suelo contaminado (Rodriguez, et al, 2019: p.49).

En el Grupo 3 se encuentran los elementos absorbidos con facilidad por las plantas, las
concentraciones de estos elementos que generan fitotoxicidad no causan un riesgo para la salud de
las personas. EI Grupo 4 se caracteriza por contener elementos que generan un alto riesgo de

contaminacién y por ende pueden generar problemas en la salud de personas y animales. Las
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concentraciones con las que causan riesgos en la salud de humanos y animales no generan

problemas de fitotoxicidad en la planta. (Rodriguez, et al, 2019: p.49).

1.6.2. Factores BCF, TFyBTF

Existen factores que permiten evaluar la capacidad que tienen las plantas para acumular y transferir

metales del suelo a la parte aérea y de la planta a la leche.

1.6.2.1. Factor de bioconcentracién (BCF)

El BCF permite conocer la relacion existente entre la concentracion de un metal presente en la raiz
de la planta y la concentracion en el suelo. Un valor de BCF superior a uno indica que una planta es

un hiperacumulador, mientras que un valor inferior a uno es indicativo de que es excluyente (Usman
etal., 2019: p.3).
e Para la determinacién del factor de bioacumulacién en la raiz de la planta se emplea la

siguiente formula (Castro et al., 2018):

[Concentracion del metal]Raiz
BCF =

[Concentracion del metal]lSuelo

e Para la determinacion del factor de bioacumulacion en la parte aérea de la planta se emplea

la siguiente formula (Vyslouzilova, 2003):

[Concentracion del metal]Parte aérea
BAF =

[Concentracion del metal]Suelo

1.6.2.2. Factor de translocacion (TF)

El valor de TF determina la eficiencia de la planta en transportar el metal desde la raiz hasta la parte
aérea. Una planta se considera eficiente en este proceso cuando TF es mayor que uno; esto se debe a
un eficiente sistema de transporte de metales. Sin embargo, los valores de TF inferiores a uno
indican una transferencia de metal ineficaz, lo que sugiere que este tipo de plantas acumulan
metales en las raices y rizomas mas que en los brotes o las hojas. Para la determinacion del factor de
translocacion se emplea la siguiente formula (Usman et al., 2019: pp.1-2):
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[Concentracion del metal]Parte comestible

TF =
[Concentracion del metal]Raiz

1.6.2.3. Factor de biotransferencia (BTF)

El nivel de transferencia de los MP a la leche se lo calcula a través del factor de biotranferencia
(BTF). Los metales se excretan en la leche mediante un proceso de primer orden. Para la

determinacion del BTF se emplea la siguiente formula (Castro et al., 2018):

[Concentracién del metal leche](mg kg™')
BTF = — -
Consumo promedio diario del metal (mgdia—1)

1.6.3. Riesgos para la salud humana asociados a la contaminacion de alimentos con metales
pesados

La contaminacion ambiental genera un riesgo en la seguridad alimentaria de la poblacién, por lo
que existen diversos factores que nos permiten evaluar los efectos toxicos de los MP, tales como el
tipo de metal, concentracién, caracteristicas quimicas del metal y en algunos casos la edad de la
poblacién expuesta. Por tal motivo, diversos estudios que evalGan la contaminacién de MP en
alimentos mencionan que el cadmio, el mercurio, el plomo y el arsénico, deben ser minuciosamente

monitoreados (Reyes et al., 2016: p.68).

1.6.3.1. Cadmio

El cadmio tiende a acumularse en el higado y en el rifién, produciendo dafios severos ain en
concentraciones reducidas. Ademas, puede permanecer en estos 6rganos durante mucho tiempo.

Asi, el tiempo de vida media del cadmio en el rifién puede alcanzar los 30 afios (Reyes, et al., 2016:
p.68; Goetschel, 2018, p.13).

1.6.3.2. Plomo

Tiende a distribuirse en diferentes 6rganos, tejidos, huesos y dientes, donde se va acumulando con
el paso del tiempo, desplaza al calcio, causa anemia asociada a neurotoxicidad y deterioro cognitivo

permanente. La intoxicacion por plomo varia de acuerdo a la edad de la persona y el nivel de
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exposicion. ElI consumo a largo plazo de Pb causa falla renal, hipertension, carcinogénesis,

teratogénesis, pérdida de peso, osteomalacia, 0steoporosis (Reyes et al., 2016: p.69; Goetschel, 2018, p.19).

1.6.3.3. Mercurio

El metilmercurio es una de las formas con elevada toxicidad y es muy facilmente incorporado en la
cadena alimenticia y bio-acumulado en seres vivos. Afecta principalmente al sistema nervioso y
puede producir graves dafios en el cerebro en estado fetal. Es activamente perjudicial para el

sistema cardiovascular y puede ser cancerigeno (Reyes et al., 2016: p.69).

1.6.3.4. Arsénico

Elevadas concentraciones de As inorganico presentan diferentes afectaciones en la salud humana
tales como: enfermedades cardiovasculares, gastrointestinales y efectos cancerigenos. El arsénico
estd clasificado en el grupo | de sustancias cancerigenas por la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC) (Reyes et al., 2016: p.69).

1.6.3.5. Selenio

A bajas dosis el selenio es necesario para el funcionamiento de la tiroides ademas que actia como
antioxidante, sin embargo, la exposicidon a altos niveles puede producir efectos adversos. La
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) indica que el selenio y sus
compuestos no son considerados carcinogénicos en seres humanos. Sin embargo, la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) ha determinado que una forma especifica de

selenio, el sulfuro de selenio es probablemente carcinogénica en seres humanos (Agencia para

Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, 2016).

1.7.  Parametros de evaluacion de riesgos para la salud

1.7.1. Cociente de peligro objetivo

El cociente de peligro objetivo o THQ se define como la relacion de exposicion al elemento toxico

y la dosis de referencia que es el nivel mas alto en el que no se esperan efectos adversos para la
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salud, permite determinar el riesgo no cancerigeno asociado con cada metal pesado y muestra. El

THQ <1 significa que se supone que la poblacion expuesta es segura. La ecuacion para TQH es
(Antoine et al., 2017):

_ Epg XEq X Fig X C
" RfD x BW, x AT,

THQ x 1073

Donde Erx es la frecuencia de exposicion al oligoelemento, E; es la duracién de la exposicion , Fjp
es la tasa de ingesta de alimentos en gramos por dia para el alimento respectivo, C es la
concentracion en peso himedo del elemento traza en el alimento dado, RfD es la dosis de
referencia oral del oligoelemento en ug / g / dia, BWa es el peso corporal de referencia y AT, es el

tiempo de exposicion promedio y 1073 es el factor de conversion de unidades (Antoine et al., 2017).
1.7.2. Indice de peligro

El indice de peligro o HI es la suma de los cocientes de riesgo objetivo individuales de los
elementos evaluados para cada tipo de alimento. EI HI supone que el consumo de un tipo de
alimento en particular daria como resultado una exposicion simultdnea a varios elementos
potencialmente téxicos. Incluso si los THQ individuales para los elementos del alimento son
inferiores a la unidad individualmente, el efecto acumulativo del consumo puede tener efectos
adversos para la salud. Si el HI es> 1, existe la posibilidad de efectos adversos no cancerigenos para

la salud. La ecuacion para HI es (Antoine et al., 2017):

i
HI = z THQ,
N=1

1.7.3. Ingesta diaria estimada

La ingesta diaria estimada o EDI de los elementos de interés se determina en funcion de su
concentracion promedio en cada tipo de muestra de alimento y la ingesta diaria (Fjyen gramos de
los respectivos alimentos. Ademas, el peso corporal del ser humano puede influir en la tolerancia a

los contaminantes. EI EDI de los metales se calcula mediante la siguiente ecuacion (Antoine et al.,
2017):
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_ (C X Fr)

EDI
BW,

1.8. Leche

La leche es una suspensién coloidal, blanquecina y de composicion compleja, secretada por las
glandulas mamarias a través del ordefio higiénico de vacas que se encuentran en un buen estado de
salud. La leche debe estar libre de cualquier tipo de contaminacion, debido a que es destinada para

el consumo en su forma natural o procesada (Gigli, 2014, p.49; NTE INEN 9: 2008).
1.8.1. Composicion

Los componentes de la leche se encuentran en un estado de equilibrio, dando como resultado la
formacion de un sistema fisicoquimico estable; los principales componentes de la leche son agua,
proteinas, grasas, azUcares, vitaminas y minerales, ademas en su composicion se encuentran otras
sustancias en menor concentracion (Badui, 2012, p.604).

A excepcion del agua estos elementos son conocidos como sélidos totales, representando del 12-14
% de la composicion de la leche, el resto es agua; la concentracion de estos compuestos varia de
acuerdo a varios factores tales como: ambientales (tipo de alimentacion, forma de ordefio, etc.),
genéticos (raza y edad), estado de salud de la vaca y de la etapa de lactancia. (Tamime, 2009, p.24).

La leche al ser una suspension coloidal estd conformada por dos fases: la dispersa y dispersante. El
agua conforma la fase dispersante, ya que en ella se encuentran disueltas las sales minerales, los
azucares como la lactosa y algunas proteinas, la fase dispersa esta constituida por los glébulos de
grasa emulsionados y por las proteinas caseinas (Gigli, 2014, p.49).

A continuacién, se muestra los componentes en porcentaje (tabla 3-1).
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Tabla 3-1: Composicion de la leche del

ganado vacuno.

Componente Porcentaje (%0)
Proteinas 3,25
Caseinas 2,78
Seroproteinas 0,47
a-lactoalbimina 0,063
B-lactoglobulina 0,251
Seroalbumina 0,051
Lactoferrinas 0,040
Otras 0,027
Grasa 3,76
Carbohidratos 4,84
Lactosa 4,70
Sales 0,80

Fuente: Badui, 2012.

1.8.1.1. Lactosa

La lactosa es un disacéarido formado por la condensacion de una molécula de glucosa y una de
galactosa, es considerada el aztcar méas abundante en la leche, pero también es uno de los menos
estables frente a la accion microbiana; debido a que la lactosa es convertida en acido lactico u otros

acidos alifaticos lo cual en algunos casos suele ser beneficioso, pero en otros perjudicial (Alais, 1985,
p.33 y Badui, 2012, p.616).
La leche de vaca tiene un contenido aproximado de lactosa del 4,7%, generalmente se menciona

que el contenido de este azlcar es inversamente proporcional al contenido de sales presentes en la

leche (Alais, 1985, p.33 y Badui, 2012, p.616).

1.8.1.2. Grasa

La grasa de la leche también es conocida como grasa butirosa debido a que contiene una gran
cantidad de &cido butirico el cual solo se encuentra presente en la leche. La grasa est4 constituida
aproximadamente por mas de 400 &cidos grasos diferentes, del total de contenido de grasa el 96% lo

constituyen solo 14 &cidos grasos, encontrandose en mayor porcentaje el &cido miristico, palmitico
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y oleico. La gran variedad de acidos grasos se debe a varios factores como la dieta del ganado
vacuno, la actividad del microbiota intestinal del rumen y de la actividad celular (Badui, 2012, pp.613-
615).

Los &cidos grasos se encuentran como estructuras quimicas complejas a las que se les denomina
lipidos, los triacilgliceroles son considerados el principal lipido lacteo correspondiente al 98%, los
fosfolipidos conforman el 1 % y el 1% restante esta conformado por mono y diglicéridos, esteroles,
vitaminas liposolubles y otros lipidos (Christie, 1995 citado en Tamime, 2009, p.29).

La leche tiene un contenido de grasa entre 3,3% Yy 3,7%; el estado fisico de la grasa de la leche esta
dado por la relacién que existe entre los diferentes tipos de acidos tales como saturados, insaturados
y de cadena corta, también estan relacionados con la susceptibilidad a reacciones quimicas las
cuales influyen sobre el sabor de la leche y sus productos lacteos. Un pequefio porcentaje de acidos
grasos se encuentran libres, pero al incrementarse la liberacion de acidos de cadena corta se produce
una rancidez hidrolitica, la cual es producida por enzimas lipasas que pueden ser originadas por

microorganismo contaminantes (Badui, 2012, pp.613-615).

1.8.1.3. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas por unidades mas pequefias llamadas aminoacidos,
fundamentalmente estdn compuestos por carbono, hidrégeno y oxigeno, junto con otros elementos
como el azufre (S), el fésforo (P) y el hierro (Fe). Es posible diferenciar dos grupos proteicos en
base al estado de dispersion en la leche, teniendo asi las caseinas y las proteinas séricas o solubles
(L6pez y Barriga, 2016, p.6).

Las caseinas conforman el 80% del total de las proteinas, su estructura estd conformada por
carbohidratos y fosfatos, por tal motivo son denominadas como fosfoglucoproteinas. Dentro de las
caseinas, existen cuatro tipos, alfa (o), beta (), kappa (k) y gamma (g) en proporciones variables,
las moléculas de caseina se agrupan entre si formando esferas dispersas que son llamadas micelas,
pero una pequefia cantidad se encuentra en solucion. Estas proteinas precipitan a un pH de 4,6 a una
temperatura de 20 °C (Badui, 2012, pp.611).

Las proteinas del suero o proteinas solubles se encuentran en menor proporcion que las caseinas,
representando el 20% de las proteinas totales. Las proteinas solubles estan formadas principalmente
por a-lactoalbuminas, B-lactoglobulinas, seroalbliminas (SA), inmunoglobulinas, proteasas
peptonas. Estas proteinas contienen la mayoria de los aminoécidos por tal motivo su valor nutritivo

€s superior (Tamime, 2009, p.32).
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La b-lactoglobulina se encuentra en mayor porcentaje en la leche del ganado vacuno, suma
aproximadamente 45% del total de las proteinas del suero, ademas ejerce una influencia decisiva en
la estabilidad térmica de los productos lacteos (Tamime, 2009, p.32).

La albdmina sérica (SA) es la proteina mas abundante en el sistema circulatorio de la vaca, y
consiste en aproximadamente el 50% de la proteina en el suero sanguineo bovino, pero esta presente
s6lo en pequefias cantidades en la leche. La SA sirve de transporte de &cidos grasos; contiene un

alto numero de cistinas, diecisiete enlaces disulfuro y un grupo sulfidrilo libre (Tamime, 2009, p.32;
Badui, 2012, p.615).

1.8.1.4. Sales

Las principales sales que conforman la leche son los fosfatos, citratos, cloruros y bicarbonatos de
Na, K, Ca y Mg, las cuales se encuentran en solucion o formando parte de las micelas. Las sales
cumplen un rol primordial en la estabilidad térmica de los productos lacteos, por tal motivo si se
agrega calcio y/o magnesio, el sistema proteico se desestabiliza; por el contrario, si se agrega
citratos y fosfatos el sistema proteico se estabiliza (Badui, 2012, p.617).

Los niveles de sales en la leche también son utilizados para evaluar si el ganado vacuno presenta

enfermedades, debido a que cuando padecen mastitis se produce una mayor produccion de cloruros
(Badui, 2012, p.617).

1.8.2. Mecanismos de fijacion de MP

Una vez absorbidos y en el torrente sanguineo, los metales pesados se unen a proteinas plasmaticas,
generalmente a la albumina, dando lugar a un toxico ligado. La union de las proteinas al toxico
puede darse por enlaces ionicos a los grupos amino, mediante adsorcion por fuerzas de Van der
Waals (unidn labil) o por union a grupos sulfhidrilo (-SH), etc. Siendo este ultimo enlace el mas
importante con respecto a los MP, los cuales se unen a proteinas con grupos SH formando
complejos muy estables, hasta el punto de que in vitro llegan a precipitar las proteinas; en muy
pocas ocasiones los MP se unen a través de enlaces fuertes como los covalentes (Repetto, 2009, p.70).
La magnitud del efecto toxico s6lo depende del téxico libre, por lo tanto, la fraccion ligada
constituye un medio de almacenamiento, la cual transferird mas toxico libre para ser distribuido en
los tejidos del organismo. Sélo la fraccion libre es la toxicolégicamente activa por ser capaz de
atravesar las membranas biolégicas y llegar al lugar selectivo donde ejercera su efecto (Repetto, 2009,
p.70).
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1.8.3. Excreciéon de MP

Por la via lactea se eliminan gran cantidad de sustancias. La leche es rica en grasas, de ahi que se
eliminen compuestos cuyo coeficiente de lipo/hidrosolubilidad sea alto como es el caso de los
pesticidas organoclorados y MP de tipo apolar; contiene calcio que favorece la eliminacion de
metales ligados a él, y su pH es ligeramente acido lo cual favorece la eliminacion de sustancias

basicas (Repetto, 2009, pp.70-71).

1.9. Limites maximos permisibles de metales pesados en alimentos

e La comision FAO/WHO del Codex Alimentarius 193:1995 y la NTE INEN 9:2012 han
establecido como limite maximo de Pb en leche 0,02 mg/kg.

e La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) (2001) establecié como
limite maximo de ingesta oral de mercurio 0.0001 mg/kg.

e Para el arsénico, la Comision Mixta FAO/WHO del Codex Alimentarius ha fijado la maxima
ingesta tolerable de 2 pg/kg de peso corporal. Para la leche la FAO/OMS han determinado
como tolerable una ingestion diaria para el ser humano de 0,05 mg/kg de peso. US EPA (1995)
establece como dosis de referencia para exposicion oral en alimentos de 0,004mg/kg.

e La US EPA (1989) establecié como limite m&ximo de ingesta oral de cadmio en alimentos es
de 0,001 mg/kg-
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2.1.

CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

Materiales, equipos y reactivos

2.1.1. Materiales

Equipo de bioseguridad (mandil, guantes, mascarilla).
Vidrio reloj

Espatula

Varilla de agitacion

Probetas de 50 mL, 100 mL y 1000mL

Vasos de precipitacion

Matraz de 250 mLy 125 mL

Embudos de vidrio

Balones de aforo de 1000 mL, 100 mL y 50 mL
Pipetas volumétricade 1 mL, 5 mLy 10 mL
Micropipeta

Tubos con tapa de 10 mL

Tubos falcon de 50 mL

Gradillas

Pisetas

Papel filtro

Crisoles

2.1.2. Equipos

Balanza analitica

Espectrofotometro visible HACH DR 2800
pHmetro: pHmeter GLP 22 Erison

Estufa de secado Heraeus D-63450
Centrifuga de tubos falcon

Mufla
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Agitador

Fotometro de llama
Espectrofotometro UV-VIS
Reverberos

Lactoscan

Espectrofotometro de absorcién atdmica

2.1.3. Reactivos

Agua destilada

Acido sulfarico concentrado (H,S0,)
H,S0, de 1000 ppm

Nitrato de plata 0,0141N (AgNO3)
Cromato de potasio al 5% (K,Cr0,)
Reactivo PhosfaVer 10

Reactivo Nitraver 10

Reactivo SulfaVer 10

Sulfato de cobre (CuS0,)

Cloruro de sodio (NaCl)

Cloruro de potasio (KCI)

Molibdato de amonio

Tartrato de antimonio y potasio

Acido ascorbico

Fosfato monopotésico ((KPO,H,)
Acido nitrico conc. (HNO5)

Acido perclérico

Acido clorhidrico 0,5M

Azul de metileno

Solucion acuosa de alcohol etilico 75%
Alizarol: solucién alcohélica de alizarina al 0,2% m/v
Etanol

Solucidn acuosa de cloruro férrico al 1%
H,S0, diluido (1:1)
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e Solucion de yoduro de potasio (KI) 35%
e Solucion de KI 7,5%

« Acido acético

e Solucion de Lugol

e Borohidruro de sodio

e Hidroxido de sodio

2.2.  Técnicasy Métodos

2.2.1. Levantamiento de la informacién mediante encuestas

2.2.1.1. Metodologia de encuestas

El levantamiento de informacion de la presente investigacién se realiz6 mediante encuestas
dirigidas a los habitantes de las cinco comunidades de la parroquia Bilbao (Santa Cruz, Motilones,
Chontapamba, Yuibug y el centro parroquial), del canton Penipe, provincia de Chimborazo, con la
finalidad de recopilar informacién sobre las actividades agropecuarias a las que se dedican los
pobladores para establecer un plan de muestreo en las zonas afectadas ante la caida de ceniza del
volcadn Tungurahua y que han provocado contaminacion de suelo, forraje y leche por metales
pesados.

Debido a que Bilbao cuenta con una poblacién pequefia se ejecutaron 43 encuestas a un
representante de hogar, de las cuales, 22 se realizaron en el centro parroquial, 12 en Santa Cruz, 3
en Chontapamba, 3 en Motilones y 3 en Yuibug en las migas de limpieza de fin de semana que
mantiene el GAD.

La encuesta constd de cuatro partes. La primera parte detallaba el objetivo de la encuesta; la
segunda abarco datos personales de los entrevistados tales como nombre, edad, habitantes por hogar
y namero celular, la tercera contenia un cuestionario de 15 preguntas de respuestas cerradas y
semiabiertas, de estas doce preguntas cerradas contenian de 3 a 4 alternativas, y tres preguntas
semiabiertas permitian al entrevistado escribir la respuesta y explicarla, este apartado contenia
preguntas sobre las actividades agricolas y ganaderas a las que se dedica la poblacion, tipos de
plaguicidas que utiliza, frecuencia y otras actividades pecuarias que realiza; y la cuarta parte

presentaba el consentimiento informado de la persona encuestada.
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Figura 1-2. Encuestas realizadas a moradores de la parroquia Bilbao.
Realizado por: Alban, T.; Ruiz, S. 2021.

