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1. INTRODUCCION

Colombia se ha catalogado como un pais diverso, su economia se centra en el
sector minero energético y agricola. Este ultimo sector se ha centrado en la
siembra y produccion de palma de aceite africana, justificando su gran valor

comercial, aumentando la economia del pais.

Desde hace 15 afios, el cultivo de palma esta siendo afectado por una enfermedad
comunmente conocida como: Pudricién de cogollo (PC), causada principalmente
por la invasion de varios hongos. Segun (Gerardo Martinez, Greicy A. Sarria,
Gabriel A. Torres L., Héctor A. Aya, Josué G. Ariza, Jessica Rodriguez 2008)
investigaciones realizadas por el Centro de Investigacion de Palma de Aceite
(Cenipalma) de Colombia desde el 2012, se logré identificar a Phytophthora
palmivora butl, como principal atacante de la palma, posteriormente se presentan
hongos oportunistas como los son: Fusarium spp. y el Rhizoctonia sp, entre otros
(André Drenth, Andrés Torres, Gerardo Lopez 2013), (Gerardo Martinez L. 2010),
(Cenipalma,2012).

El estudio de la enfermedad del PC ha llamado la atencién de cientificos y quimicos
especialistas en el tema, al punto de generar especulaciones sobre la creacién de
una sustancia quimica que logre inhibir el crecimiento y propagacion del hongo
causante de la enfermedad, y que, a su vez, no genere alteraciones en las
propiedades naturales de la palma y el suelo de siembra (Alfonso Lépez, Sandra

Lépez-Betancourt, Ernesto Vazquez, Alfredo Rodriguez-Herrera 2005).

Por otro lado, se han realizado estudios (Maria C. Llinas, David Sanchez-Garcia
2013), (Dra. Patricia C. Cardosoa 2016) donde la aplicacion de nanoparticulas

metalicas como Oro, Plata, Zinc, actian como agentes fungicidas y antimicéticos,

14



en el campo agricola, para la inhibicibn de plagas causadas principalmente por

hongos.

En el presente estudio se aplicaron nanoparticulas de plata para inhibir el
crecimiento del hongo Fusarium solani. Estas nanoparticulas de plata fueron
sintetizadas a partir de extractos vegetales con la adiciébn de un agente precursor
como nitrato de plata. Las nanoparticulas de plata fueron identificadas mediante la
técnica ultravioleta visible (UV-Vis) y caracterizadas morfologicamente por la
técnica de microscopia electrénica de barrido (por sus siglas en inglés-SEM).
Luego las nanoparticulas de plata fueron aplicadas en medios de -cultivo
(Sabouraud), el cual fue escogido mediante un analisis previo a estudios realizados
anteriormente (Garcia, M., Rios, A., 2017) (Castellares, R., Lopez, M., 2017)
evaluando las variables de concentracion y tiempo de contacto. Al seleccionar las
variables oOptimas de inhibicibn de las nanoparticulas de plata, se aplicaron en
suelos de cultivo de palma para dos fines: prevenir y mitigar el crecimiento del
hongo. Finalmente, las nanoparticulas de plata previamente aplicadas en el suelo

fueron recuperadas mediante la técnica de lavado o Flushing.
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1. OBJETIVOS

a. Objetivo General

Evaluar el porcentaje de recuperacion de nanoparticulas de plata en suelos de

cultivo de palma de aceite, utilizando la técnica de lavado Flushing.

b. Objetivos Especificos

e Determinar la concentracién inhibidora de nanoparticulas de plata sintetizadas
bioldgicamente en el crecimiento del hongo Fusarium solani en medios de

cultivos.
e Analizar en el suelo de cultivo de palma Elaeis guineensis la capacidad de
inhibicion de las nanoparticulas de plata sobre el crecimiento del hongo

Fusarium solani.

e Establecer la recuperacion de nanoparticulas de plata aplicadas con fines

antimicrobiales en suelo de palma de aceite.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Palma africana de aceite (Elaeis guineensis)

La palma africana es de la regién tropical templada (selva humeda tropical calida),
es considerada como una productora de aceite de origen vegetal, se obtiene de la
fruta de la palma, crece a altitudes por debajo de los 500 msnm (metros sobre el

nivel del mar) y se desarrolla bien en regiones pantanosas (Rodriguez, 2010).

En Colombia, el cultivo de palma de aceite es unos de los sectores que mas genera
empleo y mejora la economia debido a la cantidad de siembra. El pais cuenta con
58 nucleos palmeros distribuidos en las cuatro zonas palmeras; la zona norte que
la componen la Costa y el Cesar posee alrededor de 97.881 hectareas, la zona
central se encuentran el Sur del Cesar, Santander y Norte de Santander con
77.594 hectareas, la zona oriental estd compuesta por el Meta y Casanare con
106.317 hectéareas, y la tltima zona, el suroccidente abarca Tumaco y Caqueta con
34.610 hectareas aproximadas. (Fedepalma, 2016)

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo influyen en el desarrollo,
crecimiento y produccion de la palma de aceite, particularmente en zonas
climéticas marginales, las caracteristicas a tener en cuenta para el Optimo
desarrollo de la planta se pueden observar en la tabla 1, en la cual se tienen en
cuenta parametros como el clima, el tipo de suelo, pH, la precipitacién pluvial, entre
otros (MAGFOR, 2005).

17



Tabla 1. Caracteristicas del suelo de palma de aceite

Clima

Suelo

pH

Precipitacion

pluvial

Altitud
Pendientes
Temperaturas
Humedad
relativa

Luminosidad

Tropical humedo

Los suelos son los limosos, profundos y franco limoso. Se
deben evitar suelos con texturas extremas especialmente
arcillosos y arenosos. Requiere de suelos bien drenados
que eviten que se lave el terreno y produzcan lixiviacion
de nutrientes
El pH 6ptimo del cultivo esta en un rango de 4.5- 7.5, pero se
adapta desde 3 a 8.2 niveles altos de calcio
intercambiables puede ocasionar problemas en la
absorcion de cationes.
Optimo 1700 - 2000 mm al afio.150 mm al mes.
Precipitaciones mayores a 400 mm al mes durante julio a
octubre, en precipitaciones menores a 1500 mm anuales
se deben efectuar riesgos complementarios en los meses
MAs secos.

3 msnm - 700 msnm

Hasta el 25%

23- 27 °C optima, adaptable de 20-35°C.

70-90%

1500-2000 horas luz por afio.
Fuente: MAGFOR, 2005

La palma africana aceitera (Elaeis guineensis), es un vegetal perenne (Corley y
Tinker, 2009). Cuando se cultiva con propdsitos comerciales tiene en promedio de

vida util entre 24 y 28 afios, de acuerdo con el tipo de material sembrado (Bernal,
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2001). En los frutos se extraen dos tipos de aceite: uno que se sustrae de la pulpa,
el aceite de palmay otro de la almendra, conocido como aceite de palmiste.

En la fase industrial del cultivo se retiran y se fraccionan los aceites, para producir
las oleinas y las estearinas de palma y de palmiste (Bernal, 2001). El aceite de
palma es una materia prima importante y versatil, que puede utilizarse en productos
como aceite vegetal de cocina, margarinas, detergentes, jabones, champus,

cosmeéticos, ceras, pulimentos, entre otros (Clay, 2004).

Desde el 2006 el aceite de palma se convirtié en la primera fuente de aceite vegetal
en el mundo, con 37 millones de toneladas en contraste con 36.25 millones de
toneladas que produjo la soya, para el 2007 se produjeron 40.7 millones de
toneladas de aceite de palma versus 38.08 millones de toneladas de aceite de soya
(Fairhurst y Hardter, 2012), cuando se trabaja con este tipo de palma se debe tener
en cuenta que la Palma africana de aceite (Elaeis guineensis) es propensa a sufrir
enfermedades que la marchitan, sufre la invasibn de plantas parasitas,

especialmente enredaderas que logran estrangularla hasta matarla.

Una de las enfermedades que acatan a este tipo de palma (Elaeis guineensis) se
llama pudricion de cogollo (PC), causada principalmente por la invasion de varios
hongos. Segun los recientes estudios realizadas por el Centro de Investigacion de
Palma de Aceite (Cenipalma) de Colombia, lograron identificar a Phytophthora
palmivora butl, como principal atacante de la palma. Posteriormente invaden
hongos oportunistas como los son: Fusarium spp, Fusarium oxysporum, Fusarium

moniliforme, Verticillium sp, Rhizoctonia sp, Curvularia spp, entre otros.

3.1.1. Pudricion de cogollo en la palma de aceite.

La pudricién del cogollo (PC) se considera la enfermedad de mayor importancia en
la produccion de palma aceitera en Ameérica del Sur y Central. En la zona
Occidental de Colombia, entre los afios 2007 y 2008 causO pérdidas en la

produccion de 16,700 hectareas (Alvarez et al., 2010; Silva y Martinez, 2009). Los
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sintomas se caracterizan por amarillamiento de las hojas jovenes y pudricion
descendente de la hoja bandera extendiéndose por contacto fisico que avanza

hasta el meristemo apical causando la muerte de la palma.

En la figura 1 se puede apreciar una imagen de la planta afectada por la

enfermedad del “PC” en la zona de Puerto Wilches, Santander.

Figura 1. Aspecto de palma afectada por pudriciéon cogollo (PC)
Fuente: Autores
3.2. Hongo Fusarium solani presente en la palma de aceite

La presencia del hongo Fusarium solani puede ser evidenciado en la mayoria de
los suelos, su método de infeccion a los cultivos inicia con el contacto directo de las
semillas y plantulas recién nacidas, en el caso de la palma, también puede ser
ocasionado por el contacto de este hongo con la flecha (Ronquillo Narvaez, Mayra
Patricia 2012).

Los sintomas que evidencian la aparicion del Fusarium solani estan asociados a
una leve decoloracion rojiza al extremo de las raices de las plantas infestadas de

éste. Con respecto a las hojas, inician a modificar su color verde a un amarillo, este
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cambio sucede gradualmente de las hojas inferiores a las superiores otros
(Gerardo Martinez L. 2010).

En cuanto a su morfologia y desarrollo, el hongo Fusarium solani posee un
crecimiento rapido en colonias de medio de cultivo de tipo PDA. Este crecimiento
varia de unos 70 a 85 mm de diametro en una semana. En su morfologia presenta
un aspecto afelpado, algodonoso, de color blanco, blanco grisaceo o acre,
adicionalmente, el hongo produce pigmentos de color crema a tono café. (Lépez,
Lépez, 2004)

Como se puede apreciar en la figura 2. Las etapas del crecimiento de la palma
correspondiente a la germinacién, vivero, plantacién definitiva y produccion, el
género de hongo mas persistente y existente es el Fusarium, abarcando todas y

cada una de las etapas de la palma en sus diferentes especies.

ETAPAS DE CRECIMIENTO DE LA PALMA
DE ACEITE ¢

VIVERO  PLANTACION  PRODUCCION
GERMINACION DEFINITIVA

Aspergillus sp. || Rhizoctonia /  Fusarium /  Thielaviopsis/
Penicilliurm s Cylindrocladium (CAUSANTES DE LA PUDRICION)

) P Fusarium oxysporum f. sp. elaeidis (CAUSANTE DE LA
Fusarium sp. MARCHITEZ)

Figura 2. Hongos presentes en la pudricion de cogollo (PC), segun la etapa de

crecimiento de la palma

Modificado de: Fase Fenoldgica Palma de Aceite (Cosmoagro); Enfermedades
en palma aceitera (Cabezas, Oscar)
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El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos
en el suelo y plantas, debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados
oportunistas. Al microscopio, la fialide es generalmente fina, con forma de botella,
simple o ramificada, cortas o largas, monofialidica (que emergen esporas de un
poro de la fidlide) o polifialidica (de varios poros). La temperatura Optima de
multiplicacion del hongo es del orden de 28°C, incluso si es capaz de infestar a

temperaturas mas bajas (Tapia y Amaro, 2014).

Los agares PDA y Sabouraud permiten observar el didmetro de la colonia,
morfologia y pigmento (café, rojo, violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio.
En la figura 3 comprendidas por las 3a, 3b y 3c se pueden identificar las
caracteristicas morfolégicas anteriormente mencionadas como lo son los

macroconidios los cuales presentan forma de medialuna (figura 3a).

B
/

A |
-4

Figura 3. Fusarium sp. 3A: Macroconidios de Fusarium sp. (100x). 3B: Cultivo

de Fusarium en agar PDA. 3C: Cultivo de Fusarium proliferatum en agar

Sabouraud

Fuente: Laboratorio de Micologia Médica de la Universidad de Chile
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3.2.1. Proceso de contaminacion de la palma por el hongo Fusarium solani

El periodo de incubacion es de 2 a 13 semanas en la palma, las esporas después
del transporte se depositan sobre los substratos de cultivo, luego el micelio se
desarrolla para que de esta manera pueda crecer dentro de la planta. La
contaminacion se hace a nivel de la raiz, por heridas o aperturas naturales. El
hongo se desarrolla en primer lugar en los vasos vasculares del tubérculo antes de

llegar a toda la planta (Reyes, A., Cristobal, J., Ruiz, E., Tun, J., 2012)

Existen medidas de prevencion y propagacion del hongo Fusarium solani como lo

son:

¢ Mantener un excelente higiene del invernadero

e Mantener un pH de 5.8 para no favorecer al patbgeno

e Mantener los acolchados bien ventilados, evitar el abono negro y los
substratos demasiados pesados.

e Utilizar nuevos substratos, nuevas bandejas de siembra.

e Mantener las plantas lejos del contacto del suelo del invernadero o el
exterior del invernadero.

e Mantener una vigilancia regular y quemar toda plantula afectada.

e Realizar una desinfeccion de todo el material que se utilizé al finalizar cada
ciclo de cultivo.

¢ Mantener en el invernadero una temperatura que no sobrepase los 23°C.

e Mantener un balance entre las contribuciones de nitrégeno, potasio y calcio.

e Ultilizar un riego adecuado, debido a que la pulverizacion causa salpicaduras
que proyectan esporas del hongo o particulas de substrato infestado,
ayudando a que las esporas lleguen a las raices donde se producira la

contaminacion.
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3.3.  Nanoparticulas

Una nanoparticula es una particula microscopica con un tamafio o dimension
menor que 100 nm. En la actualidad, las nanoparticulas son un area muy
importante de investigacion cientifica, debido a su amplia variedad de aplicaciones
en los diferentes campos como lo son biomédicos, Opticos, electrénicos,
nanoquimica o agricultura. Por su tamafo, estos materiales pueden interactuar de

forma especifica con las células y tejidos humanos.

Las particulas se diferencian por su tamafio medido por el didmetro, las particulas
ultrafinas (nanoparticulas) entre 1 y 100 nanémetros, las particulas finas entre los
100 y 2,500 nanémetros y las particulas gruesas entre 2,500 y 10,000 nanémetros
(A. Cuadros-Moreno, R. Casaflas Pimentel, E. San Martin-Martinez, J. Yafes
Fernandez 2014).

Las nanoparticulas se utilizan en diferentes campos o materiales como lo son la
electrénica, ropa, pinturas, cosméticos, bactericidas, biofungicidas, aplicaciones
biomédicas, en la industria médico-farmaceéutica, industria alimentaria y con fines
antimicrobiales (Avalos, A, Haza, Al, Mateo, D y Morales 2013). Estas
nanoparticulas se realizan con diferentes métodos de sintesis ya sea sintesis
biologica o sintesis quimica, para su realizacion se utilizan diferentes tipos de
materiales como lo son; la hoja de palma, las cascaras de mango, las plantas de
limonaria, entre otras. Basandose en su aplicacion o necesidad como se muestra

en la tabla 2. (Camacho, Deschamps 2013).

Tabla 2. Diferentes tipos y aplicaciones de las Nanoparticulas en todas las

areas
CAMPO APLICACION TIPO DE NANOPARTICULA
Celdas solares sensibilizadas por | TiOz es el mas empleado. ZnO'y
Colorante Au
POTENCIA/ENERGIA | Almacenamiento de hidrégeno Nanoparticulas Hibridas
Metalicas
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Mejora de los materiales para
Anodo y Céatodo para Pilas de
Combustible

Nanoarcillas, CNTs y NPs en
CNTs

Catalizadores Ambientales

TiO2, Cerio

Catalizadores para Vehiculos

NPs Ceramicas Oxidos
Metalicos (Cerio, Zirconio) y
Metales (Pt, Rh, Pd y Ru).

SALUD/MEDICINA

Promotores de crecimiento 6seo.

Hidroxiapatita (HAp) Ceramica.

Los Protectores Solares.

ZnO y TiO2.

Apésitos para heridas

antibacterianos.

Ag

Fungicidas.

Nanoparticulas Cu20.

Biomarcaje y deteccion.

Nanoparticulas de Plata y

Coloides de Oro.

Agentes de contraste de MRI.

Oxidos de Hierro ultra

pequefios: Fez04 y Fe20s.

INGENIERIA

Herramientas para cortar.

ZrO2 y Al203 , Ceramicos No-
Oxidos (WC, TaC, TIC) y Co.

Sensores Quimicos

Diversas NPs validas.

Resistentes al Desgaste /
Recubrimientos resistentes a la
abrasion.

Nanoparticulas de Aliminay Y-
Zr20s.

Nanoarcilla Polimero reforzado

con Materiales Compuestos.

Organoarcillas (Sepiolite,
Laponite y Smectite). Silicagels
y POSS.

Pigmentos.

Pb, Zn, Mg y Ag. Otras NPs
Metalicas incluyendo ViO, AlO,
Cdo.

Tintas: Conductores, Magnéticos,
entre otras (utilizando polvos de

metal)

Buenos conductores como la

Plata

Mejora estructural y fisica de
Polimeros y Materiales

Compuestos.

Nanoarcillas, NanoOxidos y
NanoHidréxidos de Metales.
Montmorillonita modificada

organicamente, TiOz, Y203 0
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SiOa2.

UTENSILIOS DE
CONSUMO

Barrera de embalaje utilizando

Silicatos.

Nanoarcillas, en particular

Bentonita y Kaolinita.

Vidrio autolimpiable.

TiO2

MEDIO AMBIENTE

Tratamientos de agua

(Fotocatalisis).

Ceramicas Oxidos Metalicos,
TiOa.

Nanoescala particulas
magnéticas para la alta densidad
de almacenamiento de datos.

Fe solo o en combinacién con
otros Metales (0 no metales),
CoPt o FePt.

Circuitos electrénicos.

Plata, Cobre y Nanoparticulas
de Al

ELECTRONICA

Ferro-liquido (utilizando

materiales magnéticos).

Fe (posiblemente recubiertas
con una capa de Carbono), Co,
FeCoy FesOa.

Optoelectronica dispositivos tales

como interruptores

Gd203 0 Y203 dopados con Eu,
Th, Er, Ce

Quimica Mecanica

Alimina, Silica y Cerio

Fuente: Red para la transferencia de conocimientos en Nanomateriales.

http://www.scielo.org.ve/pdf/uct/v19n74/art05.pdf

En la tabla 3, se encontraran los diferentes métodos de sintesis que pueden ser

manejados para la realizacion de nanoparticulas, especialmente de plata. Esta

informacion fue analizada y tenida en cuenta para la seleccién y definicion de la

metodologia a usar para la sintesis de nanoparticula, el criterio tenido en cuenta

para la seleccién del método fue la minimizacion de residuos generados.

Tabla 3. Diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas de plata

de

nanoparticulas de plata

caracterizacion

nanoparticulas de plata por medio del

meétodo sol-gel, en el cual se realizé

(2009). Sintesis

Método sintesis Procedimiento nanoparticulas de Referencia
plata
Sintesis y | Se realizo la sintesis de | Morales J, Moran J,

Quintana M, Estrada W.

y
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por la ruta Sol-Gel a

partir de nitrato de plata

una reduccion de nitrato de plata por
etilenglicol en un proceso denominado
poliol. Se analizaron las muestras con
medidas de espectrofotometria UV-vis
en donde los resultados muestran que
entre 400 — 450 nm se forma el tipico
pico de la resonancia de plasmoén

superficial.

caracterizacion de
nanoparticulas de Plata por
la ruta Sol-Gel a partir de
Nitrato de plata. Revista
Soc Quim. Perd. Obtenido
de:
http://www.scielo.org.pe/pdf/
rsqp/v75n2/a04v75n2.pdf

Sintesis de
nanocompositos de

plata con almidén

Se discutio la reduccién de la plata in-
situ mediante el almidén como agente
reductor. Las nanoparticulas de plata
fueron obtenidas por la reduccion de
AgNOs en una dispersién acuosa de
almidén a una temperatura de 55 y 85
°C. La

usando la espectroscopia de UV-Vis

reduccion fue monitoreada

A, Gonzélez V,
Garza M, Gauna E (2011).
Sintesis de nanocompositos

Torres

de plata con almidén.

Universidad Auténoma de
México.