2.2.1.2. Andlisis y organizacion de datos

Las encuestas fueron clasificadas por comunidades, de cada comunidad se contaron las respuestas
de cada pregunta, se cuantificaron, tabularon e ilustraron porcentualmente en graficos de barras para
luego obtener un resumen general de los datos recolectados de toda la parroquia. Se realiz6 un
andlisis comparativo para clasificar cada respuesta ante una pregunta cerrada y determinar las
principales tendencias que crearon las preguntas semiabiertas y asi poder delimitar la informacion
obtenida. Todas las respuestas de la encuesta fueron denominadas como universo y cada item de las
preguntas como unidad de analisis. Por Gltimo, se sintetiz6 y analizé la informacién obtenida para

establecer conclusiones y poder establecer el plan de muestreo.

2.2.2. Disefio experimental de muestreo

Para evaluar la incidencia de los metales pesados (MP) de fuente volcanica en la cadena
alimentaria, se muestrearon tres matrices (suelo, forraje y leche) en 7 sitios ubicados en las
diferentes comunidades de la parroquia Bilbao, zona afectada por la caida de ceniza del volcan
Tungurahua, segin el informe del Instituto Geofisico Nacional publicado en 2017 “Reporte de
erupcion, volcan Tungurahua, 2016-01”. Las muestras se analizaron mediante el método de
investigacion mixta, ya que los resultados obtenidos fueron cualitativos y cuantitativos.

En el suelo por ser considerado como el medio de adsorcion, almacenamiento y transformacion de
contaminantes (Rodriguez et al., 2019: pp.40-41), se determind las siguientes variables; potencial de

hidrogeno (pH), conductividad eléctrica (CE), contenido de materia organica (MO), textura,
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densidad, metales pesados (MP) tales como plomo (Pb), cadmio (Cd), selenio (Se), arsénico (As), ¥
mercurio (Hg), relacion carbono/nitrégeno, fosforo y potasio.

En la parte aérea del forraje (tallo-hojas) se determiné pH, CE, MO, aniones (sulfatos, fosfatos,
nitratos y cloruros), sodio, potasio, fosforo, relacion carbono/nitrégeno y MP, ya que es la parte
comestibles del ganado vacuno ademas de ser el medio de transporte de los contaminantes; a nivel
de la raiz se determind MP por ser el 6rgano de absorcion (Castro et al., 2018: p.472).

En la leche se evalud la calidad fisicoquimica mediante la aplicacién de la norma técnica
ecuatoriana NTE INEN:9 LECHE CRUDA REQUISITOS asi como la cuantificaciéon de MP , dado
que es uno de los alimentos mas consumido por los pobladores y uno de los medios de excrecion de
metales pesados.

El anélisis de MP se realiz6 por espectroscopia de absorcion atémica (EAA) ya que es un método
selectivo, rapido y con un grado de sensibilidad y precision aceptable (Martinez, 2020, pp.8-9).

Con la concentracion de metales pesados de las diferentes matrices se evalu6 tres factores. El de
bioacumulacién (BCF), para medir la capacidad de captacion de cada metal en el forraje (raiz) con
relacion a la concentracién en el suelo. El de translocacion (TF) permitié estimar la capacidad de
absorcion de MP en los 6rganos vegetativos a partir de la raiz y el de biotransferencia (BTF) dio a
conocer la transferencia de MP de la planta a la leche (Usman et al., 2019: p.3).

A nivel de la poblacion el estudio se enfoco en la evaluacion del riesgo para la salud mediante la
estimacion del coeficiente de peligro objetivo (THQ), indice de peligro (HI) e ingesta diaria
estimada (EDI) (Meshref et al., 2014: p.382), lo que permiti6 conocer si el consumo de la leche es seguro

para la poblacion con respecto a la presencia de metales pesados.

2.2.3. Localizacién del lugar de estudio

Descripcién geogréfica

Bilbao es una parroquia ubicada al norte del cantén Penipe, esta situada en las faldas del volcan
Tungurahua en el valle interandino del rio Chambo. Tiene como limites la provincia de
Tungurahua, al norte; la parroquia Puela, al sur; el volcan Tungurahua, al este; y el Rio Chambo al
oeste. Estd conformado por cuatro comunidades: Santa Cruz, Motilones, Chontapamba, Yuibug y el
centro parroquial (GADPB, 2012).

La parroquia Bilbao se encuentra ubicada en la zona 17, hemisferio Sur, cuyas coordenadas
geogréficas son -1.4432906,-78.5011472.
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Figura 2-2. Mapa geografico del canton Penipe

y ubicacion de la parroquia Bilbao.
Fuente: GADPB, 2012.

Para localizar los 7 puntos de muestreo de la zona ganadera afectada por los periodos eruptivos del
volcan Tungurahua se recorrio tanto la zona alta como baja de la parroquia con la ayuda de un
representante del GAD. Con la ayuda de la aplicacion de Google Maps se armd un mapa de
ubicacion geogréfica de cada punto de muestreo determinado en las encuestas a lo largo de las

diferentes quebradas donde se ubican las comunidades de la parroquia.
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Figura 3-2. Mapa Geogréafico de los sitios de muestreo de suelo, forraje y leche de la Parroquia
Bilbao, Penipe.

Realizado por: Albén, T.; Ruiz, S. 2021.

Figura 4-2. Localizaciéon de los sitios de muestreo de suelo,

forraje y leche de la Parroquia Bilbao, Penipe.
Realizado por: Alban, T.; Ruiz, S. 2021.

De esta manera en cada area seleccionada se tomaron muestras de suelo y forraje por el método
zigzag y de leche mediante la aplicacion de la NTE INEN 4. LECHE Y PRODUCTOS LACTEOQS
MUESTREO.
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Las muestras de suelo y forraje se tomaron en el mes de febrero, mientras que las de leche en el mes
de abril. Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Impactos Ambientales del Grupo de
Investigacion GAIBAQ, Laboratorio de Investigacion ICEBBAF, Laboratorio de Calidad del Agua
y Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo (ESPOCH), ubicada en la Panamericana Sur kilémetro 1 12 del cantén Riobamba,,

provincia de Chimborazo.

2.2.4. Método de muestreo

El método de muestreo empleado en esta investigacion fue el probabilistico aleatorio simple, donde
se tom6 7 puntos equidistantes que abarcaron toda la zona ganadera productora de leche de la
parroquia Bilbao. Para garantizar la cobertura total de cada punto a muestrear se realiz6 un
muestreo sistematico de la siguiente manera.

Se delimit6 el area a muestrear con ayuda de estacas y una piola, luego aplicando el método tipo
zig-zag se estableci6 distancias uniformes, en puntos equidistantes para abarcar toda el area del
terreno. Con guantes de proteccion se procedié a tomar 10 sub-muestras de suelo a una profundidad
de 40 a 50 cm con ayuda de un barreno para tener una muestra compuesta de 2 Kg, se coloc6 en una
funda ziploc, se etiquet6 con su respectivo codigo y se homogenizo en la misma bolsa. EI muestreo

se realizé por duplicado.

Figura 5-2. Delimitacion del area de muestreo, recoleccion de las muestras y determinacion de

temperatura y humedad con el termohigrémetro.
Realizado por: Albén, T.; Ruiz, S. 2021.
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Para registrar la humedad y temperatura se colocé el termohigrometro portatil en un punto fijo del
terreno por 15 minutos; y el GPS para ubicar las coordenadas de altitud y latitud. Los datos
obtenidos se registraron en una ficha de muestreo.

Las muestras de suelo se llevaron al laboratorio para ser secadas al aire libre en bandejas de

aluminio hasta un porcentaje de humedad constante.

Figura 6-2. Secado de muestras de suelo a

temperatura ambiente.
Realizado por: Albén, T.; Ruiz, S. 2021.

Las muestras vegetales fueron tomadas en los mismos puntos donde se tomaron las muestras de
suelos en una cantidad de 2kg, arrancando cuidadosamente toda la raiz para evitar que se rompa.

Las muestras de leche se recogieron en la mafiana y tarde, horarios donde se realiza el ordefio del
ganado vacuno que se alimenta en los terrenos anteriormente muestreados, para esto se procedio de
la siguiente manera: se mezclo el contenido que se encontraba en los bidones de leche, se tom6 300
mL de muestra en envases de plastico estériles previamente codificados, posteriormente las
muestras se almacenaron en un cooler rodeadas de hielo y se transportaron al laboratorio para su

almacenamiento en refrigeracion y posterior andlisis.
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Figura 7-2. Toma de muestra de leche y almacenamiento en un cooler.
Realizado por: Alban, T.; Ruiz, S. 2021

Finalmente, los datos necesarios para evaluar los riesgos para la salud de los habitantes de la
parroquia fueron recogidos mediante la aplicacidn de encuestas y la toma de peso con una balanza.
Las caracteristicas de las tres matrices muestreados se registraron en la misma ficha donde se

registrd la humedad, temperatura, latitud y altitud de cada punto de muestreo.

2.2.5. Preparacion de las muestras

Los forrajes se transportaron al laboratorio, se lavaron con agua destilada, se secaron hasta peso
constante a 60°C en una estufa de aire forzado, se separaron las partes areas de las raices y para
obtener un tamafio de particula menor a 5 cm se molieron en un molino eléctrico acoplado a una
malla de 50 mm de diametro. Ambos tipos de muestras se almacenaron en bolsas ziploc
debidamente codificadas para los analisis posteriores.

Figura 8-2. Toma de muestra de forraje, lavado y almacenamiento en fundas ziploc.
Realizado por: Albén, T.; Ruiz, S. 2021.
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Se coloc6 ¥ partes de las muestras trituradas (parte aérea y raices) en vasos de precipitacion de 600
ml previamente etiquetados. Se secaron en la estufa a 105°C por 24 horas, pues los resultados se
reportan sobre muestra seca. Posteriormente se pasaron al desecador por 30 min. Hasta que se
enfrien, se almacenaron en frascos de plastico estériles debidamente etiquetados y se volvieron a
almacenar en el desecador para evitar que adquieran humedad.

Figura 9-2. Secado de muestras vegetales vy

almacenamiento en frascos estériles en el desecador.
Realizado por: Alban, T.; Ruiz, S. 2021.

Por otro lado, las muestras de suelo secadas al aire fueron tamizadas a la luz de una malla de 2mm
para eliminar piedras y cascajos, y asi obtener muestras homogéneas con un tamafio de particula

maés fino. Una vez tamizadas se procedid de la misma manera que las muestras de forraje.

Figura 10-2. Tamizado de las muestras secas

de suelo.

Realizado por: Albén, T.; Ruiz, S. 2021.
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En cuanto a las muestras de leche, por el corto tiempo de vida Util que presentan se conservaron en
refrigeracion, posteriormente se realizaron los analisis que se detallan en la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 9:2012. Para el uso del equipo LACTOSCAN, las muestras fueron filtradas en
un tamiz de plastico para retirar cualquier tipo de contaminante, llevadas a una temperatura
aproximada de 20 °C y homogenizadas para su posterior analisis.

Una vez preparadas las muestras de suelo forraje y leche, se realizaron los diferentes analisis por

triplicado para garantizar la fiabilidad de los resultados.
2.2.6. Analisis fisico quimico del suelo
2.2.6.1. Determinacion de la densidad real

Se peso el matraz de aforo de 50 ml vacio6 previamente tarado y codificado (P1), luego con ayuda de
un embudo pequefio se afiadié 10 g de muestra seca al aire y se registré el peso del matraz mas la
muestra (P2), seguidamente se afiadié agua destilada hasta la mitad de su capacidad lavando el
suelo que haya quedado en el cuello del bal6n y se agitd por 5 minutos para eliminar el aire retenido
en la muestra, a continuacion se aforo el balén con agua destilada, se dej6 reposar por 30 minutos a
fin de asegurar la usencia de burbujas de aire que puedan afectar la medicion, y se pes6 (P3),
finalmente se lavo el matraz y se registrd el ultimo peso aforando el bal6n con agua destilada (P4) .
Para calcular la densidad real se aplico la siguiente férmula (Andrades et al., 2015: pp.35-36):

g. P2 —-P1
- (P4 — P1) — (P3 — P2)

Dr (

Figura 11-2. Determinacion

de densidad real.

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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2.2.6.2. Determinacion de la densidad aparente

Se pesd 30 g de muestra seca y con la ayuda de un embudo pequefio se coloco lentamente en una
probeta de 50 ml, posteriormente en una superficie plana se midié el volumen que ocupa la muestra.
Para calcular la densidad aparente se aplicé la siguiente formula (Andares et al., 2015: pp.35-36):

Da (g/ml) = Peso del suelo seco / volumen de suelo que ocupa en la probeta

Figura 12-2. Determinacion de

densidad aparente
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.6.3. Determinacion de la textura

Se pesdé 100 g de suelo seco y tamizado en un vaso de plastico grande previamente
codificado, se agregd 10 ml del agente dispersante (solucion de 20g de carbonato de sodio, 75 g de
hexametafosfato de sodio en 1,62 L de agua destilada), seguidamente se afiadi6 200 ml de agua
destilada, se mezcl6 con una varilla de agitacion por un minutoy se dejo reposar por 24 horas.
Posteriormente todo el contenido se trasvasé a una probeta de 1000 ml lavando la superficie y
paredes del vaso con chorros de agua destiladas para que no queden retenidas las particulas de
sueloen el recipiente, posteriormente se aforoa 1000 mL, luego con ayuda de la palma de la
mano se tap0 la boca de la probeta y se agito vigorosamente la suspension por un minuto, se colocd
en un superficie plana y la misma vez que se sumergi6 el hidrémetro se corrié el crondmetro por 40
segundos para luego efectuar la primera lectura, posterior a ello se tom6 la temperatura de la

muestra y se registrd el dato; para efectuar la segunda lectura, se dejé reposar la muestra por 2 horas
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y se sumergi6 nuevamente el hidrometro y termOmetro por 40 segundos. La textura se
determind haciendo uso del triangulo de textura (Grafico 13-2) con los % de arena, limo y arcilla
calculado. Las férmulas aplicadas fueron las siguientes (Gupta et al., 2012: pp.42-48):
% Arena (0,05 - 2,00 mm) = 100 - ((Primera lectura / g de muestra) * 100)
% Arcilla (<0,002 mm) = (Segunda lectura / g de muestra) *100
% Limo (0,002 - 0,05 mm) = 100 - (% arena + % arcilla)

Figura 13-2. Triangulo de textura del USDA
Fuente: USDA, 1999.

Figura 14-2. Determinacion de textura
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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2.2.6.4. Determinacion del pH

Para la determinacion de pH se pes6 20 g de suelo seco en vasos plasticos, se adicion6 50 ml de
agua destilada (proporcion 2:5), se agitd la solucion durante dos minutos y se dejé reposar 30
minutos. Transcurrido el tiempo se midid el pH en el liquido sobrenadante y se anot6 el valor
obtenido; previamente a las mediciones de pH el equipo se calibré con las soluciones buffer de pH
=4, pH =7 y pH =10. Entre las mediciones se limpio el electrodo y sensor de temperatura con agua

destilada para evitar errores (Gupta et al., 2012: pp.29-32).

2.2.6.5. Determinacion de la conductividad eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica se midié en un multipardmetro, el cual se calibr6 con una solucién
estandar de KCI 0,01N. Para esta determinacion se pesé 20g de muestra en vasos plasticos, se
adicion6 40 ml de agua destilada (proporcion 1:2), luego de esto, se agitd la solucion durante 5
minutos, se dejo reposar 30 minutos, después se agité nuevamente durante 10 minutos y se midi6 la

CE en la solucién acuosa (Gupta et al., 2012: pp.29-30).

Figura 15-2. Medicion de pH y CE en suelos
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.6.6. Determinacion de materia organica

El contenido de materia organica se determind por el método de calcinacion, para ello

se codifico la base de los crisoles de 50 y 30 ml con lapiz grafito, se tararon a 105 °C por 2 horas

y se pasaron al desecador por 30 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente, seguidamente se

pesaron los crisoles y se registro el primer peso (P1), luego se afiadié 5 g de muestra secada en

estufa a 105°C por 24 horas, y se registro el segundo peso (P2), posteriormente las muestras fueron
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llevadas a la mufla a 430 °C por un tiempo mayor o igual a 16 horas para lograr la oxidacién de los
compuestos organicos, se dejo enfriar la mufla y con la ayuda de una pinza se colocé las muestras
en el desecador por 30 minutos, finalmente los crisoles fueron pesados para registrar el ultimo
peso (P3). Para calcular el % de MO se aplicd la siguiente formula (Andrades et al., 2015: pp.57-58):

% MO =P2 -P3/P2

Figura 16-2. Determinacion

de materia organica
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.7. Andlisis de macronutrientes en suelo

2.2.7.1. Digestion de muestras de suelo para la medicion fosforo (P) y potasio (K)

Se pes6 0,59 de la muestra de suelo seco y se transfirié a un matraz de 125 mL, luego se afiadié con
cuidado 10 mL de H,S0, concentrado por las paredes del matraz, girandolo de tal manera que el
acido arrastre los restos de la muestra que pudieron quedar en las paredes del matraz. Se agit6 hasta
formar una mezcla uniforme y se dejo reposar por 10 minutos agitando en intervalos de 2 minutos.

Se colocé un vidrio reloj sobre el matraz y este se calentd con ayuda de un reverbero luego se dejo
en reflujo hasta que el contenido del matraz tuvo una coloracion amarillenta, posterior a esto se
colocd 1 mL de perdxido de hidrégeno gota a gota por las paredes del matraz y se dejé nuevamente
en reflujo hasta que el contenido se haga transparente. Se retir6 de la fuente de calor y se dejé
enfriar, posterior a esto se afiadio con cuidado 40 mL de agua destilada por las paredes del matraz y
se dejd enfriar. Luego, se afiadié dos gotas de indicador de fenolftaleina y se agreg6 una solucién de
Na (OH) al 0,5 hasta la formaciéon de un color ligeramente rosado que persistio por unos 30
segundos, con el objetivo de neutralizar la muestra. Por Gltimo, el contenido del matraz se transfirid
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a un balén de 100 mL y se aford, esta solucion se conserva para realizar las determinaciones de P y
K (Paneque et al., 2010: pp.65-66).
Cabe mencionar, gue todo este procedimiento fue desarrollado en una campana de extraccién de

gases.

Figura 17-2. Digestion de suelos con H,S0,
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.7.2. Determinacion de Fosforo (P)

Para la determinacion de P se prepararon dos soluciones (A y B), en la solucion A se disolvieron 6g
de molibdato de amonio en 20 mL de agua destilada, se afiadié 0,1455¢g de tartrato de antimonio y
potasio y se agitd hasta disolver, después se afiadi6é con cuidado 70 mL de H,S0, concentrado, se
dejo enfriar y diluyd con agua hasta 100 mL.

Para preparar la solucién B se disolvio 13,2g de &cido ascorbico en agua y se aforé a un volumen de
100 mL. Estas dos soluciones deben ser conservadas en refrigeracion y a partir de ellas se prepar6 la
solucion de trabajo, se tom6 17,5 mL de la solucién A, se agregd 400 mL de agua destilada, se
mezclé y por Gltimo se afiadié 5mL de la solucién B y se afora a un volumen de 500mL. Cabe
mencionar que la solucién de trabajo debe ser preparada diariamente.

Las mediciones de fésforo se realizaron en el espectrofotometro UV-VIS, por tal motivo se realiz6
una curva de calibracion, primero, se prepar6 una solucién estandar con KP0O,H, de 1000 ppm de P
en un volumen de 500mL y a partir de esta se preparé un patrén de 20 ppm de P aforado a 50 mL, a
partir de esta solucién se prepararon los patrones para la curva de calibracion con las siguientes
concentraciones: 0,1; 0,4; 0,8; 1,2 y 2 ppm; se tom6 5mL de cada patrén y se agregé 5 mL de la

solucion de trabajo, se agitd y se dejo reposar de 15 a 20 minutos, se midid en el equipo a una
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longitud de onda de 880 nm y se anot6 la absorbancia para la construccion del gréafico (Paneque et al.,
2010: pp.76).
Se tomd 5mL de las muestras digestadas y se agreg6é 5 mL de la solucién de trabajo, transcurrido el

tiempo de reaccion se leyd las muestras en el espectrofotdmetro y se anotd el resultado dado en
mg/L.

2.2.7.3. Determinacion de Potasio (K)

Primero se elaboré la curva de calibracion para la medicién de K en el fotdmetro de llama, para lo
cual se prepar6 una solucion estandar de 10 meg/L de K utilizando como soluto KClI, a partir de esta
solucion se prepar6 patrones con concentraciones de 0; 0,05; 0,1; 0,15 y 2 meg/L. Se ajusté el
fotdmetro para la medicién de K con agua destilada y con el patron de 10 meg/L, después se
leyeron cada uno los patrones de mayor a menor concentracion y se anotaron cada una de las
sefiales correspondientes para con esto elaborar la curva de calibracion.