Nuevo Ledn.

http://eprints.uanl.mx/10453

/1/50 Sintesis_de nanoco

mpositos.pdf
Preparacion de | Las nanoparticulas de plata (AgNP) se | Sifontes A, Melo L, Maza C,
nanoparticulas de plata | prepararon mediante el método del | Méndez J, Mediavilla M,
en ausencia de | poliol en ausencia de polimeros | Brito J, Zoltan T, Albornoz A
polimeros estabilizantes | estabilizantes. Para lograr este | (2010). Preparacién de
objetivo, se afadi6 AgNO3 a | nanoparticulas de plata en

etilenglicol en presencia de NaOH (1
mol.L-1), la suspension formada se
irradi6 con una fuente de microondas
durante 60 segundos a una potencia
de 465 vatios. Se encontré que bajo
estas condiciones se forman AgNP de
tamafios entre 4 - 18 nm. Ademas, los
resultados indican que una parte del
etilenglicol se oxida a compuestos
carbonilicos que reducen el Ag +.
Estos compuestos organicos se
adsorben en las superficies de los
AgNP,  formando

una  pelicula

ausencia de polimeros
estabilizantes. Quim. Nova.
Vol.33. S&o Paulo 2010.
Consultado en:

http://www.scielo.br/scielo.p

hp?script=sci_arttext&pid=S
0100-40422010000600009
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protectora que impide su agregacion

Sintesis de
nanoparticulas de plata
y  modificaciébn  con
pulpa de papel para

aplicacion antimicrobial

La sintesis eco-amigable de
nanoparticulas de plata se llevé a cabo
a partir de una solucién de nitrato de
(AgNO3)

concentraciones de 1, 10, y 100 mM.

plata preparado en
En esta metodologia se utiliz6 como
agente de reduccibn un extracto
natural obtenido a partir de las hojas

del cilantro (Coriandrum sativum), el

cual facilité la formacion de las
nanoparticulas  sin  residuos de
contaminantes toxicos. Las
propiedades fisicoquimicas de las

nanoparticulas se  caracterizaron
usando espectroscopia UV-vis donde
se determiné absorcion en el rango de
430 a 455 nm! que corresponde a la
resonancia de plasmén superficial de

las nanoparticulas de plata

Camacho J, Deschamps L.
(2013).
Cartagena.

Universidad de
Programa de
Ingenieria Quimica.
Cartagena, Colombia
(2012)
http://190.242.62.234:8080/
spui/bitstream/11227/73/1/T
esis%20Entreqa%20Final.p

df

Consultado  en:

Sintesis acuosa de

nanoparticulas de plata

Se

nanoparticulas de plata a través del

reporta la sintesis de las

método de reduccién quimica del
nitrato de plata (AgNO3) en agua,
empleando como agente reductor y
para la estabilizacién y control del
tamafio  de

particula la  poli

(vinilpirrolidona). Las nanoparticulas
de plata obtenidas se caracterizaron
por microscopia electronica de
transmision (TEM). El diametro de las
nanoparticulas de plata es de

alrededor de 30 nm

Saenz G, Hernadndez M,
Martinez L (2011). Sintesis
acuosa de nanoparticulas
Rev. LatinAm.
Mat (2011)

http://www.rlmm.org/ojs/ind

de plata.
Metal.

ex.php/rimm/article/viewFile
1215/176
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3.3.1. Aplicacion de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

La plata (Ag) ha sido utilizada hace muchos afios en la historia de la humanidad, en
aplicaciones como la joyeria, utensilios, fotografia entre otros (Chen y Schluesener,
2008). Las civilizaciones antiguas utilizaban la plata para cocinar y mantener la
seguridad del agua (Behera et al., 2011). En los ultimos afios, la plata ha ganado
mucho interés debido a su buena conductividad, estabilidad quimica, su actividad

catalitica y antibacteriana.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han convertido en un producto de mayor
crecimiento e interés en la industria de la nanotecnologia. Su fuerte actividad
antimicrobiana es la principal caracteristica para el desarrollo de productos con

nanoparticulas de plata (AgNPs).

En el ambito médico, existen apdsitos para heridas, dispositivos anticonceptivos,
instrumental quirdrgico y protesis 6seas, todos ellos recubiertos o integrados con
AgNPs para asi evitar el crecimiento bacteriano (Cheng et al., 2004; Cohen et al.,
2007).

Ademas, se esta evaluando la utilizacion de las AgNPs contra el tratamiento de
enfermedades que requieren una concentraciéon mantenida de farmaco en sangre o
con un direccionamiento especifico a células u 6rganos (Panyman et al., 2003),
como ocurre con el virus del VIH-1, ya que ha sido demostrado que el tratamiento
in vitro con AgNPs interacciona con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las

células del huésped (Elechiguerra et al., 2005).

En la cotidianidad, los consumidores pueden tener contacto con las AgNPs
contenidas en aerosoles, detergentes, lavadoras, sistemas de purificacion de

aguas, pinturas para paredes y productos cosmeéticos (Zhang y Sun, 2007).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) también tienen una aplicacion en el sector
alimentario, agricola y en el envasado de los alimentos. Dentro del campo de la
agricultura, las AgNPs se emplean para optimizar la conservacion de frutos, ya que

su actividad antibacteriana presenta un efecto fungistatico que retarda el
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crecimiento de hongos fitopatégenos. Estas NPs pueden aplicarse junto con un
recubrimiento biodegradable en los frutos, mediante la inmersién de estos en la

solucion formadora de recubrimiento (Aguilar, 2009).

3.4. Técnicas de Caracterizacion nanoparticulas

3.4.1. Espectroscopia (UV-Vis)

La espectroscopia ultravioleta-visible o espectrofotometria ultravioleta-visible
(UVIVIS), es una técnica que permite comparar y/o la radiacion absorbida o
transmitida por una solucion, basada en el proceso de absorcion de la radiacion
ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los 160y 780
nm) por una molécula, para el caso de las nanoparticulas de plata se encuentra en
una longitud de onda entre 350-500 nm. Los encargados de absorber la radicacion
de la frecuencia emitida por el ultravioleta visible (UV-Vis) son los electrones de
enlace, caracteristicos de cada molécula por lo que los picos de absorcién se
pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace presentes en el compuesto.
Debido a ello, la espectroscopia UV-Vis se utiliza para la identificacién de los
grupos funcionales presentes en una molécula (Barros, Castro de Esparza, Wong
Nonato, & Mori, 2009).

Las bandas que aparecen en un espectro UV-Vis son anchas debido a la
superposicion de transiciones vibracionales y electrénicas. La absorcion de las
radiaciones UV, visibles e infrarrojo (IR) depende de la estructura de las moléculas,
y es caracteristica para cada sustancia quimica (Barros, Castro de Esparza, Wong
Nonato, & Mori, 2009).
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3.4.2. Microscopio de Barrido Electrénico (SEM)

La microscopia electronica de barrido o SEM se basa en el principio de la
microscopia oOptica en la que se sustituye el haz de luz por un haz de electrones.
Con esto conseguimos hasta los 100 A, resolucién muy superior a cualquier

instrumento 6ptico.

Su funcionamiento consiste en hacer incidir un barrido de haz de electrones sobre
la muestra. La muestra (salvo que ya sea conductora) esta generalmente recubierta
con una capa muy fina de oro o carbdn, lo que le otorga propiedades conductoras.
La técnica de preparacion de las muestras se denomina “sputtering” o pulverizacion
catddica (Lozano, 2014).

Las aplicaciones del SEM son muy variadas en diferentes campos de estudios e
investigacion, por ejemplo, este equipo y/o técnica es usado usualmente para
andlisis de fracturas en distintos materiales, determinacibn de espesores,
composicién mineralogica, petrologia, estudio de composicién de arcillas, y cémo
es en el caso de esta investigacion, el andlisis morfolégico de componentes

metalicos como lo son las nanoparticulas de plata (Lozano, 2014).

3.5. Técnicade lavado por presién o Flushing

Existen diferentes tipos de tratamientos fisicoquimicos con aplicabilidad en
recuperacion de suelos como los son las siguientes técnicas: Stripping por aire o
inyeccion de aire comprimido, Desorcién atomica, Barreras permeables activas,
Lavados a presion o Flushing, Extraccion, Oxidacion ultravioleta, entre otros.
Dentro de estos tratamientos y/o técnicas, el Flushing, es aplicable para la

recuperacion de compuestos inorganicos como lo son las nanoparticulas de plata.

La técnica de lavado con presion o Flushing, es una técnica que consiste en lavar
los compuestos quimicos absorbidos en los suelos mediante el empleo de agentes

surfactantes, co-solventes, bioestimulantes u oxigenantes. Este método de limpieza
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es mas efectivo en terrenos de relativa alta permeabilidad, como en el caso de
gravas y arenas, aunque se han obtenido buenos resultados en terrenos mas

impermeables.

Para esta técnica, la principal caracteristica de los surfactantes (tensoactivos) y co-
solventes (etanol y metanol) relacionada con la remediacion de suelos y aguas
subterraneas es la de favorecer el aumento de la capacidad de desorber

selectivamente los compuestos inorganicos alojados en el suelo (Geotecnia2000).

El tipo de solucibn que se necesita para el tratamiento depende de los
contaminantes que se presenten en el suelo. La solucion de enjuague
generalmente es uno de los siguientes liquidos: agua natural o agua con aditivos
tales como &cidos (pH bajo), bases (pH alto) o agentes tensos activos (como
detergentes). El agua se usa para tratar contaminantes que se disuelven facilmente
en el agua, Las soluciones acidicas se utilizan para extraer metales y
contaminantes organicos, una solucion acidica es una mezcla de agua y acido,

como acido nitrico o acido clorhidrico.

El lavado de suelos es un tratamiento generalmente ex-situ en el que el suelo es
previamente separado fisicamente por tamizado, densidad o gravedad para
eliminar las particulas de grava mas gruesas, con poca capacidad de adsorcion, de
la fraccion fina y seguidamente lavado con extractantes quimicos que permitan
desorber y solubilizar los contaminantes (van Benschoten et al., 1997). Después
del tratamiento quimico, el suelo se vuelve a lavar con agua para eliminar los
contaminantes y agentes extractantes residuales y se devuelve a su lugar de origen
(Peters, 1999). La eficacia de esta técnica depende del grado de adsorcion del
contaminante, controlado por una serie de propiedades del suelo como el pH, la
textura, la capacidad de intercambio catiénico, la mineralogia o el contenido en
materia organica y otros factores como el tiempo que hace que el suelo esta

contaminado o la presencia de otros elementos toxicos (Reed et al., 1996)
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El lavado por presion (Flushing) posee un modo de accion que consiste en liberar,
mediante un emulsionado, los contaminantes adsorbidos en los suelos, o aquellos
presentes en el agua subterranea en forma de fase libre, haciéndolos mas
“disponibles hidraulicamente” para su extraccion por medio de bombeo vy

tratamiento (Geotecnia2000).

En la tabla 4 se observan algunas ventajas y desventajas de su implementacion de

la técnica Flushing para la descontaminacion de suelos con metales

Tabla 4. Ventajas y desventajas de la técnica de lavado 6 Flushing

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Remueve contaminantes inorganicos, metales,
fenoles, compuestos organicos, contaminantes

oleosos y solubles en agua.

Es necesario tener un control de vigilancia y
monitoreo constante, ya que es probable que
durante el proceso de Flushing ocurra la
migraciéon de los contaminantes en una

direccién no deseada.

Reduce la cantidad de suelo que requiere

limpieza més profunda.

No es recomendable en costos utilizar esta

técnica cuando la contaminacion es muy poca.

La técnica es llevada a cabo in situ y ex situ.

Cuando se emplea en suelos arcillosos o limo
el porcentaje de remocién no es efectivo.

La técnica representa bajos costos.

Requiere post-tratamiento de los residuos

liguidos del proceso.

La velocidad del tratamiento es rapida

comparada con la de otras técnicas de

remocion.

Es posible que el aditivo empleado sea
absorbido y en este proceso cambie su
funcién, pasando de ser un aditivo a un

contaminante mas en el suelo.

Se puede utilizar para diferentes tipos de

contaminantes.

No utilizar en suelos con baja permeabilidad o

heterogéneos.