Se tomd las muestras digestadas y se llevo al fotometro de llama para el analisis y se anoté la sefial

obtenida para realizar el célculo de %K (Paneque et al., 2010: pp.79-82).

2.2.7.4. Determinacion de Carbono y Nitrégeno

La determinacion de macronutrientes (Carbono y Nitrégeno) tanto en suelo como en forraje se
determind en el ANALIZADOR ELEMENTAL DE COMBUSTION DIRECTA marca
EUROVECTOR EA3000 mediante la técnica establecida por el Laboratorio de Impactos y
Proteccion Ambiental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, para ello las muestras se
secaron en una estufaa 105°C por 24 horas y se tamizaron a la luz de una malla de 0,5 mm,
posteriormente en una capsula de estafio de 9 x 5 mm se pesaron entre 0,5y 1,5 mg de muestra en
un microbalanza marca METTLER TOLEDO MODELO WXT S3DU, posteriormente las muestras
se encapsularon (doblaron y presionaron) y se depositaron en el muestreador automatico del equipo.
Los pesos de cada una de la muestra fueron registrados para luego introducirlos en el software.

La curva de calibracion se realizé pesando y encapsulando 5 estandares (sustancia con composicion
definida) de sulfanilamida, los pesos de los estandares estuvieron comprendidos al igual que las
muestras entre 0,5y 1,5 mg. Una vez que se colocaron los estandares y las muestras en el equipo se
procedid con el andlisis. El equipo analiza cada muestra en un tiempo aproximado de 10 minutos y

muestra el resultado de cada anélisis como porcentaje de cada elemento contenidos en la muestra.
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Figura 18-2. Determinacion de Macronutrientes
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.8. Digestion acida por el método de calcinacion por via himeda para la determinacion de

metales pesados en suelo

El proceso de digestion de muestras de suelo se realizd mediante la técnica establecida por el
Laboratorio de Impactos y Proteccién Ambiental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

La digestion es un paso previo a la determinacion de MP puesto que garantiza la destruccion o
eliminacion de la materia organica de las muestras de suelo, para ello se pesé 0,5000 g de suelo
seco y tamizado, se coloc6 en un erlenmeyer de 100 mL debidamente codificado y se afiadié 10 mi
de HNO3 concentrado, se agité suavemente la mezcla y se dejo reposar por 30 minutos, se tapd con
un vidrio reloj pequefo, luego secolocé en un reverbero aunatemperatura menora 83
°C (temperatura baja), y se procedié a calentar de 3 — 4 horas, con este sistema cerrado se
consiguio que se eliminarala MO. La digestion se dio por concluida cuando la muestra paso de
color café a transparente.

Figura 19-2. Digestion de muestras de suelo

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Posteriormente se dejé enfriar el erlenmeyer y el contenido se enrasé con agua destilada en un bal6n
de 50 mL, después la solucion fue filtrada en un tubo falcon y almacenada en refrigeracion para su

posterior analisis por EAA de llama.

Figura 20-2. Almacenamiento de las muestras de

suelo digestadas
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.9. Analisis fisicoquimico de muestras vegetales

2.2.9.1. Determinacion de pH

Para la determinacion de pH se pes6 3 g de muestra en un tubo falcon de 50 ml, se adicion6 30 mi
de agua destilada (proporcion 1:10), luego de esto, los tubos se colocaron en el agitador por 2 horas.
Transcurrido el tiempo de agitacion se dejo sedimentar y se midi6 el pH en el liquido sobrenadante.

Previamente a las mediciones de pH el equipo se calibr6 con las soluciones buffer de pH =4, pH =7
y pH =10. Entre las mediciones se limpi6 el electrodo y sensor de temperatura con agua destilada

para evitar errores (Gupta et al., 2012).

2.2.9.2. Determinacion de conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se midié en un multiparametro, el cual se calibr6 con una solucién
estandar de KCI 0,01N. Para esta determinacion se pes6 3 g de muestra en un tubo falcon de 50 ml,
se adiciond 30 ml de agua destilada (proporcion 1:10), luego de esto, los tubos se colocaron en el
agitador por 2 horas. Transcurrido el tiempo de agitacion, los tubos se centrifugaron por 4 minutos a

2000 RPM, se filtrd las muestras y se midio la conductividad eléctrica en la solucion acuosa (Gupta et
al., 2012).
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Figura 21-2. Determinacion de pH

y CE en muestras de forraje
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.9.3. Determinacion de materia organica (MO)

El método que se utiliz6 para la determinacion de MO es la oxidacion de carbono orgénico por
calcinacién. Primero, se etiqueto la base de los crisoles con lapiz carbén, seguido a esto, se tar6 los
crisoles a 105 °C por 2 horas en la estufa de secado. Transcurrido este tiempo, los crisoles se
pasaron a un desecador por 30 min., después se peso el crisol vacio obteniendo asi el peso 1 (P1); a
continuacion, se agreg6 3 g de muestra seca y esto se anotdé como P2.

Los crisoles se colocaron en la mufla por 24 horas a 430 °C, cumplido el tiempo de calcinacion los

crisoles se pasaron al desecador durante 30 minutos y, por ultimo, se pesa y se anota como P3
(Andrades et al., 2015: pp.57-58):

%M0=ux100
PZ_P].

Donde:
P, = Peso del crisol tarado
P,=Peso del crisol + muestra seca

P;=Peso del crisol + muestra calcinada
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Figura 22-2. Determinacion de MO

en muestras de forraje
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.10. Analisis de nutrientes de muestras vegetales

2.2.10.1. Determinacion de aniones

La determinacion de aniones se realizd mediante la técnica establecida por el Laboratorio de
Calidad del Agua de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

Para la determinacion de fosfatos, nitratos, sulfatos y cloruros se realiz6 un extracto con agua
destilada de los aniones libres del tejido vegetal. Primero, se pes6 2,5 g de muestra vegetal seca y
molida, se transfirié a un vaso de precipitacion y se agregaron 50 mL de agua destilada. Se agit6 a
temperatura ambiente con ayuda de una varilla de vidrio y se dejo reposar toda la noche.
Transcurrido el tiempo de reposo se filtrd y se realizé una dilucién 1:100 (dilucion inicial) con el
filtrado obtenido y agua. El equipo utilizado para la medicion de fosfatos, nitratos y sulfatos fue el
espectrofotometro visible HACH DR 2800. Las diluciones obtenidas se agrupan de acuerdo a su

coloracion para evitar errores en las mediciones debido a que el método utilizado es colorimétrico.
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Figura 23-2. Preparacion de muestras vegetales para la

determinacién de aniones
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

A. Fosfatos

Para la medicion de fosfatos se selecciond el test 490 Preact. en el espectrofotdmetro visible
HACH; a continuacion, se midi6 el blanco para cada uno de los grupos de muestras, para lo cual se
Ilen6 una cubeta de vidrio hasta la marca de 10 mL con una de las diluciones iniciales de cada
grupo, se limpio bien el exterior de la cubeta y se colocd en el soporte portacubetas con la marca de
Ilenado hacia el frente y se seleccioné en la pantalla “cero”, dando como resultado la lectura de 0,00
mg/L PO,43" (Hach Lange Gmbh, 2019, p.1).

Para la preparacion de la muestra, en tubos de 10 mL se realiz6 una dilucién 1:10 con la dilucion
inicial de la muestra y agua, respectivamente, luego se adiciond el reactivo PhosVer en polvo y se
agitd. Después de la agitacion la muestra tomd una coloracion azul ante la presencia de fosfatos y se
dejo reposar durante dos minutos. Luego se llend la cubeta con la muestra preparada del tubo, se
limpié y se coloco en el soporte, a continuacion, se seleccioné en la pantalla “medicion” y el

resultado obtenido aparecié en mg/L PO43~ (Hach Lange Gmbh, 2019, p.1).

B. Nitratos

En el espectrofotometro visible HACH DR 2800, se selecciono el test 355 N Nitrato RA PP, para la
medicion del blanco se siguié el mismo procedimiento utilizado en fosfatos, dando como resultado
una lectura de 0,00 mg/L NOs-.
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En los tubos se colocd 10 ml de la dilucion inicial de cada una de las muestras, se adiciono el
reactivo NitraVer en polvo, seguido a esto se agitd y las muestras tomaron un color &mbar ante la
presencia de nitratos y se dejo reposar durante cinco minutos. Se llend la cubeta con la muestra
preparada del tubo, se limpid y se coloc6 en el soporte, a continuacion, se seleccion6 en la pantalla

“medicion” y el resultado obtenido aparecio en mg/L NOs- (Hach Lange Gmbh, 2019, pp.1-2).

C. Sulfatos

En el espectrofotdmetro HACH se selecciona el test 685 Sulfato AV y seguido a esto se mide el
blanco dando una lectura de 0,00 mg/L SO42-. En los tubos se colocd 10 ml de la dilucién inicial de
cada una de las muestras y en uno se colocé 10 mL de agua destilada, a cada tubo se le afiadié 200
ul de &cido sulfarico de 1000 ppm, luego se adiciond el reactivo SulfaVer en polvo, se agito y se
formo turbiedad en las muestras ante la presencia de sulfatos y se dejé reposar durante cinco
minutos. Se llend la cubeta con la muestra preparada del tubo, se limpi6 y se colocé en el soporte, a
continuacion, se selecciond en la pantalla “medicion” y el resultado obtenido aparecido en mg/L

S0O,2-. Al resultado de cada muestra se le resta el valor dado al medir el agua mas el &cido sulfdrico
(Hach Lange Gmbh, 2019, pp.1-2).

Figura 24-2. Medicion de aniones en el

espectrofotometro visible HACH DR 2800
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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D. Cloruros

Para la determinacion de cloruros se utilizé el método argentométrico de Mohr, para lo cual se
midié la concentracion de cloruros en el blanco, se colocé 100 mL de agua destila a un matraz
donde se colocoé 1 mL de solucién indicadora de cromato de potasio 5% Y se titul6 con la solucion
de AgNO3 0,01N hasta la formacion de un color ladrillo. A continuacion, se transfirié los 100 mL
de la disolucién inicial de las muestras a un matraz, se colocé 1 mL de solucion indicadora y se
titul6 con la solucion de AgNO3 hasta la formacion de un color ladrillo. Para el calculo de las
concentraciones de cloruros se utilizo la siguiente férmula (Lenore et al., 2000: pp.77-78):

(A—B) X N x 35,45

x 1000
mL muestra

mgCl™/L =

Donde:

A= mL valoracion para la muestra
B= mL valoracion para el blanco
N= normalidad de AgNO3

Figura 25-2. Medicion de cloruros por el método

argentométrico
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.10.2. Digestion de muestras vegetales para la medicién de Na, Ky P

Se pes6 0,59 de la muestra vegetal seca y se transfirié a un matraz de 125 mL, luego se afiadi6 con
cuidado 12 mL de H,S0, concentrado por las paredes del matraz, girandolo de tal manera que el

acido arrastre los restos de la muestra que pudieron quedar en las paredes del matraz, a
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continuacion, se agreg6 0,18 g de CuSO0, el cual actia como catalizador. Se agité hasta formar una
mezcla uniforme y se dejo reposar por 10 minutos agitando en intervalos de 2 minutos.

Se coloc6 un vidrio reloj sobre el matraz y este se calentd con ayuda de un reverbero y se dejo en
reflujo hasta que el contenido tuvo una coloracion trasparente o blanquecina. Se retird de la fuente
de calor y se dejo enfriar, posterior a esto se afiadié con cuidado 50 mL de agua destilada por las
paredes del matraz y se dejo enfriar. Por Gltimo, el contenido del matraz se transfirié a un balén de

100 mL y se aford, esta solucion se conserva para realizar las determinaciones de Na, Ky P (Paneque
etal., 2010: pp.65-66).
Cabe mencionar, que todo este procedimiento fue desarrollado en una campana de extraccion de

gases.
Figura 26-2. Digestion de muestras de forraje
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.10.3. Determinacion de Sodio (Na) en forraje

El equipo que se utiliz6 para la medicion de sodio es el fotometro de llama, primero se elaboro la
curva de calibracion, para lo cual se prepar6 una solucion estandar de 175 meg/L de Na utilizando
como soluto NaCl, a partir de esta solucion se prepar0 patrones con concentraciones de 0; 21,88;
43,75; 87,5y 175 meg/L. Se ajustd el fotometro para la medicion de Na con agua destilada y con el
patron de 175 meqg/L, después se leyeron cada uno los patrones de mayor a menor concentracion y

se anotaron cada una de las sefiales correspondientes para con esto elaborar la curva de calibracion.
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Se tomo las muestras digestadas y se llevd al fotometro de llama para el analisis y se anot6 la sefial

obtenida para realizar el calculo de % Na (Paneque et al., 2010).

2.2.10.4. Determinacidon de Potasio (K) en forraje

Primero se elaboré la curva de calibracion para la medicion de K en el fotometro de Ilama, para lo
cual se prepar6 una solucion estandar de 10 meg/L de K utilizando como soluto KClI, a partir de esta
solucion se prepard patrones con concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 2,5 meg/L. Se ajustéd el
fotometro para la medicién de K con agua destilada y con el patron de 10 meg/L, despues se
leyeron cada uno los patrones de mayor a menor concentracion y se anotaron cada una de las
sefiales correspondientes para con esto elaborar la curva de calibracion.

Se tomo las muestras digestadas y se llevd al fotometro de llama para el analisis y se anot6 la sefial
obtenida para realizar el célculo de %K (Paneque et al., 2010: pp.80-83).

Figura 27-2. Medicion de Nay K en

el fotémetro de llama
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.10.5. Determinacion de Fosforo (P) en forraje

Para la determinacion de P se prepararon dos soluciones (A y B), en la solucion A se disolvieron 6g

de molibdato de amonio en 20 mL de agua destilada, se afiadio 0,1455¢g de tartrato de antimonio y
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potasio y se agito hasta disolver, después se afiadio con cuidado 70 mL de H,SO, concentrado, se
dejo enfriar y diluyd con agua hasta 100 mL.

Para preparar la solucién B se disolvié 13,2g de &cido ascorbico en agua y se aforé a un volumen de
100 mL. Estas dos soluciones deben ser conservadas en refrigeracion y a partir de ellas se prepar6 la
solucion de trabajo, se tom6 17,5 mL de la solucién A, se agregd 400 mL de agua destilada, se
mezcld y por dltimo se afiadié 5mL de la solucion B y se afora a un volumen de 500mL. Cabe
mencionar que la solucién de trabajo debe ser preparada diariamente.

Las mediciones de fésforo se realizaron en el espectrofotometro UV-VIS, por tal motivo se realizo
una curva de calibracion, se prepard una solucion estdndar con KPO,H, de 50 ppm de P y a partir
de esta se preparan patrones con las siguientes concentraciones: 0.2, 0.4, 0.5, 1 y 1.5 ppm; se tomd
5mL de cada patrén y se agregd 5 mL de la solucion de trabajo, se agito y se dejo6 reposar de 15 a 20
minutos, se midio en el equipo y se anot6 la absorbancia para construccion del gréfico.

Se tomd 5 mL de la muestra preparada y se afiadié 5 mL de la solucion de trabajo, transcurrido el
tiempo de reaccion se ley6 las muestras en el espectrofotometro y se anoté el resultado dado en
mg/L (Paneque et al., 2010: p.76).

Figura 28-2. Medicion de P en el espectrofotometro

UV-VIS
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.11. Digestion de muestras vegetales para la determinacion de metales pesados

El proceso de digestion de muestras vegetales se realiz6 mediante la técnica establecida por el
Laboratorio de Impactos y Proteccion Ambiental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

53



La digestion es un paso previo a la determinacion de MP puesto que garantiza la destruccion o
eliminacion de la materia organica de las muestras de forraje, para esto se peso 0,5000 g de materia
vegetal, se coloco en un erlenmeyer de 100ml previamente codificado y se afiadié 6 ml de la mezcla
de HNO3 y HCIO4 en proporcion 2:1, se agitd suavemente y se dejo reposar por 24 horas, pasado
este tiempo la muestra se tapd con un vidrio reloj pequefio, luego se colocd en un reverbero para
calentar el contenido del Erlenmeyer y asi se dé un proceso de reflujo, al cabo de 2 horas de
digestion se coloco gota a gota 2 ml de perdxido de hidrogeno para acelerar la reaccion, el aumento
de la temperatura fue progresivo hasta visualizar que la muestra se torne transparente y los humos
que se desprendan de la digestion sean blanquecinos, el proceso duro de 5-6 horas. Se dejo6 enfriar
el erlenmeyer, se trasvaso a un baldn de 50 ml y se aforé con una solucién 0,5 M de HCI, luego el

contenido fue filtrado en un tubo falcén y almacenado en refrigeracion para su posterior analisis.

y —
- -
Figura 29-2. Digestion de muestras

vegetales.
Realizado por: Ruiz, S; Alban, T. 2021.

2.2.12. Analisis fisicoquimico de la leche
2.2.12.1. Analisis en el equipo Lactoscan

El lactoscan es un equipo que mediante su tecnologia de ultrasonidos mide simultaneamente varios
parametros fisicoquimicos de la leche tales como el porcentaje de grasa, SNG, lactosa, solidos

totales, proteina, sales, adicion de agua, densidad, punto de congelacién, pH y conductividad
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eléctrica. Para el analisis de estos parametros la muestra de leche fue filtrada por un tamiz de
pléstico, luego se calent6 en un reverbero para homogenizar la grasa y se llené las % partes del vaso
de plastico, posteriormente se coloco en la percha del equipo para la succion de la muestra y ser
selecciond la opcion vaca (opcidn para el analisis de leche cruda), al cabo de 60 segundos el
resultado fue impreso y presentado en la pantalla del equipo; luego de cada muestra analizada se
limpid el equipo con agua destilada. La limpieza con 4cidos (Lactodaily y Lactoweekly) se realizd

al final del dia, a media semana y al fin de semana de trabajo (Milkotrnic Ltd., 2012, pp13-23).

Figura 30-2. Analisis en el equipo

Lactoscan.
Realizado por: Ruiz, S; Alban, T. 2021.

2.2.12.2. Determinacion de acidez titulable como acido lactico

Para esta determinacion primero se lavd y se secO el matraz Erlenmeyer en una estufa a una
temperatura de 103 °C durante 30 minutos; transcurrido este tiempo se dej6 enfriar en un desecador
y se pesd. La muestra de leche se llevd a una temperatura de 20°C y se homogenizd
cuidadosamente, se colocé 20g de leche en el matraz, luego se afiadié 40 mL de agua destilada y
2mL de solucion indicadora de fenolftaleina. EI contenido del matraz se titulé con una solucién 0,1
N de NaOH hasta conseguir un color rosado que persistié durante 30 segundo; por Gltimo, se anot6
el volumen de la solucion de NaOH empleado para cada titulacion. El porcentaje de acidez titulable

como &cido lactico se calcul6 aplicando la siguiente férmula (NTE INEN 13: 2012):
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VXN
ml—-m2

%A = (0,090 x

) X 100
Donde:

V= Volumen de la sIn de NaOH empleado en la titulacion m1= peso del Erlenmeyer vacio

N= Normalidad de la sIn de NaOH m2= peso del erlenmeyer con leche

AT A G Ty T e el
Figura 31-2. Determinacion de acidez titulable.
Realizado por: Ruiz, S; Alban, T. 2021.

2.2.12.3. Determinacion de cenizas

Se secd el crisol en una estufa a 105 °C por 30 minutos, se dejo enfriar en el desecador y se pesd
(m1), seguidamente se homogeniz6 la muestra invirtiendo de 3 a 4 veces el recipiente y se afiadié 5
g de leche (m2), luego la muestra se coloc6é a bafio maria a ebullicion por 30 minutos,
posteriormente se paso a la estufa a 105 °C por 3 horas, luego se coloc6 la muestra cerca de la
puerta de la mufla abierta y se mantuvo alli durante un minuto para evitar pérdidas por proyeccion
de material, se introdujo en la mufla a 530 °C por 3 horas, se dejé enfriar en el desecador por 30

minutos y se peso6 (m3). El porcentaje de cenizas se calculd de la siguiente manera (NTE INEN 14:
2012):
m3 —ml

%C = —x 100
% m2 —ml
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Figura 32-2. Determinacion de cenizas.
Realizado por: Ruiz, S; Alban, T. 2021.

2.2.12.4. Ensayo de reductasa

Con la ayuda de una pipeta se tomé 10 mL de la muestra de leche y se transfiridé a un tubo de
ensayo, seguido a esto, se afiadié 1 mL de la solucion de azul de metileno, se tapo el tubo y se
calentd en un bafio de agua a 37°C £ 0,5 durante 5 minutos. Trascurrido el tiempo se homogenizo el
contenido de cada tubo y se volvi6 a colocar en el bafio de agua para su incubacion, evitando que
tenga contacto con luz. Se homogeniz6 los tubos cada media hora y se tomé el tiempo desde que se

coloco para la incubacion hasta que la muestra de leche quedd decolorada (NTE INEN 18: 2012).