Si esta técnica es aplicada ex situ no necesita

una técnica de contencion para el

contaminante.

Si los desechos tienen un alto porcentaje de
limo y arcilla, una parte debera ser sometida a

otro tratamiento generando mas costos.
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Esta técnica reduce el volumen del material | En ocasiones se puede contaminar el suelo
tratado en un 90% (lo cual significa que sélo el | circundante.
10% del volumen original necesitaria de un

tratamiento posterior.

Fuente: (Dorronsoro, Carlos)

34



4. METODOLOGIA

El desarrollo experimental fue basado en los objetivos expuestos, los cuales se
centran en el estudio y evaluacion de la inhibicion del hongo Fusarium solani
empleando la sintesis biol6gica de nanoparticulas de plata en medio acuoso, a
partir de extractos vegetales. Las nanoparticulas de plata sintetizadas se
aplicaron en medios de cultivo para evaluar la capacidad de inhibir el hongo en
diferentes concentraciones y tiempos. Después de obtener los resultados
optimos en las variables analizadas, las nanoparticulas de plata fueron
aplicadas en suelos de cultivo de palma, mediante la simulacion de las fases de

prevencion y mitigacion.

La fase de prevencion correspondié a la aplicacion de las nanoparticulas de
plata antes de que sea inoculado el hongo. La fase de mitigacion se basé en la
inoculacién del hongo para luego ser aplicadas las nanoparticulas. Finalmente,
la dltima fase fue la recuperacion de las nanoparticulas aplicadas en el suelo de
palma mediante la técnica Flushing. Este desarrollo experimental se llevd a
cabo en los laboratorios de suelos y microbiologia de la Universidad Pontificia

Bolivariana Seccional Bucaramanga.

En figura 4 se observa la metodologia para llevar acabo el objetivo general y los
objetivos especificos.
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EVALUACION DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION DE
NANOPARTICULAS DE PLATA EN SUELOS DE CULTIVO DE PALMA
DEACEITE, UTILIZANDO LA TECNICA DE LAVADO FLUSHING

|
|

bl Fase Il Aplicacion de la técnica de
concentracion de nanoparticulas de inhibicion de las nanoparticulas de i G o s
plata que inhiben hongo Fusarium plata sobre el hongo depositado en relcupgraC|on fiordya g
solanien medios de cuftivos. suelo. (Flushing).

. ] .

|, Sintesis bioldgica de nanoparticulas

Fase | Determinacion de la

Muestreo del suelo de culivo de

s Sintesis  de  Nanoparticulas de
deplata. :
p palma africana. Magnetta
Caracterizacion de las Caracterizacion  fisicoquimica ~ del Modificacion de las nanoparticulas

nanoparticulas de plata.

suelo.

magnéticas con nanoparticulas de plata

AgNPs usando una matriz de silice.

Aplicacién de las nanoparticulas de Aplicacié i
) iy plicacion de nanoparticulas de plata v ;
— plata sintetizadas bioldgicamente en en el suelo. Recuperacion de las nanoparticulas de

medio de cultivo L, plata magnetizadss por medio de la
: aplicacion de la técnica Flushing

Determinacion de capacidad de
inhibicién del hongo en suelo.

Figura 4. Metodologia para la recuperacion de nanoparticulas de plata por
la técnica Flushing.

Fuente: Autor

4.1. Fase |. Determinacién de la concentracion de nanoparticulas de plata

gue inhiben el hongo Fusarium solani en medios de cultivos.

La evaluacion de concentracion de Nanoparticulas (AgNPs) para el crecimiento de
hongo Fusarium solani se realiz6 en el laboratorio de suelos de la Universidad

Pontificia Bolivariana Seccional Bucaramanga y en el laboratorio de microbiologia.
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Para este desarrollo se prepararon medios de cultivo con Agar glucosa 4%
Sabouraud (basados en estudios anteriores) y las diferentes concentraciones de
las nanoparticulas presentes en la solucion inicialmente formada (100 ppm,
200ppm, 300ppm, 400ppm y 500 ppm), estas concentraciones se abarcaron desde
una inicial de 100 y 200 ppm hasta llegar a los 500 ppm ya que existen
precedentes en los cuales se afirman que la inhibicion en una concentracién de 100
ppm no es significativa. Las concentraciones para experimento de inhibicién en
medios de cultivo se basaron en Castellares y Lopez (2017) que afirman: “El efecto
antimicético de las nanoparticulas de plata en el hongo Fusarium solani a una
concentracion alta (200 ppm) y un periodo de contacto de 72 horas, se evidencio
en comparacion con la concentracion baja (100 ppm) en la cual no se registré

resultados significativos”

En el presente estudio se le realizd seguimiento a la inhibicion del hongo Fusarium
solani a las 24 horas de aplicacién (1 dia), 48 horas (2 dias) y 72 horas (3 dias) y a

los 30 dias (se verifico la inhibicién), registrando fotograficamente.

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas de plata a partir de extractos de palma

La sintesis de nanoparticulas se llevé a cabo usando el extracto vegetal de hojas
de palma como agente reductor del nitrato de plata, ya que contienen terpenos y
flavonoides que facilitan esta reduccion y formacion de las nanoparticulas de plata
(Castellares y Lépez 2017). Ademas, esta sintesis con extractos vegetales no
genera residuos toxicos, ni peligrosos. Las hojas de palma fueron colectadas en la
Finca La Aurora ubicada en Puerto Wilches, Santander. EIl extracto de hojas se
realizé con 100 g de cortes de hojas de palma y 500 mL de agua destilada, en
calentamiento a 100 °C durante 2 horas, hasta reducir el volumen a 200mL. Este
procedimiento inicio con la adicién de 1,7 g de nitrato de plata (AgNO3) a un beaker
con 50 mL de agua destilada. La solucion reductora de nitrato de plata se mantuvo
en constante agitacion (durante 1 hora) y gradualmente se le agregaron 5 mL del

extracto vegetal de hojas anteriormente preparado.
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Posteriormente a la reduccién del nitrato de plata en medio acuoso mediante el
extracto de hoja de palma, se realizé el proceso de co-precipitacion donde se le
realizaron lavados con 5mL de agua destilada mediante el uso de la centrifuga
durante 10 minutos a 4000rpm. Después de la centrifugacion, se retirdé el
sobrenadante de agua y se agregaron 5 mL de etanol para completar un segundo
lavado y se centrifugd por 10 minutos adicionales. El proceso de co-precipitacion se

repitié hasta completar 4 lavados, intercalando entre agua destilada y etanol.

En la figura 5, se presenta de forma visible y esquematizada el proceso que se
llevé a cabo para realizar la sintesis por extractos de hojas de nanoparticulas de

plata.

1,7 g de nitrato de plata
(AgNO3)+50mL de agua Se debe mantener en constante
ity
destilada+5 mL de G
extracto de palma

La nueva solucién se
agita durante 60 min Apenas terminado los 60 min se debe

S centrifugar a 4000 rpm durante de 10 min y
para la formacion de botar del sobrenadante.

nanoparticulas

Lavado 1: agua destilada, centrifugar, botar

sobrenadante
« Limpieza de la solucién * Lavado 2: etanol, centrifugar, botar sobrenadante
obtenida * Lavado 3: agua destilada, centrifugar, botar
sobrenadante

Lavado 4: etanol, centrifugar, guardar el
sobrenadante

z Mantener las muestras almacenadas en un sitio
Almacenamiento adecuado.

Figura 5. Sintesis de AgNPs-a partir de extractos de hoja de palma
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4.1.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata sintetizadas se caracterizaron mediante la técnica de
Microscopia de Barrido Electronico (SEM) lo cual permite observar y analizar la
morfologia, distribucion y tamafio de las nanoparticulas de plata formadas. Por otro
lado, la técnica de espectroscopia UV-Vis, permitid identificar las nanoparticulas
sintetizadas ya que presentan bandas caracteristicas entre 400 — 450 nm donde se
forma el tipico pico de la resonancia de plasmon superficial caracteristico de la

plata.

Para la caracterizacion de las nanoparticulas de plata mediante su tamafio y
morfologia en el SEM, fue necesaria una previa preparacion en la que consiste en
extraer la humedad en un equipo de secado y hacerle un recubrimiento con oro a la

muestra.

4.1.3 Aplicacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de hoja de

palma en medio de cultivo

Para la aplicaciébn de nanoparticulas de plata (sintetizadas a partir de extracto
vegetal) se aplicd un andlisis factorial 2% donde se evaluaron variables como

concentracion y tiempo, distribuidos como se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Disefio factorial de las variables a evaluar

Concentraciones :
5 Tiempo (horas)
nanoparticulas (ppm)

100

24
200

48
300

72
400

720
500
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Para llevar a cabo la aplicacibn de nanoparticulas de plata sintetizadas
biolégicamente en medio de cultivo, debi6 ser preparado con anterioridad el medio
agar Sabouraud dextrosa, tomando agua destilada en un erlenmeyer y agar
Sabouraud, manteniendo esto en constante agitacion y una temperatura durante 10

minutos.

Luego de haber sido preparado el medio, se sirvié en cada una de las cajas Petri
de material desechable. Los medios de cultivos en las cajas Petri se dejaron enfriar

y fueron guardados hasta cumplir el tiempo de solidificacion.

Ya cumplido el tiempo para la solidificacion de los medios, se dispuso a realizar la
aplicacidon de nanoparticulas de plata en el medio de cultivo en forma de “sandwich”
(Rios y Garcia, 2017), que consta de adicionar una primera capa de medio
Sabouraud (como se explica en la preparacién del medio anterior), después se
aplicaron las nanoparticulas de plata en el centro del medio de cultivo, luego se
realizd la inoculacién del hongo en la mitad del medio donde se encuentran las
nanoparticulas de plata, por dltimo se adicioné una segunda capa de medio
Sabouraud y se dej6 que se solidificara para ser guardados en la incubadora por
8 dias.

En la figura 6 y 7 se representa de forma esquematica el procedimiento del método
del “sandwich” y la aplicacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas

biol6gicamente, en el medio de cultivo a diferentes concentraciones.

4.,Segunda capa de medio de cultivo

2.Nanoparticulas s
3.Inoculacion
de plata del hongo

1.Primera capa de medio de cultivo
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Figura 6. Técnica de sandwich para la aplicacion de las nanoparticulas e
inoculacion del hongo.

Se realizara quintuplicado de cada concentracién

~ Variables a evaluar

-~ -

Concentraciones: Tiempos:
100 PPM 12 horas
200 PPM 24 horas
300 PPM 48 horas
400 PPM 720 horas
500 PPM

Figura 7. Evaluacion del crecimiento del hongo en medio de cultivo a

diferentes concentraciones y tiempo.

Luego de realizar el montaje correspondiente, se analizé y evalud el crecimiento del
hongo en los cultivos durante 24, 48, 72 y 720 horas. Para continuar a la fase Il de
la investigacion fue necesario realizar el estudio a un tiempo de 30 dias, donde los
resultados permitieron establecer una sola concentracion de nanoparticulas de

plata.

4.2. Fase Il. Andlisis de la capacidad de inhibicion de las nanoparticulas de

plata sobre el hongo depositado en suelo.