Figura 33-2. Ensayo de reductasa.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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2.2.13. Andlisis cualitativo de la leche

2.2.13.1. Determinacidn de la estabilidad proteica

Se colocd 5mL de la muestra de la leche en un tubo de ensayo y se afiadié 5 mL de una solucién
acuosa de alcohol etilico al 75%, se tapd y se agitd para homogenizar el contenido, seguido a esto se
observd el aspecto de la muestra, por ejemplo, si hay formacion de coagulos de leche o

precipitacion (NTE INEN 1500: 2011).

Figura 34-2. Determinacion de la

estabilidad proteica.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021

2.2.13.2. Presencia de conservantes

e ldentificacion de formaldehido

Se tomd 5 mL de leche homogenizada en un tubo de ensayo, se afiadié 1 mL de H,S0, diluido con
agua en proporcién 1:1 'y por ultimo se agreg6 1 gota de cloruro férrico al 1%. Se agit6 y se calentd

a ebullicién, se observo el aspecto de la muestra para reportar como positivo 0 negativo (NTE INEN
1500: 2011).

Figura 35-2. Identificacién de

formaldehido.

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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e Identificacion de peréxido de hidrégeno

La identificacion de peroxido de hidrogeno se la hizo a través del método del yoduro de potasio,
para lo cual se tomé 5 mL de la muestra de leche, se afiadié 5 gotas de la solucion de yoduro de
potasio al 35%, se homogeniz6 y observo la coloracion de la leche, al no presentar cambi6 se
reporté como negativo (NTE INEN 1500: 2011).

Figura 36-2. Identificacion de

peroxido de hidrogeno.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

¢ Identificacién de cloro, hipocloritos, cloraminas y diéxido de cloro

La identificacion cloro, hipocloritos, cloraminas y dioxido de cloro se realiz6 a través del método
del yoduro de potasio, para lo cual se prepar6 una solucién de Kl al 7,5 %. Se tomé 5 mL de la
muestra de leche y se afiadi6é 0,5 mL de la solucion de KI, se agit6 y se observo la coloracién. Al no
presentar cambio de color se afiadié 4mL de &cido acético, se calent6 en un bafio de agua a 80 C°
durante 10 minutos, por Gltimo, se enfrid y se observé la coloracidn; al no existir cambio se reportd

COmMo negativo (NTE INEN 1500: 2011).

Figura 37-2. Identificacion de cloro,

hipocloritos, cloraminas y didxido de

cloro.

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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2.2.13.3. Presencia de neutralizantes

o Meétodo de la prueba de la alizarina

Primero, se prepar6 una solucion alcohdlica de alizarina al 0,2% m/v (en alcohol al 75%), se
mezclaron 2 mL de leche con 2mL de la solucion de alizarina, se homogenizé y se observé el color.

Al no presentar un color morado se reportd que las muestras no poseen neutralizantes (NTE INEN
1500: 2011).

Figura 38-2. Prueba de alizarina.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

e ldentificacion de orina en la leche

Para esta determinacion se utiliz6 la prueba de pupo, para lo cual se colocé 5mL de leche en un tubo
de ensayo, seguido a esto, se afiadié 5mL de HCI, 5mL de etanol y 5 mL de HNO3, se homogeniz6

y al no existir la formacion de un color rosado con fluorescencia azulada, se reporté como negativo
(NTE INEN 1500: 2011).

Figura 39-2. Identificacion de orina en leche.
Realizado por: Albén, T; Ruiz, S. 2021.
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2.2.13.4, Presencia de adulterantes

e Detecciéon de almidon

Se coloc6 en un tubo de ensayo 10mL de leche y se calentd a ebullicion durante 5 minutos,
transcurrido el tiempo se enfrié y se colocd 5 gotas de la solucion de lugol, se agitd y se observo la

coloracion, al no formarse un color azulado se reportd la prueba como negativa (NTE INEN 1500:
2011).

Figura 40-2. Deteccién de almidén.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.14. Digestion de muestras de leche para determinacion de metales pesados

Se peso 5 gramos de la muestra de leche y se coloco en un matraz Erlenmeyer, seguido a esto se
agregé 10 mL de HNO5 conc, se tapd con un vidrio reloj y se dej6 en digestion a temperatura
ambiente durante 12 horas. Transcurrido el tiempo, se agregé 20 mL de agua destilada, se tap6 con
un vidrio y se calent6 a reflujo en un reverbero a 100°C hasta que el contenido del matraz se
redujera a 10 mL. Se dejé enfriar y se afiadié 10 mL de HCI concentrado y 10 mL de agua destilada,
se calentd a reflujo hasta que el contenido se redujera nuevamente a 10 mL y la digestion se torne

transparente. Por ultimo, se afor6é a 50 mL, se filtr y se almacen en refrigeracion (Castro et al., 2018:
p.470).
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Figura 41-2. Digestion de muestras de leche.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.15. Determinacidn de metales pesados por Espectroscopia de Absorcién Atdmica de llama

La determinacién de metales pesados se realiz6 con las metodologias establecidas en el Laboratorio
de Analisis Instrumental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH. Los estandares utilizados en la
medicion fueron de MARCA SIGMA-ALDRICH.

Figura 42-2. Determinacion de metales pesados por

Espectroscopia de Absorcion Atomica.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

2.2.15.1. Determinacion de Plomo y Cadmio

A partir del estandar de plomo de 1000 ppm (mg/L) marca se prepar6 la solucion madre de 40 ppm
en un bal6n de aforo de 100 ml, posteriormente de esta solucién se tomaron alicuotas de 1, 2, 3,5y
10 ml y se depositaron en balones de 100 ml para la preparar los estandares de 0,4; 0,8; 1,2; 2y 4
ppm (mg/L) respectivamente.
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A partir del estdndar de cadmio de 1000 ppm (mg/L) se prepard la solucion madre de 2 ppm en un
bal6n de aforo de 100 ml, posteriormente de esta solucion se tomaron alicuotas de 1, 2, 3, 5y 10 ml
y se depositaron en bales de 100 ml para la preparar los estandares de 0,02; 0,04; 0,06; 0,1y 0,2
ppm (mg/L) respectivamente.

Los estandares de plomo y cadmio se prepararon en un mismo balén y se aforaron con una solucion
de &cido nitrico al 2%, para lo cual en cada balon primero se colocaron las alicuotas de plomo desde
la de menor concentracién hasta la de mayor concentracién y luego de la misma forma las alicuotas
de cadmio.

La medicion de cada metal se realiz6 por separado. Para la medicién de plomo primero se encendio
el equipo de Absorcion Atomica (AA) de Ilama Thermo SCIENTIFIC iCE 3000 AA05170304 v1,
30 junto con el ordenador, luego se colocé la ldmpara de catodo hueco de Plomo, se abri6 la valvula
de gases aire-acetileno y se establecio la longitud de onda de 217 nm, seguidamente se corrio el
blanco de agua y los 5 estandares de menor a mayor concentracion para establecer la curva de
calibracion con r> mayor al 0,99. Posteriormente se corrieron el duplicado de las muestras digeridas
de suelo, raiz, forraje y leche; cada 20-22 muestras que ingresaban al equipo se leia un estandar para
garantizar la fiabilidad de las absorbancias.

La medicion de cadmio se realizd de la misma manera, con la diferencia que en el equipo de AA se

colocd la lampara de catodo hueco de cadmio y se estableci6 la longitud de onda de 228,8 nm.

2.2.15.2. Determinacion de Mercurio

A partir del estandar de mercurio de 1000 ppm (mg/L) o 1000 000 ppb (ug/L) se prepar6 la solucién
madre de 1000 ppb en un baldn de aforo de 100 ml, posteriormente, de esta solucién se tomaron
alicuotas de 0,4; 1, 2, 3, y 4 ml y se depositaron en balones de 100 ml para preparar los estandares
de 4, 10, 20, 30, 40 ppb respectivamente, luego se aforaron con una solucion de acido nitrico al 2%.
Para el funcionamiento del generador de hidruros que se encontraba acoplado al equipo de
Absorcidn Atémica se prepard una solucion de borohidruro de sodio al 0,6 % en hidréxido de sodio
al 0,5 % en un balén de 500 ml y una solucién de &cido clorhidrico al 10 % en un volumen de 500
ml.

La medicion de mercurio se realizé de la siguiente manera: se encendié el equipo de Absorcion
Atémica, se colocaron las soluciones antes mencionadas en el generador de hidruros,
posteriormente se coloco la lampara de catodo hueco de mercurio, se abri6 la valvula del gas argon

y se establecio la longitud de onda de 253,7 nm, seguidamente se corrié el blanco de agua y los 5
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estandares de menor a mayor concentracion para establecer la curva de calibracién con r2 mayor al
0,99. Posteriormente se corrié el duplicado de las muestras digeridas de suelo, raiz, forraje y leche;
cada 20-22 muestras que ingresaban al equipo se leia un estandar para garantizar la fiabilidad de las

absorbancias.

2.2.15.3. Determinacion de Arsénico

Para la determinacién de arsénico se prepar6 una solucion pre-reductora al 20 % de yoduro de
potasio (KI) y &cido ascorbico (C4Hg0g), para lo cual se disolvié 50g de Kl y C4Hg04 en agua
destilada, luego se aforé a 250 mL.

A partir del estandar de arsénico de 999 ppm (mg/L) o 999 000 ppb (ug/L) se preparé la solucién
madre de 300 ppb, a esta solucion se afiadié 10 mL de la solucién pre-reductora y se aforé a 1000
mL, posteriormente, de esta solucion se tomaron alicuotas de 1; 1,67; 3,33; 6,67 y 8,83 mL, se
depositaron en balones para preparar los estandares de 3, 5, 10, 20 y 25 ppb respectivamente, por
Gltimo, se afiadié 10 mL de HCI concentrado y se aforé a 100 mL con agua destilada.

Para la preparacién de las muestras, se tomd 16 mL de cada una y se colocaron en tubos falcon
previamente codificados, a continuacion, se afiadi6 2 mL de HCl y 2 mL de la solucién pre-
reductora, se homogenizo el contenido y se dejo reposar durante una hora.

Para el funcionamiento del generador de hidruros se preparé una solucion de borohidruro de sodio
al 0,7 % en hidroxido de sodio al 0,5 % en un balén de 500 ml y una solucién de &cido clorhidrico
al 50 % en un volumen de 500 ml. La medicién de arsénico se realiz6 de la siguiente manera: se
encendio el equipo de Absorcion Atdémica, se colocaron las soluciones antes mencionadas en el
generador de hidruros, posteriormente se colocé la ldmpara de catodo hueco de arsénico, se abrio la
valvula del gas de acetileno y se estableci6 la longitud de onda de 193,7 nm; seguidamente se corrio
el blanco de agua y los 5 estandares de menor a mayor concentracion para establecer la curva de
calibracion con r> mayor al 0,99. Posteriormente, se corri6 el duplicado de las muestras digeridas de
suelo, raiz, forraje y leche; cada 20-22 muestras que ingresaban al equipo se leia un estandar para

garantizar la fiabilidad de las absorbancias.

2.2.15.4, Determinacion de Selenio

A partir del estandar de selenio de 1000 ppm (mg/L) o 1000 000 ppb (ug/L) se preparé la solucion

madre de 300 ppb en un balén de aforo de 1000 ml, a esta solucion se afiadio 10 mL de HCl y se
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aford con agua destilada. Posteriormente, de la solucién madre se tomaron alicuotas de 2, 7y 10 mL
y se depositaron en balones de 50 ml para preparar los patrones de 12, 42 y 60 ppb respectivamente,
a la vez se colocd 0,5 mL de HCl y se aford con agua destilada.

Para preparar los estandares de 12, 42 y 60 ppb, se colocaron 5 ml de cada patron y 5 mL de HCI,
en balones de 25 mL, seguidamente se llevaron a bafio maria a una temperatura de 90 °C por 30
minutos, se dejé enfriar y se aforo con agua destilada.

Para el funcionamiento del generador de hidruros se preparé una solucion de borohidruro de sodio
al 0,6 % en hidroxido de sodio al 0,5 % en un balén de 500 ml y una solucién de &cido clorhidrico
al 10 % en un volumen de 500 ml.

La medicion de selenio se realiz6 de la siguiente manera: se encendié el equipo de Absorcién
Atomica, se colocaron las soluciones antes mencionadas en el generador de hidruros,
posteriormente se colocé la lampara de catodo hueco de selenio, se abrio la valvula del gas
acetileno y se estableci6 la longitud de onda de 196,0 nm, seguidamente se corrio el blanco de agua
y los 3 estandares de menor a mayor concentracion para establecer la curva de calibracion con r?
mayor al 0,99. Posteriormente se corri6 el duplicado de las muestras digeridas de suelo, raiz, forraje
y leche; cada 20-22 muestras que ingresaban al equipo se leia un estdndar para garantizar la

fiabilidad de las absorbancias.

2.2.16. Factores de bioconcentracién, translocacién y biotransferencia

Para cada metal pesado (Pb, Cd, Hg, As y Se) se calculé el factor de bioconcentracion,
translocacion y biotransferencia. El factor de bioconcentracion (BCF) se calculé dividiendo la
concentracion del metal en la raiz para la concentracion del metal en el suelo, el factor de
translocacion (TF) se calcul6 dividiendo la concentracién del metal en la parte comestible para la
concentracion del metal en la raiz, por Gltimo el factor de biotransferencia (BTF) se determind
dividiendo la concentracion del metal en la leche para el consumo promedio diario del metal

(mg/dia), en este valor se consideré que una vaca al dia consume un promedio de 10Kg de forraje
(Castro et al., 2018, p.472).

2.2.17. Evaluacion de los parametros de riesgo para la salud

El coeficiente de peligro objetivo (THQ), el indice de peligro (HI) y la ingesta diaria estimada
(EDI) de los metales analizados (Pb, Cd, Hg, As y Se) se determind en base a su concentracion

promedio y a los datos de consumo que se estimaron accediendo a la FAOSTAT (tabla 1-2). El
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consumo per capita de la leche segun el Ministerio de Agricultura del Ecuador (2018) es de 110
L/persona/afio, este valor de suministro de leche se dividio por los 365 dias del afio y el resultado se
multiplicé por 1000 para la conversién a mL; por Gltimo, este valor obtenido se multiplico por la
densidad de la leche (1,03 g/ml) para la conversidn a gramos (Antoine et al, 2017). EI resultado es una
ingesta de 309 g / capita / dia que es la tasa de ingestion (F;g) de leche en Ecuador.

Para calcular el EDI y el THQ es necesaria una dosis de referencia oral para cada uno de los
metales, los cuales estan establecidos en la EPA de los Estados Unidos “Revisidn de los procesos

de dosis de referencia y concentracion de referencia”.

Tabla 1-2: Datos de consumo de leche.

Datos de consumo Unidad Valor
Frecuencia de exposicion ( Ef, ) dias 365
Duracion de la exposicién (Ed) afios 70
Tasa de ingesta Diaria ( Fig ) g/dia 309
Dosis de referencia oral (Rfd ) mg/kg dia 0,001 Pb
0,002 Cd
0,0003 Hg
0,0003 As
0,005 Se
Peso corporal promedio ( BW, ) kg 70
Tiempo de exposicion promedio ( ATn) dias 25500

Fuente: FAO STAT citado en Antoine et al, 2017.

Para el calculo del THQ y EDI se remplazaron los datos de la tabla 1-2 en las siguientes formulas,

donde C es la concentracién promedio (ppm) de cada metal obtenido en la investigacion.

EpprXEgXFpXC x 10_3 ED] = (CXFIR)

THQ =
¢ RfDXBWyxATy, BW,

Para la obtencién del valor del HI se sumo los THQ individuales de los elementos evaluados para la

leche.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Analisis de encuestas
3.1.1. Seccién 1: Datos Personales

Edad
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§ - 19% 19%
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Personas encuestadas

]

Gréfico 1-3. Edad de las personas encuestadas.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

La encuesta denominada “Plan de muestreo” fue aplicada a 43 personas de la Parroquia Bilbao. El
28% de las personas encuestadas presentan una edad entre 28 y 34 afios, el 19% presentan una edad
de 35-41 afios y de 49-55 afios respectivamente. Un 9% comprende edades de 21-27 afios, 42-48
afios, y 56-62 afios respectivamente, el 7% restante presenta una edad de 14-20 afos. Esto indica

que la mayor parte de la poblacion encuestada presenta de 28-34 afios.
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Gréfico 2-3. Habitantes por hogar de las personas encuestadas.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

El 60% de las personas encuestadas manifiestan que los habitantes por hogar son de 5-6 personas, el
30 % expresan que los habitantes por hogar son de 3-4 personas y el 10 % restante expresa que los
habitantes por hogar se encuentran de 1-2 personas. Esto indica que la parroquia Bilbao presenta

mayoritariamente hogares con 5 0 6 miembros.

3.1.2. Seccién 2: Desarrollo

Pregunta N°1: Indique en qué comunidad de la parroquia Bilbao vive usted.
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Gréfico 3-3. Comunidades de la parroquia Bilbao en las que viven las personas

encuestadas.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Interpretacion:

El 51% de las personas encuestadas viven en el Centro parroquial, seguido del 28% que vive en la
comunidad de Santa Cruz y un 7 % en las comunidades de Motilones, Yuibug y Chontapamba,
respectivamente. Dando a entender de esta manera que las zonas méas pobladas de la parroquia

Bilbao son el Centro parroquial y Santa Cruz.

Pregunta N°2: ;Qué tipo de actividad agropecuaria realiza?
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Grafico 4-3. Actividades agropecuarias de la parroquia Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

El 56 % de los habitantes encuestados tienen como principal actividad agropecuaria la agricultura 'y
ganaderia, el 35% se dedica Unicamente a la actividad agricola, mientras que solo el 9% de los
encuestados se dedican a la ganaderia; los pobladores que desarrollan en mayor porcentaje las dos
actividades agropecuarias son del Centro Parroquial en un 26% y Santa Cruz en un 16%, respecto a
las otras comunidades. Llevando a concluir que la principal actividad agropecuaria de Bilbao es la

agricultura.
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Pregunta N°3: ;Qué productos agricolas cultiva usted?
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Grafico 5-3. Productos agricolas cultivados en la parroquia Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

A nivel agricola los cultivos predominantes en la zona son tomate de arbol, fréjol y pasto; el 39 %
de los encuestados se dedican al cultivo de tomate de arbol, el 20 % al cultivo de fréjol, un 17 % al
de pasto, el 15%.de las personas encuestadas optd por la opcion de otro en la que mencionaron que
sus cultivos son de mora y granadilla, en Gltimo lugar se encuentra el cultivo de maiz con un 9%. El
cultivo de pasto, el cual va a ser analizado en este estudio es el tercer cultivo predominante en la

parroquia Bilbao.

Pregunta N°4: ;Cual es la extension del terreno cultivable que usted posee?
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Graéfico 6-3. Extension de terreno cultivable de la parroquia Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Interpretacion:

Del total de las personas encuestadas el 72% cuenta con una extension de terreno cultivable menor a
5 cuadras, el 9% cuenta con una extension superior a 20 cuadras, el 7% de los encuestados tiene una
extension de 16 a 20 cuadras, el 5% tiene de 5 a 10 cuadras y, por dltimo, el 2% tienen de 11 a 15
cuadras de terreno. Los terrenos cultivables con una extension superior a 16 cuadras se encuentran

en las comunidades de Motilones, Chontapamba y Santa Cruz.

Pregunta N°5: ¢ Qué tipo de plaguicida utiliza?
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Gréfico 7-3. Plaguicidas utilizados en la parroquia Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

Los plaguicidas mayormente utilizados son el sello amarillo con un 40 %, seguido del sello rojo con
un 26%, el sello azul es utilizado en un 14 % y con un 12 % el sello verde. Las comunidades que
mas uso hacen de estos quimicos son Santa Cruz y el Centro Parroquial. Lo que lleva a concluir que
los plaguicidas mayormente utilizados pertenecen a la categoria Il (amarillo) y a la categoria | (rojo)
los cuales son moderadamente peligrosos Yy extremadamente peligroso, respectivamente;

suponiendo un riesgo para la salud, por un uso inadecuado de plaguicidas.

71



Pregunta N°6: ¢Cuél es el nombre de los plaguicidas que usted utiliza con mas

frecuencia en sus cultivos y por que?
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Grafico 8-3. Nombres de plaguicidas utilizados en la parroguia Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Grafico 9-3. Motivo de uso de plaguicidas.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

Los plaguicidas mas utilizados en los cultivos por las personas encuestadas son: Kafién con un 23%,
Daconil y Curacron con un 19%, Corbat con un 12%; estos plaguicidas son utilizados
principalmente para el control de plagas e insectos con un 40%, para la lancha y prevencién de
hongos con un 12 %, control de maleza y prevencion de enfermedades con un 5%. La gran mayoria
de plaguicidas utilizados pertenecen a la categoria Il (moderadamente peligroso); a partir de estos
datos se concluye que los usos de estos plaguicidas tienen como objetivo evitar la pérdida de los
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cultivos a causa de las plagas y por ende evitar pérdidas econémicas, debido a que la agricultura es

la principal fuente econémica de la parroquia Bilbao.

Pregunta N°7: ¢ Cada qué tiempo realiza la fumigacion con plaguicidas en sus terrenos?
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Grafico 10-3. Frecuencia de fumigacion de los cultivos de la parroquia

Bilbao.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

Con respecto a la frecuencia de fumigacion de los sembrios con plaguicidas, el 49 % de las personas
encuestadas lo realizan cada 15 dias, el 33% lo realiza cada mes, el 7 % cada 3 meses y el 6 % cada
6 meses. De esto se deduce que un gran porcentaje de personas encuestadas fumigan sus cultivos
dos veces al mes lo que puede suponer un riesgo para la salud debido a que los plaguicidas
utilizados son moderada y severamente peligrosos.
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Pregunta N°8: ¢ Cuantas cabezas de ganado posee?
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Grafico 11-3. Nimero de cabezas de ganado.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

En la actividad ganadera, el 81 % de las personas encuestadas poseen ganado vacuno, de las cuales
el 40 % posee de 1 a 3 cabezas de ganado, el 26% posee de 7 a 10, el 14% tiene de 4 a 6, el 11%
tiene mayor a 20 y el 9% de 11 a 20 cabezas de ganado. Las personas que poseen una cantidad de
cabezas de ganado superior a 11 se encuentras ubicadas en las comunidades de Motilones,
Chontapamba y Yuibug. Cabe recalcar, que una parte del ganado de Bilbao es lechereo y otro
porcentaje es destinado a la produccién de carne.

Pregunta N°9: ;Cuél es la raza de su ganado?
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Gréfico 12-3. Raza del ganado vacuno.

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Interpretacion:

El 38% del ganado es de raza Holstein-Friesian, el 41% corresponde a una raza cruzada, el 6 % es
Brown Swiss y el otro 15% corresponde a la raza Jersey. De estos datos obtenidos se puede concluir
que el ganado predominante en la parroquia Bilbao es una cruza de varias razas, este se puede deber
a que el costo econdmico es menor en comparacién con la compra de un ganado de raza pura, en
segundo lugar, se encuentra la raza Holstein, la cual se caracteriza por tener una buena
adaptabilidad y una buena produccién de leche y de carne, siendo este uno de los motivos por el
cual los pobladores de la parroquia adquieren este tipo de ganado.

Pregunta N°10: ¢Qué tipo de actividad agricola realiza para la alimentacion de su ganado

vacuno?
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Grafico 13-3. Alimentacion del ganado vacuno.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

La principal actividad agricola realizada para la alimentacion de ganado vacuno en las cinco
comunidades es el cultivo de pasto con un 73%, los cultivos de maiz y de alfalfa son
complementarios para la alimentacion del ganado. Por tal motivo es indispensable la realizacion del
estudio de pasto ya que al ser consumido por el ganado se puede dar la transferencia de varios
metales pesados los cuales pueden ser excretados a través de la leche y de esta manera estar
presentes a la cadena alimentaria lo que puede generar riesgos en la salud al encontrarse en

concentraciones elevadas.
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Pregunta N°11: ; Cuantos litros de leche al dia produce su ganado?
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Gréfico 14-3. Litros de leche producidos al dia.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

Del total de personas encuestadas el 65% se dedican a la actividad ganadera (gréafico 4-3), de este
porcentaje el 60% tienen ganado lechero. Del total de encuestados que poseen ganado lechero el
42% produce de 10-20 L al dia, el 15% produce de 21-15%, el 23% produce de 41-80L y el 19%
produce méas de 80 L. Por lo que se concluye que la ganaderia de la parroquia Bilbao esta dedicada
en mayor porcentaje a la produccion de leche. Las personas con mayor produccion lechera (> 80 L
al dia) se encuentran en la comunidad de Motilones (8%), Santa Cruz, Centro Parroquial y

Chontapamba con un 4% cada una.

Pregunta N°12: La leche que su ganado produce tiene alguna linea de distribucion
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Graéfico 15-3. Lineas de distribucion de la leche producida en Bilbao.

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Interpretacion:

Del total de personas que tienen produccion lechera el 54 % no tiene linea de distribucion y el 45 %
si tiene. Las personas que no tienen linea de distribucién son aquellas que su produccion de leche al
dia no supera los 20 L o aquellas personas que utilizan su leche para elaboracién de quesos o

diversos productos lacteos de forma artesanal.

PreguntaN°13: ;Cudles son las lineas de distribucion de la leche que produce?
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Grafico 16-3. ;Cuales son las lineas de distribucion de la leche que produce?
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

Respecto a las lineas de distribucion el 50% de los encuestados venden su producto a centros de
acopio, el 19% lo destina a la produccion de quesos, yogurt y mantequilla y el otro 23 % lo destina
al consumo familiar. Por lo que se puede decir que las personas con mayor produccion lechera son
aquellas que venden la leche a centros de acopio, mientras que las personas con menor produccion

lo utilizan para a la elaboracion de derivados lacteos y para consumo familiar.
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Pregunta N°14: ¢ Con qué frecuencia consume la leche producida en el sector?
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Grafico 17-3. Frecuencia del consumo de leche.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

Interpretacion:

El 44 % de los encuestados indican que la leche producida en el sector es consumida de 1 a 2 veces
al dia, mientras que el 7 % indica que consumen leche de 2-3 y mas de 3 veces al dia. De estos
datos se concluy6 que la leche es un alimento fundamental en la dieta de los pobladores de la
parroquia Bilbao y por ende fue necesario realizar un analisis fisicoquimico para conocer si cumple

con la normativa vigente en el Ecuador INEN 9.

Pregunta N°15: ¢ Qué tipo de actividades pecuarias realiza en su comunidad?
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Gréfico 18-3. Tipos de actividades pecuarias.
Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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Interpretacion:

Con respecto a la actividad pecuaria el 34 % de encuestados se dedican a la crianza de ganado
vacuno, el 23 % se dedica a la crianza de cuyes y conejos, el 21 % a la crianza de ganado porcino,
19 % a la crianza de aves de corral y, por ultimo, el 9 % eligié la opcién otro en la cual algunos
encuestados mencionaron la crianza de borregos. Con estos resultados se deduce que la principal
actividad agropecuaria desarrollada en Bilbao es la crianza de ganado vacuno por lo cual este
estudio se enfocd en la determinacion de metales pesados consumidos por el ganado vacuno y asi

analizar cudl es la incidencia en la cadena alimentaria.

3.2.  Resultado del disefio experimental de muestreo

Para este estudio se tomaron en cuenta 7 puntos de muestreo correspondientes a la Parroquia
Bilbao, los cuales se encuentran distribuidos entre las comunidades de Santa Cruz, Chontapamba,

Motilones y Yuibug. De cada punto se tomaron muestras de tres matrices: suelo, forraje y leche.

Tabla 1-3: Identificacion de los puntos de muestreo de la parroquia Bilbao.
PARROQUIA BILBAO

Comunidad N ° de Identificacion CoordenadasY
Santa Cruz 1 778437,9 9840400,7
Santa Cruz 2 791245 39960,0
Motilones 3 78921,0 38614,1
Motilones 4 77861,8 39786,0
Chontapamba 5 78990,6 38164,8
Chontapamba 6 77620,4 38506,1
Yuibug 7 77100,0 36790,2

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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3.3.  Resultados de los analisis fisicoquimicos del suelo

Tabla 2-3: Resultados del analisis fisicoguimico de las muestras de suelo.

pH CE MO Dr Da Textura
Muestra (dS/m) (%) (g/cm?®) (g/cm?3)
S01 596 b 0,08 b 0,3501 e 2,4100 a 1,1367 a Franco arenoso
S02 579a 0,06 ab 0,3049 ¢ 2,4767 b 1,2167 b Franco
S03 570a 0,05ab 0,3255d 2,3967a  1,2500 bc  Franco arenoso
S04 6,36 0,02a 0,0853 a 2,5033 ¢ 1,2933 ¢ Franco limoso
S05 7,41d 0,39¢ 0,3670 f 2,4967 c 1,1500a  Franco arenoso
S06 6,06 b 0,08 b 0,1175b 2,6233d 1,3600d Franco arenoso
SO7 6,38 C 0,03 ab 0,0873 a 2,6633 e 1,5000 e Franco arenoso
F-ANOVA 206,188 169,160 4344811 563,933 101,415
— — — — —

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

S= Muestra de suelo, pH= Potencial de hidrogeno, CE= Conductividad eléctrica, MO= Materia organica, Dr= Densidad real, Da=
Densidad aparente

*** Diferencia significativa con un 99,9 % de confiabilidad.

a, b, c, d, e, f Letras pertenecientes a cada grupo.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las diferentes matrices se realiz6 mediante el
software SPSS 5.0. Las pruebas estadisticas realizadas en los datos obtenidos de los analisis de las
diferentes matrices fueron el analisis de varianza ANOVA para determinar si existe diferencia
significativa entre las medias de cada punto de muestreo para una variable o tratamiento dado, a la
vez se realizd la prueba de rango post hoc para identificar subconjuntos homogéneos de las medias
que no se diferenciaban entre si , los grupos fueron separados por letras, y finalmente se aplicé la
prueba de TUKEY-b para hacer comparaciones entre pares de tratamientos o variables

En la tabla 2-3 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos de las muestras suelos
desarrollados en los laboratorios de la ESPOCH.

3.3.1. Densidad real

La Densidad real (Dr) designa la densidad especifica de la fase sélida del suelo. El valor promedio

de las distintas particulas presentes en el suelo es de 2.65 g/cm?® (Andrades et al., 2015: p.35).
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Las variaciones a las que esta sometida la densidad real estan relacionadas con el contenido de
materia organica y la composicion mineraldgica. La densidad del humus es baja: 1,2 a 1,7 g/cm?,
mientras que la presencia de minerales pesados cuya densidad es elevada puede superar al promedio
sefialado con un valor de 2,75 g/cm®. De esta forma la densidad varia segln el tipo de suelo, los
arenosos presentan entre 2,63 - 2,67 g/cm?; los limosos entre 2,65 — 2,70 g/cm?; los arcillosos entre
2,67 - 2,90 g/cm?® y los organico menor a 2 g/cm? (Villasefior, 2016, pp.52-55).

Los resultados de Densidad real (Dr) de las muestras de suelo (tabla 2-3), presentan una diferencia
significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 % y forman varios grupos separados por
letras con caracteristicas similares. Los suelos del grupo “a, b y ¢” presentan una Dr ligeramente
inferior respecto al rango de referencia de los suelos con textura franco-arenoso mientras que los
suelos de los grupos “d y €” presentan un Dr propia de los suelos con textura franca arenosa. La
disminucion de la Dr de los grupos “a, b y ¢” se debe a que presentan mayor porcentaje de MO
respecto a los otros grupos.

3.3.2. Densidad aparente

La densidad aparente (Da) de un suelo siempre es inferior a la densidad real, incluye huecos y poros
que contenga, aparentes o no, su valor depende de la textura, de la estructura del suelo y de su
contenido en materia organica (Andrades et al., 2015: p.53).

Suelos con valores altos de Da determinan un ambiente pobre para el crecimiento de raices, debido
a la poca aireacion y una baja infiltracion del agua en el suelo pudiendo provocar anegamiento,
anoxia y que las raices tengan dificultad para elongarse y penetrar hasta alcanzar el agua y los
nutrientes. Mientras que valores bajos son propios de suelos porosos, bien aireados, con buen
drenaje y buena penetracién de raices, lo que permite un buen desarrollo de las mismas (Rubio, 2019,
pp.22-23).

Los valores de referencia de Da con relacion a la textura son: suelos franco-arenoso menor (<) a 1,6
g/cm? suelos francos y franco-limosos menor (<) a 1,4 g/cm?® (USDA, 2015).

Los resultados de Densidad a (Da) de las muestras de suelo (tabla 2-3), presentan una diferencia
significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 % y forman varios grupos separados por
letras. Todos los suelos presentan una Da dentro del valor referencia de los suelos franco-arenosos,
franco y franco limosos lo que indica una porosidad, aireacion, drenaje y penetracion de raices
adecuada para el desarrollo vegetal. Los grupos “d y €” presentan mayor Da debido a que la MO de

estos suelos es relativamente baja.
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333. pH

Los resultados del potencial de hidrégeno (pH) de las muestras de suelo (tabla 2-3), presentan una
diferencia significativa entre si, con un nivel de confianza del 99,9 % debido a que varios puntos
coinciden formando subconjuntos iguales, esta similitud se debe a que la Parroguia Bilbao es una
zona afectada por la actividad del volcan Tungurahua y por ende el suelo posee una gran cantidad
de ceniza volcanica. La acidez de la ceniza puede variar entre volcanes y erupciones, al encontrase

en el suelo aporta una elevada concentracién de azufre y por ende una acidificacion del suelo
(Servicio Geologico de los Estados Unidos, 2015).

La normativa nacional vigente Acuerdo Ministerial 097-A menciona que el intervalo 6ptimo de pH
para los cultivos es de 6-8 es decir neutro o proximo a la neutralidad, debido a que los suelos
presentan una mejor disponibilidad de nutrientes, ademdas de encontrase en un equilibrio mas
adecuado (Andrades y Martinez, 2014: pp.16-17).

Del total de las muestras de suelos analizadas solo la muestra S05 esta en el rango de neutralidad
con un valor de 7,41; las muestras pertenecientes a los grupos “b” y “c” estan en un rango de acidez
de 5,5a 6,5 cumpliendo con lo establecido en la normativa; sin embargo, las muestras del grupo “a”
presentan un valor de pH inferior a 6 lo que puede generar dificultad en la absorcion de nutrientes,
crecimiento de la planta y desarrollo radicular.

Los suelos analizados al ser en su mayoria acidos tienden a ser susceptibles a tener concentraciones
elevadas de aluminio, manganeso y hierro, lo que disminuye la asimilacion de fésforo, nitrégeno,
sulfatos y molibdatos por parte de los cultivos, debido a que se forman precipitados insolubles
(Moncada, et al., 2016, p.26). Por tal motivo, las concentraciones de fosforo en el forraje analizado estan
debajo del rango establecido. La adsorcion de MP en el suelo es dependiente del pH, al cumplir la
mayoria de las muestras con los rangos establecidos, la adsorcion de MP en la superficie del suelo
es buena, por lo tanto, los metales no regresan en gran porcentaje a la solucion del suelo de la cual
una parte es absorbida por la planta (Rodriguez, et al., 2019, p.41), por tal motivo, en la determinacion de
metales pesados en el forraje por espectroscopia de absorcion atémica se hallé concentraciones solo

de selenio, a pesar de encontrar arsénico y selenio en suelo.

3.3.4. Conductividad eléctrica

La determinacion de la conductividad eléctrica (CE) permite conocer la cantidad de sales presentes
en el suelo, debido a que un exceso de estas dificulta el correcto desarrollo de las plantas. La

normativa nacional vigente en el Acuerdo Ministerial 097-A, establece una CE limite para suelos de
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2 mmhos/cm = 2dS/m, por tal motivo todos los grupos de muestras estan dentro del rango normal y
son considerados suelos no salinos, ademas esto nos indica que los suelos presentan un caracter
ligera y moderadamente acido.

Ademas, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) menciona que una CE

entre 0-0,8 dS/m es dptimo para el crecimiento de cualquier tipo de planta.

3.3.5. Materia orgénica

La materia organica (MO) de los suelos influye decisivamente en sus propiedades fisicas (retencién
de agua, estructuracién y aireacion del suelo), quimicas (C.1.C., poder de amortiguacién del suelo,
etc.) y bioldgicas. El contenido de MO en la mayoria de los suelos fértiles oscilaentreel 1y 5%y
varia de suelo en suelo dependiendo del material vegetal, de la textura del suelo (% arcilla) y del pH
(determina la mayor o menor existencia de microorganismos) (Andrades et al., 2015: p.61).

Los resultados de materia orgénica (MO) de las muestras de suelo (tabla 2-3), presentan una
diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 % y forman varios grupos
separados por letras. Todos los suelos presentan un porcentaje de MO por debajo del rango dptimo
para el desarrollo adecuado de los forrajes. Esta deficiencia de MO dificulta en el caso de los suelos
arenosos el desarrollo de una buena estructura del suelo, desfavoreciendo la aireacion y la
capacidad de retencion de agua. Los datos obtenidos reportan ademas un porcentaje de MO
muy bajo para el tipo de textura encontrado, puesto que un contenido normal de MO en
suelos francos oscila entre 1,5y 2 % y en suelos arenoso entre 1,2-1,7 %.

Estos resultados se relacionan por un lado con la capa de ceniza observada a lo largo del horizonte
A en la toma de muestras y con los niveles deficientes de fosforo y moderadamente de potasio

encontrados en los forrajes.

3.3.6. Textura

La textura es una propiedad que influye en la fertilidad de los suelos al influir en la aireacion,
capacidad de retencion de agua y capacidad de retencion de nutrientes. En funcion de la textura los
suelos presentaran mayor o menor productividad (Andrades, 2014, p.16).

Segun la clasificacion de textura del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA),
el 72% de los suelos analizados son franco-arenosos, con porcentajes promedio de arena de 59,5;

limo 34,7 y arcilla 4,9; estos suelos son incapaces de almacenar suficiente agua para el crecimiento
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adecuado de las plantas, ademas que tienden a perder nutrientes minerales por lixiviacién hacia el
subsuelo. Este tipo de textura hace que el rendimiento de los pastizales sea medio.

El otro 14 % de los suelos analizados presentan textura franca con porcentajes promedio de arena de
46,7 %; limo 45,6 % y arcilla 7,7 %; esta textura permite un rendimiento alto en los pastizales al ser
suelos con excelentes depdsitos de agua y reserva de minerales que pueden ser utilizados con
facilidad por los vegetales, ademas las condiciones de aireacion y exploracion de las raices se
encuentran favorecidas. Por Gltimo, el 14% de los suelos analizados restantes son franco-limosos
con porcentajes promedio de arena de 40,2; limo 51,6 y arcilla 8,2. Al igual que los suelos franco-
arenosos presentan un rendimiento medio en los pastizales por una aireacion insuficiente y

problemas de infiltracion para el crecimiento normal de las plantas.
3.4.  Resultados del andlisis de macronutrientes y metales pesados en el suelo
En la tabla 3-3 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos de las muestras suelos

desarrollados en los laboratorios de la ESPOCH.
Tabla 3-3: Resultados de macronutrientes y metales pesados en suelo.

K P C N Pb Cd Hg As Se
(%) (%) (%) (%) (PP (ppm)  (ppb)  (ppb) (ppb)
Muestra m)
S01 0,0933 d 0,0322 ¢ 1,4695 a 0,2450 a <10 <0,5 <100 54,94 a <300 a
S02 0,1026 e 0,0241 a 1,0955 a 0,2735 a <10 <0,5 <100 398,86 g <300 a
S03 0,0862 b 0,0239 a 1,385a 0,6785ab <10 <0,5 <100 359,46 f <300 a
S04 0,0853 a 0,0302 ¢ 0,5190 a 0,8700 b <10 <0,5 <100 314,23 e <300 a
S05 0,1102g 0,0299bc  1,3760a 1,0310 b <10 <0,5 <100 280,88 d 407,69d
S06 0,0908c  0,0299bc  0,9615a 0,9280 b <10 <0,5 <100 111,14 b 333,42 ¢
S107 0,1073 f 0,0263 ab 0,6740 a 1,2290 b <10 <0,5 <100 157,13 ¢ 324,71 b
F- 2563,625 19,111 4,067 12,663 17401,06 2079,596
ANOVA ok bl NS fola 4 *xx ok

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

S= Muestra de suelo, K= Potasio, P= Fésforo, C= Carbono, N= Nitrdgeno, Pb= Plomo, Cd= Cadmio, Hg= Mercurio, As= Arsénico, Se=
Selenio

*** Diferencia significativa con un 99,9 % de confianza

** Diferencia significativa con un 99 % de confianza

NS= No existe diferencia significativa

a, b, c, d, e f, g Letras pertenecientes a cada grupo
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3.4.1. Potasioy Fésforo

El potasio en el suelo se encuentra en cuatro formas, las cuales difieren en su disponibilidad para los
cultivos. De mayor a menor disponibilidad esta: el potasio en solucién, el potasio intercambiable, el
potasio no intercambiable y el potasio mineral (Garcia y Quinke, 2012: p.10). El potasio intercambiable y
en solucién constituye el potasio disponible para la nutricion de las plantas, el rango normal en
porcentaje se encuentra entre 0,1 y 2%. La disponibilidad del potasio se encuentra a un pH entre 6 y
10 (Hernandez et al., 2010: pp-5-15).

Los resultados de potasio (K) de las muestras de suelo (tabla 3-3), presentan una diferencia
significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 % y forman varios grupos separados por
letras. Los suelos del grupo “e, f y g” presentan una concentracion de potasio dentro del rango
normal, los valores obtenidos se encuentran entre 0,1026 y 0,1102 %. EI pH de los suelos de estos
grupos se encuentra entre 5,70 y 7,41 medio donde el potasio estéa disponible.

Por otro lado, los grupos “a, b, ¢, d” presentan una concentracién de potasio deficiente, los valores
hallados de 0,0853 - 0,0933% se encuentran por debajo del 0,1%. La deficiencia de este elemento se
debe a que los suelos de dichos grupos presentan un pH inferior al 6,36 medio donde el potasio no
se encuentra disponible.