Para realizar el analisis de la capacidad inhibidora del hongo Fusarium solani en el

suelo se realizaron las siguientes fases: muestreo del suelo, caracterizacion
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fisicoquimica del suelo y finalmente la aplicacion de las nanoparticulas al suelo en

etapas de prevencién y mitigacion.

La toma de muestras de suelo correspondiente a los cultivos de palma de aceite
(Elaeis guineensis) con afectacion de la enfermedad PC se realizaron en la Finca
La Aurora. Esta finca se encuentra localizada en el municipio de Puerto Wilches,
del departamento de Santander, en la posicion 73° 39 26,49 (longitud) y 7° 17

31,52 (latitud) (georreferenciacion).

Esta finca estad dedicada a la actividad palmera hace 10 afios, cuenta con
aproximadamente 26.300 hectareas de plantaciones distribuidas en 20 lotes. Para
este proyecto, se realiz6 un muestreo en tres diferentes lotes, correspondientes a
cultivo de Palma sin ningun tipo de enfermedad (Lote 10 y 17), y cultivo con PC
(lote 18). En estos se tomaron cuatro muestras de cada lote respectivamente, para

un total de 12 muestras.

La primera muestra de suelo de palma corresponde al lote 18 y linea 7, en el cual,
al momento de realizar la toma, la palma se encontraba en estado de adultez y libre
de la enfermedad de PC. La segunda muestra fue tomada del lote 10 y linea 49, al
igual que en la primera muestra, la palma se encontraba en estado de adultez y sin
presencia de la enfermedad del PC, estas dos palmas fueron sembradas en los
afios 2008 y 2006 respectivamente.

El tercer muestreo de suelo correspondio al lote 17 y linea de cultivo 12, la palma
se encontraba en estado de adultez y con presencia de la enfermedad PC, ademas
los agricultores responsables de la plantacion adicionaron durante dos (2) meses
fertilizantes compuestos por K, Nitrato, Boro y materia organica, adicionalmente al
suelo le fue aplicado “Abimgra fosforado” el cual es un abono organico
mineralizado 100% natural, con un alto contenido de fosforo de rapida asimilacion

con la solucién del suelo.

Para el analisis de muestras, se realizé la mezcla de las cuatro muestras de cada

palma para formar una muestra compuesta de cada toma y/o palma.
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4.2.1. Muestreo del suelo de cultivo de palma africana

El muestreo se realiz6 sistematico al azar, ubicando las muestras en plantas
afectada por el PC y en plantas si afectacion de la enfermedad. El nUmero de
muestras tomadas por planta afectada fue de 4, ubicadas en los cuatro puntos

cardinales alrededor de la palma afectada o sin afecta. (Sosa, Domingo)

En la figura 8 podemos observar la georreferenciacion de la finca “La Aurora”
Puerto Wilches-Santander.
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Figura 8. Georreferenciacion de “La Aurora” Puerto Wilches-Santander

La localizacion vertical o profundidad del hueco para la toma de muestras fue de
10-15 cm. Para la toma de muestras del suelo se utilizaron calicatas, sondeos
manuales y sondeos ligeros. En cada sitio de muestreo se removieron las plantas y
hojarascas en un area de 20cm x 20cm, luego se introdujo la paladraga y pala a la

43



profundidad requerida, se transfiri6 de 200-300 g de muestra de suelo a las bolsas
ziploc debidamente. En el muestreo se realizd un registro de datos donde la
informacion que se recogi6 durante la toma de muestra fue registrada en el campo,
anotando la descripcion del perfil del sondeo, registro de la posicion, horizontal o
vertical a la que se tomo cada muestra, incluyendo una descripcion detallada de la
muestra (color, olor, apariencia, entre otros) y se realizé un reporte fotogréafico de

cada perforacion donde se tomo la muestra (Muskus, 2013).
4.2.2. Caracterizacion fisicoquimica del suelo.

Para realizar la evaluacion de la capacidad inhibidora de las nanoparticulas de
plata sobre el hongo Fusarium solani en suelos provenientes de cultivos de palma
de aceite africana, fue necesaria la caracterizacion fisicoquimica de las siguientes

propiedades: textura, pH, conductividad eléctrica y materia organica del suelo.
4.2.2.1. Textura del suelo

La textura del suelo es una propiedad que establece las cantidades porcentuales
en que se encuentran las particulas de diametro menor a 2mm, es decir, que ayuda
a identificar qué clase de particulas estan presente en el suelo como puede ser
limo (L), arena (A) o Arcilla (Ar) (Muskus, 2013). La textura del suelo fue realizada
por el método del densimetro o hidrémetro, regido por la norma ASTM-152H
(Muskus, 2013).

Para el analisis de textura del suelo, se adicioné suelo muestreado, en un beaker
de con agua destilada donde se aplicé una agitacion mecéanica durante 10 minutos.
Luego, al suelo agitado se le adicion6 agente dispersante (NaPO3)s(Na2COs3)
(calgdn) y se traspasoé a una probeta. Para la determinacion de la textura de utilizo
el hidrometro (densimetro), se realizo la lectura del hidrometro a los 40 segundos
después de la agitacion para realizar la primera lectura, ademas se registré la
temperatura de la muestra. Por ultimo, se registré la lectura del hidrémetro a las 2
horas. La lectura realizada en el densimetro a los 40 segundos correspondio a las

particulas mas densas que son las arenas; la lectura a las 2 horas corresponde a
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las particulas menos densas que son las arcillas. Las férmulas que fueron
utilizadas para conocer el porcentaje de arenas, arcillas y limos son: se muestran a

continuacion:

lectura corregida a 40 segundo * 100

% A =100 —
%o Arenas peso de la muestra

) lectura corregida a las 2 horas * 100
% Arcillas =

peso de la muestra
% Limo = 100 — (%Arenas — %Arcillas)
4.2.2.2. pH del suelo

El pH es una de las propiedades fisicoquimicas méas importantes de los suelos,
influyen sobre algunos aspectos tales como: disponibilidad y solubilidad de
nutrientes para las plantas, controla la clase y el tipo de actividad microbiana
presente en el suelo, por ultimo, controla el intercambio catidnico en el suelo
(Muskus, 2013). EI método por el cual se realizé la determinacién del pH es regido

por la norma técnica colombiana NTC 5264

El procedimiento fue realizado utilizando agua destilada y KCL, con el mismo

volumen para la determinacion del ApH.
La siguiente ecuacion se utilizé para hallar el ApH

ApH = pH del KCL — pH del agua
4.2.2.3. Conductividad

La conductividad eléctrica (CE) de los suelos es la medida de la capacidad de un
material para conducir la corriente eléctrica, el valor sera mas alto cuanto mas facil
se mueve la corriente a través del mismo. Esto significa que, a mayor CE, mayor es
la concentracion de sales (Barbaro, L). Para la determinacion de la conductividad
eléctrica CE se llevd a cabo el procedimiento descrito por la Norma Técnica
Colombiana NTC 5596
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4.2.2.4. Materia organica

La materia organica es uno de los componentes del suelo mas importantes.
Cuando son agregados restos organicos de origen vegetal o animal, los
microorganismos del suelo transforman los compuestos complejos de origen
organico en nutrientes de forma mineral que son solubles para las plantas; pero
este proceso es lento, por lo tanto, la materia organica no representa una fuente
inmediata de nutrientes para las plantas, sino mas bien una reserva de estos

nutrientes para su liberacién lenta en el suelo (Muskus, 2013).

Para calcular el porcentaje de materia organica presente en el suelo se utilizo el

meétodo por calcinacion (Norma Técnica Colombiana 5403).

La siguiente ecuacion se utilizé para hallar el porcentaje de materia organica
P1
%M.0 = ———=*100

P1: peso del suelo salido del horno

P2: peso del suelo salido de la calcinacién

C: peso del crisol

4.2.3. Aplicacién de nanoparticulas de plata en el suelo.

Para evaluar el desempefio inhibidor de las nanoparticulas de plata se realizaron
dos etapas: la primera etapa se trata de la prevencion y la segunda etapa fue la de

mitigacion sobre el suelo de cultivo de palma
4.2.3.1. Aplicacion de nanoparticulas en etapa de prevenciéon

Para la etapa de prevencion se realizo la esterilizacion del suelo, la aplicacion de

nanoparticulas y la inoculacion del hongo en el suelo.
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a. Esterilizacion del suelo

Para la esterilizacion del suelo se recolecté suelo procedente del cultivo de
palma y se realizo la respectiva limpieza para optimizar la esterilizacion de este.
Luego se llevd a un horno a una temperatura de 180°C con duracién de cuatro
horas, posteriormente se dejé enfriar el suelo a temperatura ambiente y se

sirvieron en recipientes.
b. Aplicacion de nanoparticulas

La aplicacién de nanoparticulas de plata se llevo a cabo mediante la dilucion de
estas en medio de cultivo liquida. La concentracién diluida de nanopatrticulas de
plata correspondié a 500ppm y fueron aplicadas al suelo por medio de un

esparcimiento aleatorio.
c. Inoculacién del hongo en el suelo

Después de 72 horas de la adicién de las nanoparticulas de plata al suelo, se
inoculd el hongo Fusarium solani aislado previamente en el medio de cultivo y

se aplicé al suelo realizando un raspado del hongo directamente.

En la figura 9 se puede observar un esquema general del proceso de inhibicion
del hongo, por la aplicacion de las nanoparticulas de plata en el suelo en etapa

de prevencion.

PREVENCION

U [ 1: ADICION DE
A = W NANOPARTICULAS
G B DE PLATA (AgNPs)

2: ADICION

SUELO
DEL HONGO
PREVIAMENTE FUSARIUM

ESTERILIZADO SOLANI

U/
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Figura 9. Evaluacion del efecto funguicida de las AgNPs en etapa de

prevencion

En la figura 10 se presenta los pasos para el proceso de aplicacion de

nanoparticulas en la etapa de prevencion del suelo.

a. Muestreo del suelo de b. Caracterizacion

palma de aceite con ﬁsic_oquimica del suelo de .
., cultivos de palma de c. Esterilizacién del suelo
Afectacién del hongo del aceite con la enfermedad

pc. de Pc.
h_ A

&

- ™

P . e. Inoculacion del hongo .
F. Diluciones seriales del 8 d. Aplicacion de las
) presente del Pc en el .
suelo infestado con - N nanoparticulas de plata
suelo estéril, mediante un

hongo. raspado superficial. (AgNPs).

- /|

Figura 10. Pasos en la etapa de Prevencion para la aplicacién de las AgNPs

con efectos inhibidores del crecimiento del hongo en un suelo.

4.2.3.2. Aplicacién de nanoparticulas de plata en etapa de Mitigacién

La etapa de Mitigacion se llevé a cabo mediante el muestreo, caracterizacion y
esterilizacion del suelo como se describe en la seccion anterior. Posterior a esto se
realizé la inoculacion del hongo por medio de un raspado superficial, se manejé un
tiempo para la reproducciéon y esporulacion del Fusarium solani en el suelo de 72
horas. Después de inoculado el hongo en el suelo, se procedié a la aplicacion de
las nanoparticulas de plata. Finalmente, se desarrollaron diluciones seriales del
suelo para corroborar el efecto inhibidor de las nanoparticulas de plata en fase de

mitigacion.
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En la figura 11 se presenta el esquema general para el proceso de aplicacién de
nanoparticulas en la etapa de Mitigacion del suelo.