El fésforo al igual que el potasio es también un elemento fundamental para la nutricion de las
plantas. De acuerdo a su disponibilidad mediata o inmediata para los cultivos este elemento se
clasifica en soluble, intercambiable e insoluble. Las formas solubles que son las més disponibles se
presentan como fosfatos diacidos (H2PO4 7) y monoacidos (HPO, =). La concentracién del fosforo
total generalmente es alto pero las concentraciones disponibles son muy bajas debido a las
diferentes reacciones que ocurren en el suelo, un rango normal se varia entre 0.02 y 0.08% (Nolasco,
2016, p.3).

Los resultados de fosforo (P) de las muestras de suelo (tabla 3-3), presentan una diferencia
significativa entre si con un nivel de confianza del 99 % y forman varios grupos separados por
letras. Todos los grupos de suelos presentan un porcentaje de fosforo adecuado, los valores
obtenidos se encuentran entre 0,02% y 0,03%. Estas concentraciones un tanto bajas se deben a que
el pH de las muestras de suelo se encuentra entre 570 y 7,4 y el medio més favorable para la

disponibilidad de fésforo es a un pH de 6,5a 7,5.
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3.4.2. Carbono y Nitrégeno

Los resultados de carbono (C) en las muestras de suelo (tabla 3-3), no presentan diferencia
significativa entre si, por lo que todos los resultados se encuentran en un solo grupo; los porcentajes
obtenidos son bajos los cuales estan entre 0,5190%-1,4695%; el Departamento de agricultura de
Australia (2013) menciona que la concentracion de C puede ser tan bajo como 0,3% en suelos
deseérticos y alto como 14% en suelos productivos. Ademas, existe una relacion inversamente
proporcional en la mayoria de los resultados entre el % C y la densidad aparente, es decir a menor
%C existe un mayor valor de densidad aparente.

El COS (carbono organico del suelo) es indispensable para la fertilidad del suelo, ademés se
encuentra asociado a la materia organica debido a que esta contribuye a la retencién, renovacion de
nutrientes y al secuestro de carbono; aproximadamente el 45% de materia organica existe como C
(Departamento de agricultura de Australia, 2013). Por lo que se puede deducir que el %C presente en las
muestras es bajo debido a que la materia organica en el suelo analizado es menor al 0,5%. Ademas,
los suelos de Bilbao analizados tienen un mayor porcentaje de arena lo que limita la retencién de C,
debido a que la materia orgénica tiende a descomponerse mas rapido porque no se encuentra
protegida a diferencia de los suelos con elevada cantidad de arcilla que tienen la propiedad de
proteger la materia organica.

El nitr6geno (N) es un macronutriente esencial para el correcto desarrollo de la planta, en el suelo se
encuentra presente en forma organica (98%) e inorganica (2%), siendo las formas absorbibles de N
por las plantas los nitratos(NO3) y amoniaco (NH) (Bonadeo et al., 2017: p.245). Los resultados del
porcentaje de N presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de confianza del 95%,
existiendo varios puntos que coinciden formando subconjuntos, en el grupo “a” estan las muestras
con un porcentaje de N de 0,2%, en el grupo “b” estan las muestras con un porcentaje mayor a 0,8%
y en el grupo “ab” esta la muestra SO3 con un porcentaje intermedio, con estos datos se puede decir
gue el suelo no presenta deficiencias de N, ya que diversos autores mencionan que el contenido de
N en la capa arable de la mayoria de los suelos cultivados es de 0,02 a 0,4 %,sin embargo algunas

muestras presentan un exceso el cual no es considerado como toxico (Bonadeo et al., 2017: pp. 245-246).

3.5. Resultados de Metales Pesados en suelo

El Acuerdo Ministerial 097 Anexo 1 (2015), documento que regula los criterios de calidad

ambiental que deben cumplir los suelos, establece que los limites de concentracion de metales

86



pesados tales como plomo, cadmio, mercurio, arsénico y selenio en ppm (mg/Kg) son de 19; 0,5;
0,1; 12 y 1 respectivamente.

Los resultados de la concentracién de arsénico y selenio de las muestras de suelo (tabla 3-3),
presentan una diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %. Los resultados
de las concentraciones de plomo, cadmio, mercurio, arsénico y selenio de las muestras de suelo se
encuentran por debajo del limite de deteccion del método aplicado y por debajo de limite maximo

permisible establecido por la norma ecuatoriana.

3.6. Resultados de Metales Pesados en la raiz

En la tabla 4-3 se muestran los resultados de los anélisis de metales pesados realizados en las

muestras de raiz.

Tabla 4-3: Resultados de metales pesados en las muestras de raiz.

Pb Cd Hg As Se
Muestra (Ppm) (Ppm) (Ppb) (Ppb) (Ppb)
RO1 <10 <05 < 100 <75 317,93 a
RO2 <10 <05 < 100 <75 350,94 b
RO3 <10 <05 < 100 <75 406,93 ¢
R04 <10 <05 < 100 <75 1023,29 g
RO5 <10 <05 < 100 <75 485,06 d
R06 <10 <05 < 100 <75 638,80 e
RO7 <10 <05 < 100 <75 814,57 f
F-ANOVA 69171,726

*k*k

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
*** Diferencia significativa con un 99,9 % de confianza

a, b, c, d, e f, g Letras pertenecientes a cada grupo

La Norma Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NTE INEN-CODEX
193 (2013) establece que en las raices los limites maximos de concentracion de metales pesados
tanto para el plomo como para el cadmio son de 0,1 ppm (mg/Kg). Esta norma no establece los
limites maximos de concentracion para mercurio, arsénico y selenio. Por su parte el Mercado

Comun del Sur MERCOSUR GMC/RES. N° 12/11 establece que el limite maximo de
87



concentracion de arsénico en raices es de 0,2 ppm (mg/Kg) y el Acuerdo Ministerial 097 Anexo 2
(2015), que regula los criterios de calidad del agua para consumo humano y doméstico, establece
gue los limites de concentracién de mercurio y selenio son de 0,006; y 0,01 ppm (mg/Kg)
respectivamente.

Los resultados de las concentraciones de selenio en las muestras de raiz (tabla 4-3), presentan una
diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %. Dichos valores superan
el limite maximo permisible establecido por la norma ambiental ecuatoriana de agua. Por su parte
las concentraciones de arsénico a pesar de encontrarse por debajo de limite de deteccion del
método no superan el limite maximo permisible establecido por la norma ambiental ecuatoriana de
agua. El resto de los metales (plomo, cadmio, y mercurio) presentan concentraciones por debajo del
limite de deteccion del método aplicado, y al no obtener valores numéricos como tal no se puede
realizar un analisis comparativo con los limites maximos permisibles establecidos por las diferentes

normas.
3.7.  Resultados de los analisis fisicoquimicos de forraje
En la tabla 5-3 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados en las muestras

de forraje.

Tabla 5-3: Resultados de los andlisis fisicoquimicos de muestras de forraje.

pH CE MO
Muestra

(dS/m) (%)
FO1 592a 7,25¢ 84,31 a
F02 6,09d 5,07c 87.61c
F03 5,98 b 474 b 86,57 b
F04 6,10d 476 b 90,25 e
F05 6,04 c 7,94 f 88,29 d
F06 6,14 e 6,48 d 84,43 a
FO7 597b 4,33 a 87,57 ¢
203,963 6694,524 275,417

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
F= muestra de forraje, pH= Potencial de hidrogeno, CE= Conductividad eléctrica, MO= Materia organica.
*** Diferencia significativa

a, b, c, d, e, f Letras pertenecientes a cada grupo
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37.1. pH

La determinacion de pH en las muestras de tejido vegetal permite conocer el estado de salud de la
planta, el rango adecuado es el proximo a la neutralidad (6-7), siendo el valor 6ptimo de 6,4. La
planta se vuelve susceptible a contraer enfermedades al disminuir el pH, ya que se derivan diversos
problemas con los nutrientes (Westelab, 2018).

Los valores del pH en el forraje analizado presentan una diferencia significativa entre si, con un
nivel de confianza del 99,9 %, los resultados estan dentro del rango &cido, de los cuales las muestras
del grupo a y b son moderadamente acidas y las del grupo c, d y e son ligeramente &cidas (Tabla 5-
3).

Los resultados obtenidos son muy cercanos e inclusive algunos inferiores al limite mas bajo
establecido por bibliografia, siendo esta una de las posibles causas para que la concentracion de
fosforo en el forraje sea baja y por ende el correcto desarrollo de la planta se vea afectado.

3.7.2. Conductividad eléctrica

Los valores de conductividad eléctrica (CE) obtenidos de los extractos acuosos de forraje presentan
una diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %,; los resultados de CE de
todos los grupos (tabla 5-3) oscilan entre 4,33-7,94 dS/m, estos valores aumentaron
considerablemente con respecto a los resultados obtenidos en suelo 0,02 — 0,39 dS/m (tabla 2-3),
por tal motivo, se deduce que las plantas forrajeras analizadas tienden a absorber en mayor cantidad
las sales presentes en el suelo principalmente Na*y Cl~, acumulandolas en la parte aérea de la
planta, la cual es mas sensible a sufrir efectos adversos. Una elevada concentracion de sales en la
planta puede afectar el metabolismo de la misma, generando como consecuencia un déficit en su
crecimiento y una insuficiencia de clorofila; pudiendo ser esta una de las razones por las que el

forraje de los puntos de muestreo presenta estas caracteristicas (Lamz y Gonzéles, 2013).

3.7.3. Determinacién de materia organica

La materia organica (MO) de las plantas en general comprende compuestos organicos formado por
C, H, O, N tales como carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc. que presentan el 90-
95% del peso seco de los vegetales, mientras que el 5-10% restante es muy diverso y constituye la

fraccion mineral (Pérez, 2017, p.4).
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Los resultados de materia organica (MO) de las muestras de forraje (tabla 5-3), presentan una
diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %. El contenido de MO de los
vegetales del grupo “e” se encuentra dentro del rango normal, lo que indica un estado de desarrollo
adecuado del forraje, por el contrario, los grupos “a, b, ¢ y d” presentan un contenido de MO
ligeramente bajo respecto al rango normal, la disminucion esta relacionada con la falta de MO,

potasio y las variaciones de pH del suelo lo que limita un mejor rendimiento del forraje

3.8.  Resultados de metales pesados, macro y micronutrientes en el forraje

En latabla 6-3 y 7-3 se muestran los resultados de los nutrientes y metales pesados analizados en

las muestras de forraje.
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Tabla 6-3: Resultados de macro y micronutrientes en el forraje.

NO3 PO3- S03~ cl- Na K P C N
Muestra

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) % (%) (%) () (%)
Fo1 1120 ¢ 11000 b 3600ab  1949396b 24,11b 1,52d 0,0085a 48,39a 2,92a
Fo02 680 b 4440 a 5200 b 1299597a 1,74a 1,02ab 0,0104b  42,07a 164a
FO03 1120 ¢ 4800 a 2000ab  1449551a 9,20a 1,32¢c 0,0075a 38,03a 1,72a
FO04 440 a 14400 c 4800 ab 14995,35a 4150c 090a 0,0075 a 43,44a 1,00a
F05 1360 d 6320 a 3200ab  28491,17c 39,02¢ 1,12b 0,0099b 41,34a 252a
F06 920 c 6320 a 2000ab  1849427b 34,05¢ 1,30c 0,0082a 38,26a 2,06a
FO7 920 ¢ 4160 a 1200 a 13995,66a 20,76 b 0,90a 0,0083a 3746a 154a
51 39,143 4,714 67,556 51,277 41,644 24,766 0,147 0,917

F_AN OVA **x **x * **x **x **x *k%k NS NS

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

F= Muestra de forraje, NO 3= Nitratos, PO,* = Fosfatos, SO,* = Sulfatos, CI-= Cloruros, Na= Sodio, K= Potasio, P= Fésforo, C= Carbono, N= Nitrégeno

*** Diferencia significativa

a, b, ¢, d Letras pertenecientes a cada grupo

Tabla 7-3: Resultados de metales pesados en el forraje.

Muestra Pb Cd Hg As Se

(ppm) (ppm) (ppb) (ppb) (ppb)
FO1 <10 <05 <100 <75 < 300
FO2 <10 <05 <100 <75 <300
FO3 <10 <05 <100 <75 382,3
F04 <10 <05 <100 <75 763,71
FO5 <10 <05 <100 <75 <300
F06 <10 <05 <100 <75 459,04
FO7 <10 <05 <100 <75 712,45

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

F= Muestra de forraje, Pb= Plomo, Cd= Cadmio, Hg= Mercurio, As= Arsénico, Se= Selenio



3.8.1. Fosfatos

Las plantas absorben fosforo (P) en forma de fosfatos y fosfitos, los fosfatos (P0O;3) en la planta
son indispensables pues participan en diversos procesos biologicos y forman parte de moléculas
orgénicas, por lo cual es indispensable su presencia dentro de la planta (Mixquititla y Villegas, 2016).

Los resultados de los anélisis de fosfatos en el forraje tienen una diferencia significativa entre si,
con un nivel de confianza del 99,9 %; los valores oscilan entre 4100-14400 ppm (tala 6-3) los
cuales se encuentran conformando 3 grupos (a, b y c) con valores similares. La concentracion de
fosfatos es mayor a la concentracion de fésforo porque cuando se mide fosfato se mide también los
4 atomos de oxigeno enlazados al atomo de P, mientras que al medir el P no se incluyen.
Mixquititla y Villegas (2016) mencionan que existe una deficiencia de fosfatos cuando la
concentracién de P es menor a 0,2%, por lo que los forrajes presentan deficiencia de fosfatos lo que

afecta su correcto desarrollo y crecimiento.

3.8.2. Nitratos

Una concentracion adecuada de nitratos (NO3) en el forraje es inferior al 1% (1000 ppm), cuando la
concentracion esta entre 0,44% y 0,66% no se presenta riesgos en el animal que lo consume, en un
rango del 0,66 y 1,76% se pueden presentar algunos signos de intoxicacion, si la concentracion

supera el 1,76% se lo puede considerar como forraje tdxico y se debe evitar su consumo (Rosiles y
Avila, 2005; citado en Mufioz et al, 2011: p.2).
Los resultados de NO3 presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de confianza del

99,9 %; las muestras de los grupos a, b y ¢ (tabla 6-3) cumplen con la concentracion adecuada, la
muestra FO5 presenta un leve incremento en su concentracion, por lo que se puede presentar algun
signo de intoxicacion en el ganado que lo consuma. Esta acumulacion de nitratos en el forraje se
puede deber a que la capacidad de absorcion de la planta es mayor en comparacion a la capacidad
gue tiene para sintetizar proteinas a partir de nitratos, otra de las causas es por agregados de

estiércol o por cultivos estresados por excesos de frios (Martinez y Sanchez, 2007: pp.2-3).

3.8.3. Sulfatos

Las plantas absorben azufre en forma de sulfatos (SO4), este macronutriente secundario forma parte
de las proteinas de las plantas. Los niveles que son considerados como suficientes para el correcto

desarrollo de la planta estan dentro del rango de 0,1-0,3% es decir de 1000 a 3000 ppm (Correndo y



Garcia, 2012: p.4). Los resultados de sulfatos (tabla 6-3) presentan una diferencia significativa entre si,
con un nivel de confianza del 90%. Las muestras FO3, FO6 y FO7 cumplen con los valores
establecidos, sin embargo, los resultados de los puntos restantes presentan un incremento en
comparacion con el valor de referencia, cabe mencionar que este exceso de sulfatos no es

considerado como téxico, pero provoca un desbalance en el correcto crecimiento de la planta.

3.8.4. Cloruros

Los niveles de cloruros generalmente son altos en forrajes donde su concentracion oscila entre 0,8%
y 1,2 % o entre 8000-12000 ppm (Albionlabservices, 2011, p.3). El cloro es un micronutriente esencial
para el correcto desarrollo de las plantas debido a que participa en procesos fotosintéticos y
osmoticos, es absorbido en forma de ion cloruro ademas se encuentra estrechamente relacionado
con el sodio (Na), una elevada concentracion de cloruros genera toxicidad en la planta (Martin, 2018).

Las concentraciones obtenidas presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de
confianza del 99,9 %; los valores de cloruros en las muestras de forraje son elevados en
comparacion a lo mencionado anteriormente, la concentracién mas baja de cloruros esta en el grupo
“a” siendo de 12995,97 ppm y la mas alta en el grupo “d” con un valor de 28491,17 ppm. Estos
niveles elevados de cloruros se pueden deber al uso de fertilizantes para pastizales que tienen en su
composicién sales o purinas, ademas se lo puede relacionar con las sales solubles que estan
presentes en la composicion de la ceniza volcénica, siendo la principal el cloruro de sodio (Na Cl),
debido a que la parroquia Bilbao es una de las zonas méas afectados por la actividad volcanica del

Tungurahua.

3.8.5. Potasio, Fosforo y Sodio

El potasio y fosforo estan considerados como macronutrientes esenciales para la planta mientras
gue el sodio no tiene un papel esencial en la planta. El potasio es importante como cofactor
enzimatico, controlador de osmosis y ayuda a mantener la neutralidad eléctrica (Pérez, 2017, pp.38-40).
El fosforo forma parte de nucleétidos (ATP, ADP), &cidos nucleicos, coenzimas, fosfolipidos, etc.
(Pérez, 2017, pp.59-61). El sodio por su parte esta implicado en la regeneracién del fosfoenolpiruvato
(enzima que participa en la gluconeogénesis), y puede sustituir al K* en algunas funciones. La

concentracién requerida de potasio es del 1% - 5 %, de fosforo 0,2 %, y de sodio 0,001 % (Pérez,
2017, p.8).
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Los resultados de sodio, potasio y fosforo de las muestras de forraje (tabla 6-3), presentan una
diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %.

El porcentaje de potasio de los vegetales del grupo “b, ¢ y d” se encuentra dentro del rango normal,
los valores oscilan entre 1,02 y 1,52 %, mientras que el grupo “a” presenta una concentracion
ligeramente baja respecto al nivel 6ptimo con valores de 0,9%. La difidencia de este elemento causa
clorosis y necrosis en las hojas, asi como flacidez en la planta, y en el caso de las raices las vuelve
maés susceptibles a adquirir enfermedades.

En cuanto a los porcentajes de fésforo, todos los grupos de las muestras de forraje analizadas
presentan valores por debajo de la concentracion requerida, el déficit de este elemento provoca
enanismo, madurez retrasada, pigmentacion verde oscura y antocianicos.

Finalmente, todos los grupos de las muestras de forraje presentan concentraciones de sodio bastante
elevadas respecto al nivel Optimo, los datos se hallan desde el 1,74 % al 41,50 %, esta
sobresaturacion de sodio produce fitotoxicidad en la planta provocando que las raices y tallos
alcancen menor longitud y el nimero de hojas se reduzca, etc., ademas de ello la elevada
concentracién de sodio se da para compensar los bajos niveles de potasio.

Los sintomas de enfermedad de los forrajes analizados por alteracion de la concentracion de

potasio, fosforo y sodio fueron observados en la toma de muestra.

3.8.6. Carbono y Nitrégeno

El carbono es absorbido del suelo o fijado de la atmésfera en forma de dioxido de carbono, es
indispensable para procesos fotosintéticos o metabélicos necesarios para el correcto desarrollo de la
planta. La FAO (2013) menciona que una concentracion adecuada de carbono en las plantas es de
42%; pero este valor puede variar desde 34.6 % en las hierbas de las praderas a 52.8 % en los
arboles. Las determinaciones de C realizadas en las muestras de forraje no presentan una diferencia
significativa entre si, por lo que todas se encuentran agrupadas en un solo grupo; todas las
concentraciones obtenidas cumplen con lo establecido ya que su porcentaje es mayor al 34,6% y
cercano o igual al 42%.

El nitrégeno es un elemento mavil, absorbido por las plantas en forma de nitratos y amoniaco, es un
componente esencial debido a que forma parte de la clorofila y de las proteinas de las plantas, una
concentracion 6ptima de N esta en el rango de 2% al 5% (Mengel y Kirkby, 2000: p.322). Los resultados
obtenidos no presentan diferencia significativa entre si (tablaé-3), las muestras FO2, FO3, FO4 y FO7

tienen una concentracion inferior al 2%, las 3 muestras restantes cumplen con el valor establecido
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en bibliografia, De estos resultados se deduce que existe una deficiencia de N en el forraje, por tal
motivo en ciertos puntos de muestreo se observd una condicién denominada clorosis, que es el
amarillamiento de la planta por falta de clorofila, ademas el tamafio del forraje en estos puntos era
pequefio. Una de las causas para la falta de N en el forraje en los puntos mencionados se puede
deber a un retardo en la transformacion de N organico a N mineral el cual es absorbido por la
planta, este proceso llamado mineralizacién depende de la humedad, temperatura y pH, siendo el
rango de pH ligeramente &cido o neutro el 6ptimo, los suelos donde se encuentran las muestras FO2

y FO3 presentan un pH moderadamente acido por lo que disminuye la absorcion de N (Mengel y
Kirkby, 2000: p.322).

3.8.7. Resultados de Metales Pesados en forraje

La Norma Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NTE INEN-CODEX
193 (2013) no establece los limites maximos de concentracién de plomo, cadmio, mercurio,
arsénico y selenio en forraje, por ello se tomara como referencia EI Acuerdo Ministerial 097 Anexo
2 (2015) - Criterios de calidad del agua para consumo humano y doméstico, donde establece que los
limites de concentracion de plomo, cadmio, mercurio, arsénico y selenio son de 0,01; 0,02; 0,006;
0,1y 0,01 ppm (mg/Kg) respectivamente.

Las concentraciones de selenio en las muestras de forraje FO3, FO4, FO6 y FO7 (tabla 7-3) superan
el limite maximo permisible establecido por la norma ambiental ecuatoriana de agua, mientras que
las muestras restantes presentan una concentracion por debajo del limite deteccion del método. Por
su parte las concentraciones de arsénico a pesar de encontrarse por debajo de limite de deteccion
del método no superan el limite méaximo permisible establecido por la norma ambiental ecuatoriana
de agua. En cuanto al plomo, cadmio y mercurio las concentraciones obtenidas se encuentran por
debajo del limite de deteccidn del método aplicado, y al no obtener valores numéricos como tal no
se puede realizar un analisis comparativo con los limites maximos permisibles establecidos por la

normal ambiental nacional.

3.9.  Resultados del andlisis fisicoquimico de la leche

En la tabla 8-3 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados en las muestras

de leche cruda de la parroquia Bilbao.
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Tabla 8-3: Andlisis fisicoquimicos de la leche cruda.

Dr MG AT ST SNG Cenizas PC PR Re La AA pH Sa CE
Muestra (g (%) (%) (%) (%) (%) (°C) (%) (Horas:min) (%) (%) (%) (S/m)

LO1 1,030 4,0533 ¢ 0,1400c 12,5600d  8,5067 c 0,7600 ¢ -0,5500d  3,1033 a 4:36 4,6833 ¢ 0 6,6567a 0,70 4,6833 c
L02 1,030 3,8300c 0,1467cd 12,6833d 8,8533d 0,7800 d -0,5700c  3,2300 a 2:45 4,8767d 0 6,7100ab 0,73 4,4933 b
L03 1,030 4,9233d 0,1500cd 14,1600e  9,2367 e 0,7400 b -0,6100a  3,4633 b 4:16 5,3033 f 0 6,7567ab 0,73 3,6433a
LO04 1,030 3,5400 b 0,0967a 11,9600b  8,4000 b 0,7933 e -0,5333e  3,0667 a 4:36 4,6267 b 0 6,7667 b 0,69 5,2367 d
L05 1,030 3,8600 ¢ 0,1533d 12,7333d  8,8733d 0,7800 d -0,5700c  3,2367 a 3:16 4,8867 d 0 6,6967ab 0,73 4,4567 b
LO06 1,030 3,3333 b 0,1100b  11,5800a  8,2467 a 0,7967 e -0,5200f  3,1200a 4:36 4,5367 a 0 6,9167c 0,68 5,3133d
LO7 1,036 2,7800 a 0,2233e 12,1700c  9,3900 f 0,7167 a -0,6000b  3,4433b 3:30 5,1667 e 0 6,7700b 0,77 5,8567 e
F- 141,343 257,667 262,951 3033,886 91,389 688 16,101 3158,292 13,772 561,401

ANOVA Fxx Fxx il kel Fkx Fkx Fkx Frx kel kel

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

L= Muestra de leche, Dr= Densidad Relativa, MG= Materia Grasa, AT= Acidez titulable, ST= Sélidos Totales, SNG= Sélidos no grasos, Ce= Cenizas, PC= Punto de congelacion, PR= Proteinas, Re=
Reductasa, La= Lactosa, AA= Adicion de agua, pH= Potencial de hidrégeno, Sa= Sales, CE= Conductividad eléctrica



3.9.1. Densidad relativa

La densidad relativa (Dr) de la leche es un pardmetro importante para determinar la relacion peso
volumen, ademas la variacion de densidad se encuentra relacionada con el porcentaje de grasa y
solidos no grasos (SNG), es decir a mayor cantidad de MG la densidad va a ser menor y a mayor
cantidad de SNG la densidad va a ser mayor; cabe mencionar que la densidad también depende de
otros factores como la temperatura, agitacion y homogenizacion (Parmar, et al, 2020). La normativa
ecuatoriana INEN 9: 2012 para leche cruda establece como valor minimo de densidad (a 20 °C)
1.028 g/cm3 y como méaximo 1.032 g/cm3.

Todas las muestras de leche analizadas (tabla 8-3) cumplen con el rango Dr establecido por la
norma, a excepcién de la muestra LO7 que presenta un Dr ligeramente superior al maximo
establecido, con un valor de 1,036 g/cm?esto se debe al % elevado se SNG.

Ademas, la densidad es utilizada para verificar si se ha afiadido agua o algun sélido en la leche, al
estar los resultados dentro del pardmetro establecido se deduce que la leche no ha sufrido ningun
proceso de adulteracion lo cual se corrobora con los analisis de adicién de agua, punto de

congelacion y adicion de almidones.

3.9.2. Materia grasa

El contenido de materia grasa (MG) es importante porque una de sus principales funciones es el
transporte de vitaminas liposolubles (D, E, K, A) lo cual fortalece el valor nutricional, ademas la
leche se encuentra constituida por lipidos de cadena corta que son faciles de absorber (Gigli, 2015,
p.51).

La normativa ecuatoriana INEN 9: 2012 para leche cruda establece como valor minimo de materia
grasa 3%, los resultados obtenidos presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de
confianza del 99,9 %. Todas las muestras cumplen con lo mencionado en la normativa ecuatoriana
> 3%, a excepcion de la LO7 que presenta una leve disminucion, los motivos que afectan el
descenso del contenido de grasa es una fermentacion rumial alterada, la cual genera un isémero de
acido linoleico conjugado (CLA), siendo este un inhibidor de la sintesis de acidos grasos en la
glandula mamaria. Esta alteracion es causada por la dieta del ganado vacuno basada en
concentrados que tiene en su composicion un elevado contenido de carbohidratos no estructurales

de fécil asimilacion por el rumiante.



3.9.3. Acidez titulable

La acidez titulable (AT) es un método cuantitativo usado en la evaluacion de la calidad higiénico-
sanitaria de la leche, este se fundamenta en determinar el contenido de acido lactico en una muestra
cuando se titula con una solucion de NaOH 0,IN y con ayuda del indicador fenolftaleina.
Normalmente la leche no contiene &cido lactico, sin embargo, por accion bacteriana la lactosa se
fermenta a &cido lactico y otros componentes que aumentan la acidez (Lépez y Barriga, 2016: p.17). La
NTE INEN 9:2012 establece el % de acidez titulable como acido lactico del 0,13 al 0,17 %, dichos
valores provienen de la caseina, sustancias minerales, iones fosfatos, citratos, &cidos organicos,
entre otros (Baroni et al., 2017, p.427).

Los resultados de acidez titulable de las muestras de leche (tabla 8-3), presentan una diferencia
significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %. El porcentaje de acidez titulable del
grupo “c y d” se encuentra dentro del rango normal establecido por la norma, mientras que el
porcentaje de acidez del grupo “a y b” presenta una concentracion ligeramente baja respecto al nivel
optimo, los valores se encuentran entre 0,09 y 0,11 % y el grupo “e” presenta una acidez por encima
del limite méximo. Dado que la mayoria de las muestras presentan una acidez dentro del rango

normal, la leche presenta una calidad aceptable.

3.9.4. Solidos totales

La sumatoria de los porcentajes de MG y los sélidos no grasos (proteina, lactosa y sales minerales)
da como resultado el contenido de sélidos totales (ST). Los resultados obtenidos (tabla 8-3)
presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de confianza del 99,9 %, cumpliendo
con los requisitos establecidos en los parametros fisicoquimicos de la norma INEN 9, donde se

menciona que el valor minimo es 11,2 %.

3.9.5. Sdlidos no grasos

Los solidos no grasos (SNG) estan conformados por la sumatoria de proteinas, lactosa y sales
minerales. Los resultados de los SNG (tabla 8-3) presentan una diferencia significativa entre si, con
un nivel de confianza del 99,9 %, estos resultados obtenidos cumplen con los requisitos establecidos
en los pardmetros fisicoquimicos de la norma INEN 9, donde se establece que el valor minimo es
8,2%.
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3.9.6. Cenizas

El porcentaje de ceniza en un parametro que representa el contenido total de minerales que se
obtiene luego de incinerar la materia organica de la leche (Chacén, 2017: p.35).

Los minerales forman parte de la leche en una proporcion muy pequefia del 0,5 — 1 %. Los
minerales se diferencias en macro elementos, sales mayoritarias constituidas por cloruros, fosfatos y
citratos de potasio, calcio, sodio y magnesio, y oligoelementos que dependen de la alimentacion del
ganado, medio ambiente, etc. Entre ellos estan el aluminio, zinc, hierro, cobre, manganeso, entre
otros (Lépez y Barriga, 2016: p.11). La normativa ecuatoriana INEN 9:2012 para leche cruda establece
como valor minimo de ceniza 0,65 %.

Todas las muestras analizadas cumplen con el % de ceniza establecida en la norma, ademas
presentan una diferencia significativa entre si, con un nivel de confianza del 99,9 %Asi también los

resultados de ceniza se relacionan con el elevado % de solidos no grasos.

3.9.7. Punto de congelacion

El punto de congelacion (PC) es un parametro utilizado para evaluar la calidad de la leche cruda y
verificar si ha sufrido adulteracién como la adicion de agua, por tal motivo la norma INEN 9
establece como valor minimo de PC -0.536 °C y como valor maximo -0.512 °C. Los resultados
obtenidos en los analisis de leche de la parroquia Bilbao presentan una diferencia significativa entre
si, con un nivel de confianza del 99,9 %; tienen como minimo -0.6100 °C y como méaximo -0.520
°C (tabla 8-3), por tal motivo la leche analizada no presenta adulteracién, debido a que el agua tiene
un punto de congelacién de 0 °C y la leche al contener solutos tales como lactosa y sales hacen que
el punto de congelacién de esta sea menor en comparacion con el agua. Ademas, al adicionar agua
se diluyen los solutos haciendo que el PC se aproxime al del agua, por el contrario, los valores

obtenidos de las muestras de Bilbao se alejan de 0 °C (Bath, 1984).

3.9.8. Proteinas

El contenido de proteina en la leche es heterogéneo ya que resulta de una mezcla de varias proteinas
(alfa, beta, kappa y gamma caseinas, a-lactoalbuminas, B-lactoglobulinas, seroalbliminas e

inmunoglobulinas), enzimas y trazas de nitrégeno no proteico. Aproximadamente el 3,5% del peso
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de la leche es proteina y constituye el 38% del total de SNG. Los valores varian segun la raza del
animal y son directamente proporcional al contenido de grasa (Chacén, 2017, p.31). La NTE INEN 9:
2012 establece un minimo de 2,9 % de proteinas.

Todos los grupos de las muestras de leche analizadas cumplen con el % de proteina establecido por

la norma, los valores se encuentran entre el 3.06 y 3.46 %, superando el valor indicado.

3.9.9. Ensayo de reductasa

El ensayo de reductasa es utilizado para evaluar indirectamente el grado de desarrollo microbiano
en la leche cruda, los microorganismos elaboran enzimas reductasas capaces de modificar el
potencial de 6xido reduccion. El azul de metileno es capaz de decolorarse al cambiar de su forma
oxidada a su forma reducida. Cabe mencionar, que la duraciéon del proceso decoloracion o
reduccion es inversamente proporcional al nimero de microorganismos presentes, sin embargo,

existen algunos microrganismos capaces de reducir méas rapido el azul de metileno que otros (Garcia
etal., 2014, p.2; NTE INEN 18).

Basados en la tabla de Clasificacion de la Leche Cruda acorde al “TRAM” (Tiempo de reduccion
del azul de metileno), podemos decir que la leche producida en la parroquia Bilbao esta en la
categoria “B” Regular (2-5 horas), cumpliendo con el limite establecido por la NTE INEN 9 y por
ende es aceptada para ser procesada.

3.9.10. Lactosa

La lactosa constituye el principal componente de la leche después del agua, es un carbohidrato que
solo se encuentra en la leche disuelta y uniformemente distribuida. En promedio se encuentra en un

4 - 5% y varia de acuerdo la raza del animal, factores ambientales y fisiol6gicos (Uscanga et al., 2019:
p.359).
Todas las muestras analizadas presentan una cantidad optima de lactosa de acuerdo a lo mencionado

por Uscanga et al (2019), los valores obtenidos van desde 4,53% hasta 5,30 %.

3.9.11. Adicién de agua

La adicion de agua en la leche es la forma mas simple de adulteracion, diluye los solutos, reduce el
valor nutricional y es fuente de contaminacién microbiana. Este andlisis se confirma con el punto

crioscopico, densidad y composicion bromatoldgica, pues la adicién de agua es inversamente
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proporcional a los pardmetros mencionados (Wing Ching y Mora, 2019, pp.313-314). Ninguna muestra
analizada presenta adicién de agua, lo que se corrobora con los datos de densidad, punto

crioscopico y componentes bromatol6gicos.

3.9.12. pH

El potencial de hidrégeno (pH) es una medida que se utiliza para determinar la acidez o alcalinidad
de una sustancia en base a la concentracion de iones hidrdgeno, generalmente la leche presenta una
acidez ligera con valores que oscilan entre 6,6 y 6,8; valores superiores por lo general se observa en
leches mastiticas, mientras que valores inferiores indican presencia de calostro o contaminacion
microbioldgica El electrodo del pH-metro usado para la medicién es sensible a los iones hidrdgeno
proveniente de acidos organicos, anhidrido carbénico, acido citrico, fosfatos, etc., y traduce la
cantidad de estas sustancias en una lectura potenciométrica (Lépez y Barriga, 2016: p.11).

Todos los grupos de las muestras de leche analizadas presentan un pH dentro del rango normal, a

excepcion del grupo “c” que presenta un pH levemente incrementado

3.9.13. Sales

Las sales mayoritarias de la leche estan constituidas por cloruros, fosfatos y citratos de potasio,
calcio, sodio y magnesio, siendo ademés una fuente importante de minerales. Las sales estan
presentes en un porcentaje de 0,7 a 0,8 % (Chacdn, 2017, p.63). Todos los grupos de las muestras de
leche analizadas presentan un porcentaje de sales dentro del rango normal establecido por Chacén
(2017), a excepcion de la muestra LO4 y L06 que presentan un porcentaje de sales levemente

inferior respecto al rango de referencia.

3.9.14. Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) es usada como un indicador de mastitis, el aumento de la CE en la
leche se debe al mayor contenido de electrolitos tales como el sodio y cloro como consecuencia de
la lesion del tejido glandular. La conductividad en la leche se encuentra normalmente entre 4,0y 5,0
S/m (Hanna Instruments, 2018). Los resultados de conductividad eléctrica de las muestras de leche
(tabla 8-3), presentan una diferencia significativa entre si con un nivel de confianza del 99,9 %. La

CE del grupo “b y ¢” se encuentra dentro del rango normal, el grupo “d y e¢” presenta una CE
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superior al limite maximo, y el grupo “a” presentan una CE inferior al limite minimo. Este aumento
y disminucion de CE se relaciona con los niveles altos y bajos de sales que presentan los mismos
grupos. En general con una media de 4,6 S/m los resultados obtenidos indican un contenido

adecuado de sales minerales disueltas en la fraccion libre de agua.

3.10. Resultados de analisis cualitativos de la calidad de la leche

En la tabla 9-3 se muestran los resultados de los analisis cualitativos de la calidad realizados en las
muestras de leche cruda de la parroquia Bilbao; tales como reaccién de la estabilidad proteica,
presencia de conservantes, neutralizantes y adulterantes, estos tres ultimos generalmente son
adicionados en la leche para enmascarar una elevada acidez, resultado de una deficiente higiene en
el proceso productivo o para reestablecer algunas caracteristicas fisicoquimicas de la leche (Andrade
et al., 2017). La Normativa ecuatoriana menciona que el resultado del analisis para estos adulterantes

debe ser negativo ya que si son adicionados se degrada la calidad de la leche.

Tabla 9-3: Resultados de los ensayos cualitativos para la determinacién de la calidad de la

leche.
Presencia de Presencia de
Presencia de conservantes neutralizantes adulterantes
Muestra Cloro,
Estabilidad hipocloritos, Adicién
proteica cloraminas y Prueba de de Deteccion de
CH,0 | H:0: ClO2 la alizarina orina almidén

Lo1 - - - - - - -
L02 - - - - - - -
Lo3 - - - - - - -
Lo04 - - - - - - -
L05 + - - - - - -
Lo6 - - - - - - -
Lo7 - - - - - - -

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
L= Muestra de leche, H,0,= Perdxido de hidrogeno, ClIO, = Dioxido de cloro, CH,0=Formaldehido
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3.10.1. Estabilidad proteica

De todas las muestras analizadas sola una resultd ser positiva, evidenciada por la formacion de
coagulos, las 6 muestras restantes fueron negativas; al comparar los resultados con los
requerimientos de la norma NTE INEN 9: 2012, podemos decir que la gran mayoria de muestras
cumplen con la normativa debido a que no formaron coégulos al reaccionar con el alcohol, ademés
nos sugiere que la leche presenta estabilidad frente a procesos térmicos tales como la
pasteurizacion. El resultado positivo se pudo dar por diversos motivos como la raza, composicién,
estado nutricional y de lactancia de la vaca o procesos de acidificacion por microorganismos
propios del proceso de ordefio 0 por contaminacion cruzada (Ariza et al., 2007); cabe mencionar que la

muestra LO5 presenta un pH y acidez titulable cercano al limite méximo permisible.

3.10.2. Presencia de conservantes

Los conservantes son afiadidos a la leche para incrementar el periodo de vida til, con el objetivo de
inhibir el crecimiento bacteriano y evitando asi la descomposicion réapida. Se determiné de forma
cualitativa la presencia de conservantes como el formaldehido, peréxido de hidrégeno, cloro,
hipocloritos, cloraminas y didxido de cloro, obteniendo que el 100% de las muestras analizadas no
presentan estos conservantes, cumpliendo asi con lo mencionado en la normativa ecuatoriana INEN
9:2012.

3.10.3. Presencia de neutralizantes

Estas sustancias tienen como funciéon modificar la acidez en la leche, enmascarando de esta manera
una elevada cantidad de acido lactico (Andrade et al., 2017). Para la identificacion de neutralizantes se
utilizo la prueba de la alizarina y la de pupo, esta Gltima sirve para identificar la presencia de orina;
dando como resultado que el 100% de las muestras analizadas no presentan la adicion de

neutralizantes tal como se menciona en la NTE INEN 9:2012.

3.10.4. Presencia de adulterantes

El almidon es afiadido en la leche para reestablecer los valores normales de densidad cuando se ha

afladido agua, provocando una disminucion de la composicién nutricional (Calderon et al., 2013). El
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100 % de las muestras de leche analizadas de la parroguia Bilbao dieron un resultado negativo en la

prueba deteccidn de almidones cumpliendo asi con la normativa ecuatoriana INEN 9:2012.

3.11. Resultados de Metales pesados en la leche

La Norma Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NTE INEN 9 (2012)
establece que el limite méaximo de concentracion de plomo que debe cumplir la leche cruda de vaca
es de 0,02 ppm (mg/Kg). Esta norma no establece los limites méaximos de concentracién para otros
contaminantes como cadmio, mercurio, arsénico y selenio.

El Acuerdo Ministerial 097 Anexo 2 (2015), que regula los criterios de calidad del agua para
consumo humano y doméstico, establece que los limites de concentracion de metales pesados para
cadmio, mercurio, arsénico y selenio son de 0,02; 0,006; 0,1 y 0,01 ppm (mg/Kg) respectivamente.
Los resultados de las concentraciones de plomo, cadmio, mercurio, y selenio de las muestras de
leche se encuentran por debajo del limite de deteccion del método aplicado, y al no obtener valores
numéricos como tal no se puede realizar un analisis comparativo con los limites méximos
permisibles establecidos por la normal ambiental nacional. Mientras que las concentraciones de
arsénico a pesar de encontrarse por debajo de limite de deteccion del método no superan el limite

méaximo permisible establecido por la norma ambiental ecuatoriana de agua.

Tabla 10-3: Resultados de metales pesados en la leche.

Pb Cd Hg As Se
Muestra  (ppm)  (ppm) (ppb) (ppb) (ppb)
LO1 <4 <0,2 <40 <30 <120
LO2 <4 <0,2 <40 <30 <120
L03 <4 <0,2 <40 <30 <120
LO4 <4 <0,2 <40 <30 <120
LO5 <4 <0,2 <40 <30 <120
LO6 <4 <0,2 <40 <30 <120
LO7 <4 <0,2 <40 <30 <120

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

L= Muestra de leche, Pb= Plomo, Cd= Cadmio, Hg= Mercurio, As= Arsénico, Se= Selenio
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3.12. Resultados de los Factores de Bioconcentracion, Translocacion y Biotransferencia

Tabla 11-3: Resultados de los factores de bioconcentracion, translocacion, y biotransferencia.