7

MITIGACION

1: ADICION
DEL HONGO
FUSARIUM
SOLANI
MUESTRA DE SUELO,
PLANTACION LA AURORA, . . ._> 2: ADICION DE
PUERTO WILCHES NANOPARTICULAS

. l . . DE PLATA (AgNPs)

Figura 11. Evaluacién del efecto funguicida de las AgNPs en etapa de
mitigacion
En la figura 12 se presenta los pasos para la Mitigacion en la evaluacion de la

aplicacion de aplicacion de nanoparticulas de plata, con fines fungicidas en un

suelo de palma.
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Figura 12. Pasos para la etapa de Mitigacion en la evaluacion del
desempeiio de las AgNPs en suelo esterilizado.

4.2.4. Determinacién de la capacidad de inhibicion del hongo en suelo

Para la determinacion de la capacidad de inhibicién del hongo Fusarium solani en
un suelo en etapas de prevencion y mitigacion se realizaron diluciones seriales del

suelo infestado con hongo.

En las diluciones, previamente se preparé un medio de cultivo con peptona, donde
se pes6 15 g de ésta en un erlenmeyer de 1000 mL y agua destilada hasta
completar el volumen del erlenmeyer, luego fue autoclavado por 15 minutos a
121°C. Adicionalmente, se prepard una solucion patron 1:10 donde se us6 90mL de

medio peptona y 10 g de suelo agitados por 10 minutos (Medina, 2010).

De la solucion patrén se extrajo 1mL y se mezcldé con 9mL de agua peptona en un
tubo de ensayo para ser agitado por 10 minutos, esta solucién corresponde a una
relacion 1:100. Este proceso se realizo repetitivamente hasta llegar a una dilucion
de 107 ; luego de tener la dilucién a la escala deseada, se procedié a servir por
medio de un vertido en placa. En la figura 13 se presenta el proceso de diluciones

seriales del suelo (Echegaray, 1993), Castellares y Lépez (2017).
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Figura 13. Proceso de diluciones seriales del suelo utilizado en etapas de
Prevencion y Mitigacion
Tomado de: Soto, Sara (2016)

4.3. Fase lll. Aplicacion de la técnica de recuperacién por lavado con

presion (Flushing).

Las nanoparticulas de plata fueron magnetizadas previo a su aplicaciéon en el suelo

de palma, para poder ser recuperadas por medio de la técnica Flushing.
4.3.1. Sintesis de Nanoparticulas de Magnetita

Para la magnetizacion de las nanoparticulas de plata, estas fueron sintetizadas a

partir de extractos vegetales, descrito en la seccién 4.1.1.

La magnetizacién de las nanoparticulas de plata se inicié preparando una solucién
de Fe*® a una concentracién de 0.4 M, mezclando 10.8 g de FeClz* 6H20 con
100mL de agua destilada, para lo cual se aplicO la ecuacion para efectos de
molaridad. (Herrera et al., 2008)
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Luego se prepard una soluciéon de Fe*? con una concentracién de 0.2M la cual se

obtiene mezclando 4.69 g de FeCl2»6H20 con 100 mL de agua destilada.

Al obtener las dos soluciones se mezclaron y se agitaron vigorosamente en una
manta de calentamiento y se llevo a una temperatura de 70°C (maximo 75°C),

luego se le agregé una solucion de hidroxido de sodio 6M.

La solucion de magnetita presenté un cambié a un color negro durante este
proceso de precipitacion, caracteristico de este material; fue necesario tener en
cuenta que una vez se lleva a cabo la reaccion se debié agregar agua destilada
cada 10 minutos y solucion de NaOH (100mL / 6M) como agente precipitante cada
13 minutos. Luego de la precipitacion, se dejé enfriar la solucién a temperatura
ambiente. Después de enfriada la solucion, se inicid con el proceso de lavado y

decantacion magnética.

El lavado se realiz6 para obtener particulas libres de compuestos de sodio y cloro,
la solucién de magnetita que precipité fue lavado dos veces con agua destilada y
después con etanol para luego secar el precipitado a 50°C en una plancha de

calentamiento de un dia para otro.

4.3.2. Modificacién de las nanoparticulas magnéticas con nanoparticulas de plata

usando una matriz de silice

Para realizar la modificacion de las nanoparticulas de magnetita con las de plata,
se prepar6é una suspension con nanoparticulas de magnetita y dimetilsulfoxido
(DMSO), se dejo en un agitador mecanico, luego fue llevada la suspension al
ultrasonido con el fin de desintegrar los aglomerados de nanoparticulas y facilitar
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su suspensién. Se agrego tetra-etil-orto-silicato (TEOS) y se mantuvo en agitacion

mecanica a temperatura ambiente.

Luego de obtener las nanoparticulas modificadas, se precipitaron por medio de
centrifugacion y se suspendieron en el solvente DMSO al 1% p/v usando el
ultrasonido, se agregaron las nanoparticulas de plata a la suspension de
nanoparticulas magnéticas encapsuladas en la matriz de silice y suspendidas en el

DMSO, luego se someti6 a agitacidon mecanica.

El nanomaterial multifuncional (FesO4/Ag) se separd por centrifugacion, se lavoé con

etanol y se retiraron las nanoparticulas de la solucién usando magneto.

4.3.3. Recuperacion de las nanoparticulas de plata magnetizadas por medio de la

aplicacién de la técnica Flushing

Para la recuperacion de las nanoparticulas de plata magnetizadas se realizé el
lavado por Flushing y fue necesario realizar reactores a escala laboratorio a los
cuales se les adiciondé suelo muestreado de cultivos de palma, luego fueron
afadidas las nanoparticulas de plata magnetizadas en concentraciones de 70.73 y
35.37 ppm, para un lavado con un volumen de 1500 y 3000 mL respectivamente.
La aplicacién de las nanoparticulas de plata se realiz6 3 dias antes de la ejecucién
de la técnica, para optimizar la penetracion de las nanoparticulas de plata

magnetizadas en el suelo.

Para la ejecucion de la técnica Flushing se utilizO un compresor de aire Marca
Karson 1.5 HP, con el cual, se control6 el flujo de presién a 30psi y se mantuvo un
caudal de 46.88 mL/s para un volumen de 1500mL y un caudal de 46.15 mL/s para
un volumen de 3000mL. Para el desarrollo de la técnica de Flushing se baso en las
variables estudiadas por Hernandez y Suarez (2017) donde las presiones utilizadas

fueron de 15, 35y 50psi.
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En el desarrollo experimental de este proyecto se realiz6 una variaciéon en la

presion utilizando 30psi para mayor estabilidad del flujo de agua.

Luego del lavado se obtuvieron las nanoparticulas de plata magnetizadas en una
solucién de agua-suelo depositadas en un beaker, se llevaron a un campo
magnético (utilizando un iman industrial sobre la muestra del lavado del suelo),
logrando asi que las nanoparticulas en suspension se aglomeraran en un punto

especifico.

Las muestras de suelo obtenidas fueron llevadas al laboratorio de analisis quimico
de la Universidad Pontifica Bolivariana seccional Bucaramanga, en donde fueron
analizadas por medio de la Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Flama,
permitiendo determinar el porcentaje de nanoparticulas de plata magnetizadas

recuperadas del suelo por medio de la técnica Flushing.

El analisis de las muestras se llevo a cabo por medio un proceso de digestién a
50mL de la mezcla agua-suelo producto de lavado a presién de la técnica Flushing,

con el proposito de preparar la muestra para el andlisis anteriormente mencionado.

En las figuras 14 y 15 se puede observar el proceso de lavado Flushing.

= FLUSHING

DAL N AT

Figura 14. Vista frontal del proceso Flushing
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Figura 15. Vista superior del proceso Flushing.

Adicionalmente, a las muestras recogidas en el efluente, fueron tomadas muestras
solidas en el suelo al cual se le fue aplicado el proceso de Flushing. Luego de ser
recolectadas las muestras, fueron llevadas al laboratorio de analisis quimico de la
Universidad Pontificia Bolivariana seccional Bucaramanga donde fueron analizadas

mediante el proceso de absorcidén atbmica por flama (cantidad aproximada).

Se realizaron 3 puntos de muestreo del suelo en el reactor a escala laboratorio: El
punto A corresponde a una muestra tomada a 1 cm de profundidad con un
diametro de 3 cm, la muestras B fue extraida a 1 cm de profundidad con un
diametro de 4 cm, y la muestra C correspondié a 1 cm de profundidad con un

didmetro de 2 cm.

Esto se llevo a cabo para determinar el porcentaje de nanoparticulas retenido por el
suelo, en la figura 16 se puede observar el muestreo del suelo después de la

aplicacion del Flushing.
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Figura 16. Muestreo de suelo después de la aplicacién de la técnica Flushing.
A) 7cm?, B) 13cm?, C) 3cm?.

Para hallar el valor de la concentracion recuperada en mg/L, se tuvo en cuenta el
volumen recogido al final de la técnica de Flushing, para los lavados realizados con
un volumen de 1500mL y 3000mL y el valor obtenido por el espectrofotometro de

absorcion atomica de flama (concentracidén recuperada), se calcul6 por la siguiente

ecuacion:

m
Concentracion recuperada (mg) = Concentracion recuperada (Tg) * Volumen recogido (L)

El porcentaje de recuperacion fue hallado mediante la formula:

Concentracion
aplicada (mg) — Concentracion

recuperada (mg)

Porcentaje de recuperacion(%) = Concentracion aplicada (mg) 100
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

En esta seccion se anunciaran los resultados obtenidos en las pruebas expuestas
en la metodologia, donde se busca evidenciar la determinacion de la concentracion
inhibidora de las nanoparticulas de plata, en el crecimiento del hongo Fusarium
solani en suelos de cultivo de palma y la inhibicion de las nanoparticulas de plata
sobre las etapas de prevencién y mitigacion del hongo presente en el suelo. El
estudio se relaciond con la capacidad de remocion de nanoparticulas de plata por

medio de la técnica de lavado de suelo Flushing.

5.1. Fase |. Determinacion de la concentracion inhibidora de nanoparticulas

de plata

Para la determinacién de la concentracién inhibidora del crecimiento del hongo
Fusarium solani en cultivos, fueron sintetizadas las nanoparticulas de plata por

medio del extracto de hojas de palmas y fueron caracterizadas por UV-Vis y SEM.

5.1.1. Caracterizaciéon de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas mediante el método de co-
precipitacion explicado en la seccidén 4.1.2. Las nanoparticulas de plata fueron
caracterizadas por la técnica microscopia electronica (SEM) y se confirmé la

presencia de plata por la técnica espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis).

a.) Andlisis espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis)

La aparicion de bandas de absorcion fueron encontradas con forma de campana de
Gauss en el espectro ultravioleta visible (UV-Vis) ya que se observdé que la
oscilacion y la longitud de onda de las nanoparticulas de plata estan presentes en

un rango entre 350 a 500nm (A.Slistan, 2004). El analisis en el UV-Vis confirma la
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presencia de nanoparticulas de plata con una banda con maximo de absorcion de
0.6 a una longitud de onda de 420nm. En la figura 17 se representa el espectro de
absorcion obtenido por UV-Vis para las nanoparticulas de plata sintetizadas por

medio de extractos de hojas.
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Figura 17. Espectro de absorcion de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir del extracto de hoja de palma.

Fuente: Autores

b) Analisis de microscopia electronica por barrido (SEM)

El andlisis del microscopio de barrido electrénico SEM, permite determinar la
variacion en el tamafio y la forma de las nanoparticulas. En su mayoria presentan
una forma semiesférica, implementando aumentos de 100.000X y 250.000X con un
voltaje de aceleracion de 30.0 KV. De igual forma se observdé que las
nanoparticulas de plata forman aglomeraciones en las superficies y que su tamafio
promedio es de aproximadamente 23.97nm. Las nanoparticulas semiesféricas

mostraron una resolucion y calidad optima como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Micrografia de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del
extracto de hojas de palma. A) Nanoparticulas visualizadas a 250Kx, B)
Nanoparticulas visualizadas a 100Kx

Fuente: Laboratorio de Nano Ciencia y Nanotecnologia de la Universidad Pontificia
Bolivariana seccional Bucaramanga.

Adicionalmente fue calculada la distribucién de tamafio de las AgNPs, esto se
realizé para determinar la homogeneidad del tamafio de las nanoparticulas de plata

encontrando que el tamafio oscila entre 41.22 y 52.20 nm.
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Figura 19. Distribucién de tamafio de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

Fuente: Autor

5.1.2. Identificacion del crecimiento del hongo Fusarium solani en diferentes

concentraciones de nanoparticulas de plata en medios de cultivo

Para el analisis de la capacidad de inhibicion de las nanoparticulas de plata en el
hongo Fusarium solani se manejaron las variables de tiempo y concentracion. Las
concentraciones medidas fueron de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm en un rango de
tiempo de aproximadamente 72 horas, en las cuales se registré el proceso de
manera fotografica con intervalos de 24 horas como se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Inhibicién de las nanoparticulas de plata ante las variables de

concentracion y tiempo en el hongo Fusarium solani

Tiempos (Horas)

Concentracion
(PPM)

24

48

100

200

300

400
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500

Como se puede observar en la tabla 6, hubo una inhibicion total por parte de las
nanoparticulas de plata en el hongo Fusarium solani en las concentraciones de 100
,200, 300, 400 y 500 ppm, evaluados en los intervalos de 24, 48, 72 y 720 horas.
La aplicacion de las nanoparticulas de plata se llevdé a cabo de manera puntual,
siendo aplicadas en el centro de la caja Petri. La inoculacién del hongo, de igual
manera se realiz6 de manera puntual abarcando el area de aplicacion de las

nanoparticulas.

Con estos resultados se puede establecer que, a mayor contacto superficial de las
nanoparticulas con el medio y el hongo, se obtiene mayor eficiencia de inhibicién,

anulando asi el crecimiento natural del hongo Fusarium solani.

En la tabla 7 se evidencia el crecimiento del hongo Fusarium solani al cabo de un
mes (30 dias), las cajas Petri con concentracién de 100 y 200 ppm muestran un
crecimiento aleatorio. En las cajas Petri de 300 y 400 ppm, por el contrario, el
crecimiento fue menor comparado con las concentraciones anteriores, la
concentracion correspondiente a 500ppm evidencié un crecimiento muy minimo del

hongo.

El crecimiento, en general, se dio alrededor del lugar de aplicacién de las
nanoparticulas, demostrando el caracter inhibidor de estas frente a los

fitopatdgenos de forma puntual, en este caso, el hongo Fusarium solani.
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Tabla 7. Inhibicion del hongo Fusarium solani a un tiempo de 30 dias

100 ppm 200 ppm 300 ppm

400 ppm 500 ppm

Los resultados de la tabla 7, permitieron establecer que las nanoparticulas de plata
crean un efecto inhibidor sobre el crecimiento de hongos, como el caso del
crecimiento del hongo Fusarium solani. En estudios como Mosquera (2016), las
nanoparticulas atacan la pared celular del hongo, la cual es la encargada de

controlar su crecimiento.

Debido a los o6ptimos resultados en la inhibicion del hongo Fusarium solani
presentados a una concentracion de 500ppm de nanoparticulas de plata en un
tiempo de analisis de 30 dias, se utilizd esta concentracion para llevar a cabo las

fases de prevencion y mitigacién correspondiente a la Fase Il.
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5.2. Fase Il. Analizar la inhibicion de las nanoparticulas de plata sobre las
etapas de prevencién y mitigacion del hongo Fusarium solani presente

en el suelo.

El suelo de cultivo de palma fue caracterizado en sus propiedades fisicoquimicas
para el analisis de mitigacion y prevencién de la propagaciéon del hongo en matriz
sélida. Se prepararon diluciones seriales del suelo infestado con hongo, para su

posterior analisis.

5.2.1. Propiedades fisicoquimicas analizadas en suelo de Palma

Las propiedades fisicoquimicas evaluadas en el suelo de palma fueron: pH y
conductividad, textura mediante el método de Bouyoucos, materia organica y
capacidad de intercambio cationico. Estas propiedades fueron evaluadas en tres
tipos de suelos, como se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Tipos de suelos identificados del cultivo palma africana

Suelo de palma Tipo de suelo identificado
1 Ausencia del hongo Fusarium Solani
2 Ausencia del hongo Fusarium Solani
3 Muestra de suelo tomada del -cultivo
infestado por Fusarium Solani

Los resultados presentados corresponden al promedio obtenido de quintuplicados

de las muestras de suelo de palma.

5.2.1.1. Determinacion de pH y conductividad

Para el andlisis de pH se empledé la metodologia aplicada en el Manual de
Laboratorio de Caracterizacion de Suelos (Muskus, 2015) con lectura por medio del

multiparametro. El pH se evalud en tres tipos de suelo, clasificados como 1,2 y 3.
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En la tabla 9, se presenta los resultados obtenidos de pH del suelo en H20 y en

KCI para un suelo de palma.

Tabla 9. pH del suelo de palma en medio acuoso y en KCL

Tipo de pH en H,0 pH en KCL
suelo
Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3 Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
1 4.68 4.43 5.71 3.58 3.79 4.59
2 4.69 4.40 5.75 3.57 3.82 451
3 4.44 4.33 5.28 3.54 3.88 4.53
4 4.68 4.45 4.99 3.59 3.82 4.54
5 4.62 4.46 4.58 3.56 3.82 4.54
promedio 4.6 4.4 5.3 3.6 3.8 4.5

El pH del suelo correspondiente a las muestras de suelo 1 y 2 con ausencia del
hongo se cataloga como muy fuertemente acido y con una deficiencia de nutriente
altos. Estas muestras corresponden a la locacién del cultivo que en el momento del
muestreo estaban exentas de la enfermedad PC, este resultado puede ser
relacionado con los tipos de pesticidas y fertilizantes utilizados en los cultivos. Si
los fertilizantes utilizados fueron nitrogenados que contienen o forman amonio NH4*
incrementan la acidez del suelo. Los fertilizantes mas utilizados en la industria
agropecuaria del cultivo de palma son: sulfato de amonio, nitrato de amonio y la
urea. Al aplicar estos fertilizantes al suelo, el amonio NH4* se transforma en Nitrato
NOs debido a la accién biologica y libera hidrégeno que acidifica el suelo. Esta
reaccion es necesaria y se da de manera natural, ya que la mayor parte del
nitrogeno que absorbe la planta es en forma de nitrato. Por cada molécula de NH4*

gue se transforma a NOgs’, se liberan dos moléculas de H*, que acidifican el suelo
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(J. Z. Castellanos). La muestra de suelo de palma 3 se cataloga como fuertemente

acido, menos que las anteriores muestras.

Los valores de pH en KCI respaldan los anteriormente nombrados, ya que para el
estudio de los suelos 1 y 2, el resultado corresponde a los de un suelo

extremadamente acido y el pH de la muestra 3, a un suelo fuertemente acido.

En la tabla 10, se presenta el ApH para los suelos provenientes de cultivo de
Palma. En las muestras de suelo de Palma de la zona de Puerto Wilches, se

obtuvo un valor de ApH negativo demostrando que el suelo permite el intercambio

cationico
Tabla 10. ApH para suelos providentes del cultivo de Palma.
Tipo
Suelo ApH  Suelo (Muestra) Prom |Desviacion
Muestral Muestra2 Muestra3 Muestrad Muestra5
1 -1,1 -0,92 -0,9 -1,09 -1,06 -1,014| 0,0963
2 -0,64 -0,58 -0,45 -0,63 -0,64 -0,588| 0,0811
3 -1,12 -1,24 -0,75 -0,45 -0,04 -0,720| 0,4916

La conductividad eléctrica es la medida de la capacidad de un material para
conducir la corriente eléctrica, el valor sera més alto cuanto mas facil se mueve la
corriente a través del mismo. Esto significa que, a mayor CE, mayor es la
concentracion de sales (Barbaro, L). Segun los resultados obtenidos vy
evidenciados en la tabla 11, se puede analizar que los suelos muestreados son
suelos no salinos, esto facilita el manejo de la fertilizacion y se evitan problemas

por fitotoxicidad en el cultivo.
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Tabla 11. Conductividad de suelos providentes del cultivo de Palma

Suelo Conductividad (dS/m) Prom | Desviacion

Muestral Muestra2 Muestra3 Muestra4 Muestra5s

1 0,0859 0,0865 0,1065 0,0955 0,1076 |0,096| 0,010
2 0,0807 0,0705 0,0714 0,0807 0,0817 |0,077| 0,006
3 0,1015 0,0379 0,0303 0,0585 0,0429 (0,054 0,028

5.2.1.2. Textura del suelo

De acuerdo con el andlisis de los célculos obtenidos el porcentaje de limo, arcillas y
arenas en las muestras de los suelos 1,2 y 3 se pudo observar que presentan
mayor dominio las arenas con un 88,68%, en segundo lugar, las arcillas con un
6,82% Yy por ultimo limo con un 4,60%. Al comparar los resultados obtenidos con el
triangulo de textural de la USDA (Muskus, 2015), se puede analizar que los suelos

muestreados son de textura arenosa.

En la tabla 12, se presenta la textura obtenida para cada tipo de muestra de suelo

proveniente del cultivo de palma.

Tabla 12. Textura del suelo proveniente del cultivo de palma.