Pb Cd Hg As Se

BCF TF BTF BCF TF BTF BCF TF BTF BCF TF BTF BCF TF BTF

PO1 0,108 1,28 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 1,000 1,000 3,90E-09 1,365 1,000 2,90E-09 1,060 0,944  4,98E-09

P02 1,000 0,004 3,99E-07 | 2450 1,000 1,90E-08 1,000 1,000  3,90E-09 0,188 1,000 2,90E-09 1,170 0,840  1,20E-05

pPO3 1,000 1,000 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 1,000 1,000  4,81E-10 0,209 1,000  2,90E-09 1,356 0,939  1,20E-05

P04 1212 0,825 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 0,264 3,786  2,40E-10 0,239 1,000  2,90E-09 3411 0,746  1,20E-05

PO5 1,000 1,000 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 1,000 1,000 3,90E-09 0,267 1,000 2,90E-09 1,190 0,618  4,64E-09

pPO6 1,000 1,000 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 1,000 1,000  2,40E-10 0,675 1,000  2,90E-09 1916 0,719  6,23E-09

P07 6449 1,92 3,99E-07 | 1,000 1,000  1,90E-08 0,127 7,873  7,77E-11 0,477 1,000 2,90E-09 2509 0875 572E-09

Realizado por: Alban, T; Ruiz, S. 2021.

P= Punto de muestreo, BCF= Factor de bioconcentracion, TF= Factor de translocacion, BTF= Factor de biotransferencia, Pb= Plomo, Cd= Cadmio, Hg= Mercurio, As= Arsénico, Se= Selenio



Los factores de bioconcentracion, translocacion y biotransferencia se utilizaron para determinar la
presencia de metales pesados en la cadena alimentaria de la leche de vaca de la parroquia Bilbao.

El factor de bioconcentracion (BCF) permite evaluar la capacidad que tiene la plata para acumular
en la raiz el metal respecto a la concentracion del mismo en el suelo, se dice que cuando la planta
tiene un BCF > 1 es hiperacumuladora y cuando el BCF < 1 es excluyente. El factor de
translocacion (TF) determina la capacidad de absorcidn del metal en los 6rganos vegetativos a parir
de la concentracion del mismo en la raiz, se dice que cuando la planta tiene un TF > 1 presenta un
proceso eficiente de transporte del metal mientras que cuando el TF < 1 el transporte es ineficaz.
Finalmente, el factor de biotransferencia (BTF) evalla la trasferencia del metal desde la planta
hacia la leche del animal (Castro et al., 2018: p.472).

3.12.1. Factor de bioconcentracion (BCF)

3.12.1.1. Plomo

El forraje del punto de muestreo P04 y P07 presentan un BCF> 1, que indican que la planta es
hiperacumuladora de plomo en las raices, el forraje del punto de muestreo PO1 en cambio presentan
un BCF< 1 indicando que la planta es excluyente, y el forraje del punto de muestreo P02, P03, P05
y P06 presentan un BCF= 1 que indican que el vegetal se encuentra en un estado neutral.

3.12.1.2. Cadmio

El forraje del punto de muestreo P02 presentan un BCF> 1, que indica que la planta es
hiperacumuladora de este metal en las raices, mientras que los puntos de muestreo restantes

presentan un BCF= 1 que indica que el vegetal se encuentra en un estado neutral.

3.12.1.3. Mercurio

El forraje del punto de muestreo P04 y P07 presentan un BCF< 1, que indican que la planta es
excluyente, mientras que los puntos de muestreo restantes presentan un BCF= 1 que indica que el

vegetal se encuentra en un estado neutral.



3.12.1.4. Arsénico

El forraje del punto de muestreo POl presenta un BCF> 1, que indica que la planta es
hiperacumuladora de arsénico en las raices, los puntos de muestreo restantes en cambio presentan

un BCF < 1 indicando que la planta es excluyente.

3.12.1.5. Selenio

El forraje de todos los puntos de muestreo presenta un BCF> 1, que indica que las plantas son

hiperacumuladoras de selenio en las raices.

3.12.2. Factor de translocacion (TF)

3.12.2.1. Plomo

El forraje del punto de muestreo P01 y PO7 presentan un TF> 1, que indica que la planta tiene un
proceso eficiente de transporte del plomo y que la parte aérea lo estd absorbiendo, el forraje del
punto de muestreo P02 y P04 en cambio presentan un TF< 1 indicando que la planta tiene un
transporte ineficaz, y el forraje del punto de muestreo P03, P05, y P06 presentan un TF= 1 que

indica que el vegetal se encuentra en un estado neutral.

3.12.2.2. Cadmio

El forraje de todos los puntos de muestreo presenta un TF= 1 que indica que el vegetal se encuentra

en un estado neutral para el transporte de este metal.

3.12.2.3. Mercurio

El forraje del punto de muestreo P04 y P07 presentan un TF> 1, que indican que la planta tiene un
proceso eficiente de transporte de mercurio y que la parte aérea lo esta absorbiendo, mientras que el
forraje de los puntos de muestreo restantes presenta un TF= 1 que indica que el vegetal se encuentra

en un estado neutral para el transporte de este metal.
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3.12.2.4. Arsénico

El forraje de todos los puntos de muestreo presenta un TF= 1 que indica que el vegetal se encuentra

en un estado neutral para el transporte de este metal.

3.12.2.5. Selenio

El forraje de todos los puntos de muestreo presenta un TF< 1 indicando que la planta tiene un

transporte ineficaz de este metal.

3.12.3. Factor de biotransferencia (BTF)

Los resultados del factor de biotransferencia de los metales pesados expuestos a continuacion se
encuentran ubicados en forma ascendente de tal modo que se observe quien presenta mayor
trasferencia a la leche del ganado vacuno.

En todos los puntos de muestreo los valores de biotransferencia de plomo, cadmio y arsénico
obtenidos fueron 3,99E-07; 1,90E-08 y 2,90E-09 respectivamente.

Para el mercurio se obtuvieron diferentes valores de biotransferencia en cada punto de muestreo, en
el punto de muestreo P01, P02 y P05 el valor fue de 3,90E-09, en el punto de muestreo P04 y P06 el
valor fue de 2,40E-10, en el punto de muestreo P03 el valor fue de 4,81E-10 y en el PO7 el valor fue
de 7,70E-11.

Para el selenio se obtuvieron también diferentes valores de biotransferencia en cada punto de
muestreo, en el punto de muestreo P02, PO3 y P04 se obtuvieron valores de 1,20E-05, en el punto
de muestreo P04 el valor fue de 4,64E-09, en el P01 el valor fue 4,98 E-09, en el P07 el valor fue
5,72E-09 y en el P06 el valor fue de 6,23E-09.

3.13. Resultados de la evaluacion de riesgos para la salud
Los valores obtenidos de metales pesados (Pb, Cd, Hg, As y Se) en la leche fueron inferiores a la
sensibilidad del método utilizado, sin embargo, el equipo pudo detectar algunas concentraciones

bajas de Hg y Se siendo el promedio de sus concentraciones 0,0022 ppm y 0,005 ppm

respectivamente.
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Los balances de alimentos aplicados en este estudio suponen un consumo uniforme sin tomar en
cuenta las diferencias socioeconémicas y culturales, ademas se asume que la disponibilidad es igual
al consumo, sin conocer si existen desperdicios o deterioro de la leche, por lo que se puede suponer
que la cantidad consumida probablemente sea menor que el dato establecido en el balance de
alimentos. Los resultados de THQ, HI y EDI deben ser menores a 1 para no suponer un riesgo de
efectos no cancerigenos (Antoine et al., 2017).

El resultado de THQ para Hg es 0,01 mientras que para Se es de 0,14; los dos valores son menores
1, el HI evalua el efecto acumulativo del consumo de varios metales potencialmente peligrosos, al
sumar los valores de THQ de Se y Hg se obtiene un valor de 0,15; el EDI se evalUa frente a la dosis
de referencia oral, el resultado obtenido para Hg es 0,001 y 0,24 para Se. De todos estos resultados
obtenidos se deduce que la leche analizada de Bilbao no presenta un riesgo no cancerigeno para la
salud de la poblacion.

3.14. Socializacion de resultados
El dia sabado 04 de septiembre del 2021 se realiz6 la socializacion de los resultados en la sede del

GAD Parroquial de Bilbao, junto a las autoridades de la parroquia e integrantes del grupo de
investigacion GAIBAQ.

Figura. 1-3. Socializacion de resultados.
Fuente: Alban, T; Ruiz, S. 2021.
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CONCLUSIONES

e Las concentraciones de Pb, Cd y Hg en las muestras de suelo fueron menores a 10; 0,5y
100 ppm respectivamente, mientras que las concertaciones de As presentaron valores entre
54,95 - 398,86 ppb y las de Se valores <300 — 407,69 ppb. En las muestras de forraje las
concentraciones de Pb, Cd y Hg fueron inferiores a 10; 0,5 y 100 ppm respectivamente,
mientras que los valores de As fueron menores a 75 ppb y las de Se fueron <300 — 407,69
ppb. Por su parte en la matriz leche las concentraciones de plomo, cadmio, mercurio,
arsénico y selenio fueron menores 4 ppm; 0,2 ppm; 40 ppm; 30 ppb y 120 ppb
respectivamente. De esta forma se concluye que las concentraciones de MP en los suelos de
la zona de estudio se encuentran por debajo de limite maximo permisible que establece la
norma ambiental ecuatoriana; asi también las concentraciones de arsénico en las muestras
de forraje y leche a pesar de encontrarse por debajo del limite de deteccion del método no
superan el limite maximo establecido por la normal ambiental nacional. Por otro lado,
varias muestras de forraje presentaron concentraciones de selenio por encima del limite
méximo permisible establecido por la normativa ambiental nacional. Las concentraciones
de los metales restantes no pudieron ser comparadas con la normativa debido a que no se
obtuvieron valores numéricos como tal.

e Los suelos de la Parroquia Bilbao presentan caracteristicas similares de adsorcién debido a
gue es una zona afectada por la actividad del volcan Tungurahua y por ende el suelo posee
una gran cantidad de ceniza volcanica. De manera general, el suelo analizado presenta una
capacidad adsortiva aceptable frente a los metales pesados, debido a que los valores
obtenidos de pH, CE y densidad estan dentro o proximos al rango especificado en el
Acuerdo Ministerial 097, sin embargo, el nivel de materia organica es inferior a lo
requerido por lo que podria tener efectos sobre la correcta adsorcion de metales. Ademas,
el suelo analizado presenta mayor porcentaje de arena por lo que la textura predominate en
los suelos de Bilbao es franco arenoso, por tener esta caracteristica la concentracion de C es
baja, sin embargo, los niveles de P, K'y N en el suelo son adecuados. El forraje analizado
presenta una CE elevada en comparacion con el suelo por ende las concentraciones de Na 'y
cloruros son altas, ademas existe una deficiencia de P y N, los nitratos tienen un leve
incremento en su concentracion, pero los demas nutrientes analizados tienen niveles

Optimos en el forraje.
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Los factores de bioconcentracion (BCF), translocacion (TF) y biotransferencia (BTF) se
calcularon para cada metal a partir de las concentraciones en suelo, raiz, forraje y leche. Se
encontré un BCF > 1 con orden decreciente de la siguiente manera: Se, Pb, Cd, As, Hg,
indicando que las raices de los forrajes estudiados son un medio de acumulacién de MP. Se
encontré un TF > 1 con orden decreciente de la siguiente manera: Hg, Pb, Cd, As y Se lo
gue indica la existencia de una gran movilidad de MP en la planta y se hallé un BTF de
1,46E-07; 3,99E-07; 1,90E-08; 2,90E-09 y 7,45E-10 para Se, Pb, Cd, As Hg
respectivamente donde el Se, Pb y Cd presentan una biotranferencia mayor.

Se evalud los pardmetros de riesgo para la salud mediante el coeficiente de peligro objetivo
(THQ), indice de peligro (HI) e ingesta diaria estimada (EDI) en la poblacion de la
parroquia Bilbao; concluyendo que las muestras de leche analizadas no presentan ningdn
riesgo de efectos no cancerigenos para la salud con respecto a selenio y mercurio, ademas

no se supone un riesgo por efectos acumulativos para la salud.
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RECOMENDACIONES

e Para la medicion de cadmio y plomo en biomasa y alimentos se recomienda utilizar equipos
mas sensibles como el horno de grafito en espectroscopia de absorcion atdmica o en su
defecto la espectrometria masas por plasma acoplado inductivamente ICP-MS para la
determinacion de todos los metales.

e Realizar evaluaciones periddicas de la capacidad adsortiva del suelo frente metales pesados,
para de esta manera garantizar la seguridad alimentaria, ademas realizar un analisis de
nutrientes para conocer si existen deficiencias o excesos en los cultivos.

e Los factores de bioconcentracion (BCF), translocacion (TF) y biotransferencia (BTF) son
de gran ayuda para evaluar el paso de los contaminantes a través de la cadena tréfica.

e Es importante realizar trabajos de investigacion sobre contaminacion con metales pesados
en los diversos productos agricolas cultivados en la zona para evaluar si existen riesgos para

la salud de la poblacion.
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ANEXOS

ANEXO A: ENCUESTA DE PLAN DE MUESTREO DE LA PARROQUIA BILBAO

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El objetivo de esta encuesta es obtener informacién sobre las actividades agropecuarias a las que se

dedican los habitantes de la parroquia Bilbao con la finalidad de establecer un plan de muestreo

sobre las zonas con mayor afectacion ante la caida de ceniza del volcdn Tungurahua y que han

provocado contaminacion de suelo, forraje y leche por metales pesados.

ENCUESTA
NOMBRE:
EDAD:
HABITANTES POR HOGAR:
TELEFONO/CELULAR:
Sefiale con una X su respuesta
1. Indique en qué comunidad de la parroquia Bilbao vive usted.
e Centro Parroquial -
e Motilones .
e Yuibug -
e Chontapamba
2. ¢Qué tipo de actividad agropecuaria realiza?
e Actividad agricola -
e Actividad ganadera -
e Actividad agricola y ganadera
3. ¢Qué productos agricolas cultiva usted?

Maiz

Pasto

Tomate de arbol

Fréjol
Otro



¢ Cual es la extensidn del terreno cultivable que usted posee?
Menor a 5 cuadras

5 a 10 cuadras

11 a 15 cuadras

16 a 20 cuadras

Otro

¢ Qué tipo de plaguicida utiliza?
Sello rojo

Sello amarillo

Sello azul

Sello verde

¢ Cudl es el nombre de los plaguicidas que usted utiliza con mas frecuencia en sus
cultivos y por qué?

U N (o] 1 01 ] - S

D, GPOF QUE? ...
¢Cada qué tiempo realiza la fumigacién con plaguicidas y fungicidas en sus terrenos?
Cada mes

Cada 3 meses

Cada 6 meses

¢ Cuantas cabezas de ganado posee?

¢ Cual es la raza de su ganado?

Holstein-Friesian

Brown Swiss

Guernsey

Jersey
Otro

. ¢Qué tipo de actividad agricola realiza para la alimentacién de su ganado vacuno?

Cultivo de pasto

Cultivo de maiz

Cultivo de alfalfa
Otro

. ¢Cuantos litros de leche al dia produce su ganado?

5-10



e 11-20L

o 21-40L

e Masded0L

12. La leche que su ganado produce tiene alguna linea de distribucion
o Sj -

e NO

13. ¢Cudles son las lineas de distribucién de la leche que produce?
e Venta a centros de acopio
e Produccion de quesos, yogurt, mantequilla

e Solo para el consumo familiar

14. ¢ Con qué frecuencia consume la leche producida en el sector?
e 1-2vecesal dia

e 2-3vecesal dia

e Mas de 3 veces al dia

e Otro

15. ¢/ Qué tipo de actividades pecuarias realiza en su comunidad?

¢ Crianza de ganado porcino
¢ Crianza de ganado vacuno
o Crianza de cuyes y conejos
e Crianza de aves de corral

e Otros, ;cuales?

Nota: El Grupo Asociado de Investigacion en Biotecnologia Ambiente y Quimica - GAIBAQ de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, agradece su colaboracion ante la informacién proporcionada en esta encuesta, la misma que
tiene fines investigativos que beneficiaran a la Parroquia Bilbao. A la vez

Yo declaro que he sido informado e invitado
a participar de la investigacion denominada “DETERMINACION DE METALES PESADOS EN EL FORRAJE
CONSUMIDO POR EL GANADO VACUNO DE LA PARROQUIA BILBAO Y EVALUACION DE SU INCIDENCIA
EN LA CADENA ALIMENTARIA.”, este es un proyecto de investigacion cientifica, sin fines de lucro, que cuenta con el

respaldo de la Junta Parroquial de Bilbao.



ANEXO B: LEVANTAMIENTO DE LA INFORMACION MEDIANTE ENCUESTAS

Figura 1: Socializacion del estudio a los
pobladores de la parroquia Bilbao

Figura 2: Realizacion de encuestas

ANEXO C: RECOLECCION DE MUESTRAS DE SUELO, FORRAJE Y LECHE

Figura 3: Identificacion del area de muestreo.

Figura 4: Delimitacion del area de muestreo en
zig zag con estacas y piola.




Figura 5: Toma de muestra de suelo. Figura 6: Recoleccion de muestras de suelo por
duplicado.

Figura 7: Toma de muestra de forraje Figura 8: Determinacion de temperatura y
humedad con un termo higrémetro




Figura 9: Toma de muestras de leche

Figura 10: Toma de muestras de leche

ANEXO D: PREPARACION DE MUESTRAS DE SUELO Y FORRAJE EN EL

LABORATORIO

Figura 11: Secado de muestras de suelo a
temperatura ambiente.

Figura 12: Muestra de suelo tamizada
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Figura 13: Muestra de suelo almacenadas en
fundas ziploc codificadas.

Figura 15: Secado a 105 °C del forraje molido Figura 16: Muestras molidas de forraje
para la realizacion de los diferentes analisis. almacenadas en fundas ziploc codificadas.




Figura 17: Muestras de forraje en envases estériles almacenadas en un desecador para evitar que adquieran
humedad.

ANEXO E: ANALISIS DE SUELO

Figura 18: Preparacion de la solucidn para Figura 19 : Medicion de conductividad eléctrica
medicién de pH y CE en muestras de suelo.




Figura 20: Determinacion de densidad real en
suelo.

Figura 21: Determinacion de densidad aparente en
suelo.

Figura 22: Determinacion de textura en suelo.

Figura 23: Pesado de crisoles para materia
organica

Figura 24: Pesado de muestras
determinacion de Carbono y Nitrdgeno

para la

Figura 25: Digestion de suelo con
H2S04
para determinacion de Ky P.




Figura 26: Determinacion de potasio en el Figura 27: Determinacién de fdsforo en el
fotometro de llama. espectrofotdmetro UV-VIS

Figura 28: Digestion de muestras de suelo con Figura 29: Determinacion de Pb, Cd, As, Hg y Se
HNO3 en el espectrofotometro de absorcién atomica.

ANEXO F: ANALISIS DE FORRAJE

Figura 30: Agitacion de muestras de forraje para Figura 31: Centrifugacion de extractos de
medicion de pHy CE forraje para determinar CE




Figura 32: Filtracidn de extractos de forraje para
determinar CE.

Figura 34: Preparacion de extractos de forraje parala | Figura 35: Mezcla de la muestra y reactivo
medicion de aniones. HACH para la medicién de fosfatos, nitratos,
sulfatos

Figura 36: Formacion de un color azul ante la Figura 37: Formacion de turbiedad en las
presencia de fosfatos en la muestra de forraje. muestras de forraje ante la presencia de sulfatos.




Figura 38: Formacion de un color &mbar en las Figura 39: Medicion de aniones en el
muestras de forraje ante la presencia de nitratos. espectrofotémetro HACH

Figura 40: Muestras de forraje con Figura 41: Muestras de forraje valoradas con
K2CrO4K2Cro4 AgNO3A4gNO3
para determinacién de cloruros. para determinacidn de cloruros.

Figura 42: Digestion de forraje con H2SO4 para Figura 43: Muestras de forraje digestadas.
determinacion de Na, Ky P.




Figura 44: Medicion de Nay K en el Fotémetro de
llama.

Figura 45: Determinacion de fosforo en el
espectrofotémetro UV-VIS

Figura 47: Digestion de muestras de forraje
con HNO3

Figura 48: Muestras de forraje digestadas y aforadas a
50mL.

Figura 49: Determinacion de Pb, Cd, As, Hg y
Se en el espectrofotémetro de absorcién
atémica.




ANEXO G: ANALISIS DE LECHE

Figura 50: Analisis de leche en el equipo
Lactoscan.
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Figura 54: Andlisis de estabilidad proteica.

Figura 55: Adicion de cloruro férrico
identificacion de formaldehido.

para la




Figura 56: Resultado negativo en la identificacion
de perdxido de hidroégeno.

Figura 57: Adicién de 4&cido acético para la
identificacion de cloro, hipocloritos y cloraminas en
leche.

Figura 58: Adicion de alizarol para identificacion
de neutralizantes.

Figura 59: Adiccidn de lugol para la deteccion de
almidon.

Figura 60: Digestion finalizada de muestras de
leche para determinacion de Ph, Cd, As, Hg y Se.

Figura 61: Determinacion de Pb, Cd, As, Hg y Se
en el espectrofotémetro de absorcion atémica.




ANEXO H: CERTIFICADOS DE CALIDAD DE LOS ESTANDARES DE METALES
PESADOS.
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