Tipode Textura del Suelo

Suelo Arenas (%) Arcillas (%) Limos (%)
M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | PromA | ML [ M2 [ M3 | M4 | M5 | Prom | ML | M2 | M3 | M4 | M5 |Prom

1 8572 | 8572 | 8472 | 8372 | 8372 | 8472 | 6,00 9,00 (900 | 800| 800 | 800 | 828 | 7,28 | 6,28 | 828 | 8,28 | 7,68

2 872 | 8772 | 8172 | 8672 | 9472 | 8912 | 600|500 (600|600 600 | 580 |528|728 |628|728 00052

3 9328 | 9236 | 93,00 | 9336 | 9100 | 9260 | 584|620 (676|738 | 712 | 6,66 | 088 | 1,44 | 0,24 | 0,00 | 1,88 | 0,89
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Debido al alto porcentaje de arenas, esta incide en la porosidad del suelo,
principalmente en la macro-porosidad ya que el tamafio de las particulas es
grande; a su vez influye en el drenaje, la aireacion, la capacidad de infiltracion es
alta y la capacidad de retencion de agua es baja. Por ser un suelo arenoso, los
porcentajes de limo y arcilla van a permitir una mayor cohesion de particulas a

pesar de que haya mayor porcentaje de arena.

5.2.1.3. Materia organica

En la tabla 13, se presentan los resultados obtenidos para materia organica (%
MO), en la muestra de suelo 1 analizada en el laboratorio presenté un resultado de
% MO de 0.78%, se puede interpretar que el suelo es bajo en materia organica y
debido a su clima calido se encuentra en el porcentaje de mineral bajo. Segun la
tabla Clasificacion de la cantidad de materia organica con respecto al clima que se
encuentra en el Manual de Laboratorio de Caracteristicas de Suelos; en la muestra
de suelo 2 el % MO es de 1.85%, con el cual se puede interpretar que el suelo es
medio en materia organica y en la muestra de suelo 3 el valor de % MO es del

0.41%, se puede interpretar que el suelo es muy bajo en materia organica.

Tabla 13. Materia organica para los suelos provenientes de cultivo de palma

Tipo de Materia Orgénica (%) Promedio
suelo Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra (%)
1 2 3 4 5
1.20 1.50 0.50 0.40 0.30 0.78
2 2.04 2.04 2.06 1.02 2.10 1.85
1.01 0.00 0.00 0.00 1.02 0.41

68




En las muestras de suelo analizadas, el porcentaje de materia organica es bajo,
esto dificulta la retencidon de nutrientes, la fertilidad y las condiciones fisicas de

retencion de humedad del suelo.

5.2.2. Diluciones seriales del suelo infestado con hongo

Al realizar las diluciones seriales del suelo en los procesos de prevencion y
mitigacion, se pudo observar que, en el proceso correspondiente a la prevencion, el
crecimiento del hongo Fusarium solani fue inhibido totalmente a una concentracion
de 500ppm, ya que se realizé un proceso de réplicas por medio de quintuplicado y
en ninguna se evidencié el crecimiento de este hongo. Por el contrario, en el
proceso de mitigacion, se pudo evidenciar el crecimiento parcial del hongo
Fusarium solani en las réplicas correspondientes a las Figuras 1, 2 y 5. En las
Figuras 3 y 4 se evidencia el crecimiento de un hongo blanco el cual no
corresponde a la descripcion fisica del hongo Fusarium solani, que se pueden

observar en la tabla 14.

Tabla 14. Diluciones seriales del suelo con AgNPs en etapas de prevenciony

mitigacion.

Replica Prevencion Mitigacién
1
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En el proceso de prevencion se evidencia una mayor inhibicién del hongo debido a
gue las nanoparticulas tienen una mayor area y tiempo de contacto con el suelo, ya
que se aplicé antes de la inoculacién del hongo, mientras que en el proceso de

mitigacion se inoculd el hongo primero abarcando el area de contacto, favoreciendo
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asi su propagacion por toda la superficie del suelo, impidiendo la adhesién de las

nanoparticulas al suelo afectando su efecto antimicotico.

5.3. Fase Ill. Aplicacién de la técnica de recuperacion por lavado con

presion (Flushing).

En la tabla 15 se puede evidenciar las variables usadas y los parametros tenidos
en cuenta como lo son: volumen medido en mililitros (mL), presién en psi, tiempo

de vaciado en segundos (s) y caudal en mililitros por segundo (mL/s).

Tabla 15. Variables de la técnica de Flushing

Volumen inicial Presion (psi) Tiempo (s) Caudal (mL/s)
(mL)
1500 30 32 46.88
3000 30 65 46.15

La técnica de Flushing permitié determinar la recuperacion de nanoparticulas de
plata magnetizadas aplicadas en un suelo de palma, con un caudal de 46.88 y
46.15 mL/s. Esto permitié tener un volumen de muestra a analizar en el efluente de
1000mL y 2500mL obtenidos de los volumenes aplicados inicialmente, la técnica

fue aplicada por medio de duplicado para cada volumen inicial.

En la tabla 16 se muestran los valores correspondientes a las concentraciones
recuperadas de nanoparticulas de plata magnetizadas en mg/L, la concentracion

de nanoparticulas aplicadas y el porcentaje de recuperacion.
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Tabla 16. Recuperacion de nanoparticulas de plata en medio acuoso mediante
el método de Flushing

Volumen | Numero | Concentracion Concentracion Porcentaje de Promedio
Flushing del recuperada aplicada AgNPs recuperadas (%)
(Litros) | Lavado (mg/L) (mg/L) (%)
1 0,1961 70,73 99,7227 99,6670
1,5
2 0,2748 70,73 99,6114
1 0,1794 35,37 99,4927 99,1233
3,0
2 0,4402 35,37 98,7554

Fue posible evidenciar que con el manejo de un volumen de 1500mL se tuvo un
porcentaje promedio de recuperacion del 99,6670% y para las muestras de
3000mL se obtuvo un promedio de 99,1233%, lo cual muestra la efectividad de
esta técnica en cuanto a la recuperacion de metales (nanoparticulas de plata) en

suelo.

La técnica de lavado Flushing se considera una técnica de gran eficiencia ya que
remueve la mayor cantidad de contaminantes en el suelo, y se considera como una
técnica de bajo costo ademas de reducir al minimo, la cantidad de desechos que se
requiere para un tratamiento ulterior. Como fue observado en la tabla 16, esta
técnica alcanzé un porcentaje de recuperacion superior al 90%, demostrando asi la
efectividad que posee como técnica de recuperacion de suelos en una alta gama
de contaminantes como lo son los metales, en este caso, las nanoparticulas de
plata. Esta técnica, ademas de su efectividad, pudo ser manejada de forma ex-situ,
asegurando la mayor contencién de las nanoparticulas de plata en un sistema

cerrado, evitando la pérdida o propagacion de las mismas.

Las muestras solidas del suelo en diferentes puntos del reactor fueron llevabas al
espectrofotometro de absorcion atdbmica con flama, al igual que las muestras

liquidas anteriormente analizadas, para determinar la concentracion de
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nanoparticulas de plata. Este andlisis se llevé acabo para afirmar la eficiencia de la
técnica lavado por Flushing, como se evidencia en la tabla 17.

En la tabla 17 se evidencia la concentracion y el porcentaje de retencion de

nanoparticulas de plata en el suelo, al finalizar la aplicacion de la técnica de lavado

Flushing.
Tabla 17. Porcentaje de retencion de nanoparticulas de plata
Magnetizadas en medio solido (suelo)
Concentraci .. Prom
Puntos i Concentracion .
Volumen on Porcentaje (%)
Lavado | de suelo AgNPs )
. AgNPs AgNPs retenido
Flushing en en el suelo (%)
(Litros) Reactor (mg/L) Total (mg/L) ?
1 1 0,0155 0,1928
2 0,0310 0,1398 0,1318
3 0,0933
1,5
2 1 0,0062
2 0,5202 0,5725 0,2539
3 0,0461
1 1 0,0212 0,7163
2 0,1413 0,2614 0,4159
3 0,0989
3,0
2 1 0,0119
2 0,6027 0,6989 1,0167
3 0,0843

En comparacion con los trabajos anteriormente realizados con esta técnica
Flushing; como lo fue el trabajo Hernandez y Suarez en 2017, se puede evidenciar
que el porcentaje de remocion y eficacia de la técnica Flushing tiene mejor
funcionamiento al ser aplicadas en procesos con menor volumen de suelo o en
reactores pequefios. El reactor utilizado por Herndndez y Suarez manejé unas

dimensiones de 25cm altura, 23,50cm ancho y 28,56cm de largo utilizando un
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volumen de 16.779 cm?, medidas mas amplias, que posiblemente dispersaron las
nanoparticulas de plata magnetizadas y no pudieron ser recuperadas con altos

porcentajes en comparacion con las obtenidas en este trabajo.

Este trabajo demostr6 mejores porcentajes de recuperacion de nanoparticulas de
plata magnetizadas con valores promedio de 99.4%; al ser aplicadas en un suelo y
removidas utilizando la técnica Flushing. Adicionalmente los porcentajes de
retencién de nanoparticulas de plata magnetizadas en el suelo hasta la zona donde
se coloco la geomembrana fueron aceptables con valores entre 0.1 a 1.0%,
demostrando que en el suelo quedaron pocas nanoparticulas de plata

magnetizadas.

Fue posible evidenciar que las muestras solidas de suelo con un volumen de
1500mL se tuvo un porcentaje promedio retenido de 0,1928% y para las muestras
de 3000mL se obtuvo un promedio retenido de 0,7163%, lo cual muestra la
efectividad de esta técnica en cuanto a la recuperaciéon de metales en especifico

nanoparticulas de plata.

La técnica de Flushing debe seguir en estudio para evitar dejar depositadas en el

suelo nanoparticulas de plata magnetizadas.
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6. CONCLUSIONES

v El efecto antimicético de las nanoparticulas de plata se evalué mediante el
método del sdndwich en medio de cultivo con el hongo Fusarium solani,
concluyendo que para una total inhibicion en fitopatdgenos el contacto de las
nanoparticulas debe ser directo, abarcando la mayor area superficial posible.

v La eficiencia de las nanoparticulas de plata aplicadas en suelo, como agente
inhibidor del hongo Fusarium solani, se puede evidenciar en el método de
prevencion, en donde no se observd ningun crecimiento de hongo de las

diluciones seriales realizadas al suelo en medio de cultivo.

v La técnica de lavado Flushing permitié la recuperacion de nanoparticulas de
plata aplicadas a suelos usados para cultivos de palma, alcanzando un
porcentaje de recuperacion de hasta el 99.7780% y 99.2700%, evidenciando
el potencial de la técnica para remover sustancias del suelo como en este
caso lo fueron las nanoparticulas de plata y recuperar las propiedades
originales del suelo.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda plantear una técnica o el uso de un accesorio de mayor
eficiencia en el proceso de raspado de las nanoparticulas al finalizar el
secado y calcinacion de éstas.

Indagar o proponer una técnica de verificacion de la funcionalidad de las
nanoparticulas de plata luego de ser recuperadas del suelo.

Se recomienda que, para la implementacién del método del sandwich en
medios de cultivo, las nanoparticulas de plata sean diluidas en ambas capas
de medio de cultivo, ya que, a mayor contacto superficial con el hongo,
mayor inhibicidén de éstas.

Se recomienda investigar profundamente el efecto de las nanoparticulas de
plata, en el método de prevencién aplicado al suelo para optimizar la

relacion gasto beneficio.
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