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RESUMEN

La fitorremediacion es una técnica para recuperar suelos contaminados, que consiste en
aprovechar la capacidad de una especie vegetal para acumular, metabolizar y absorber
contaminantes existentes en el suelo, la seleccion de las plantas es clave para lograr 6ptimos
resultados. En el presente ensayo experimental se estudio la capacidad de fitorremediacion y
tolerancia de 4 especies vegetales Phaseolus vulgaris, Zea mays, Sorghum vulgare y Panicum
maximum jacg en concentraciones de 1000,5000 y 10000 ppm evaluadas en distintos tratamientos
incluyendo al testigo (0 ppm). El estudio se realizé en la provincia de Sucumbios cantén Cuyabeno,
la siembra y seguimiento del estudio fue in situ, se analizaron parametros fisicoquimicos y
microbiologicos al inicio y final del estudio. Las mediciones de las distintas variables se evaluaron
cada 15 dias, obteniendo un total de 8 mediciones a lo largo de los cuatro meses de duracion de la
investigacion, para la cuantificacion de TPH se utilizé la metodologia de extraccion SOXHLET y
método gravimétrico. En el andlisis estadistico de los resultados se empled un ANOVA con una
prueba Tukey al 5% realizada en el software R-studio con un arreglo factorial de 4x4. Se
determind como resultado que la especie Panicum maximum jacq alcanzé una remocion del 47%
siendo la planta con mayor capacidad de fitorremediacion. En la parte microbiolégica se aprecio
un incremento de UFC al finalizar el ensayo especialmente en las especies Phaseolus vulgaris y
Panicum maximum jacg, en los anélisis fisicoquimicos se observd una disminucién en pH,
humedad, Carbono organico y potasio, mientras que conductividad eléctrica, nitrogeno y fosforo
se incrementaron a comparacion de los primeros analisis.

Palabras claves: Fitorremediacion, especie vegetal, TPH, concentracion, variables de estudio
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ABSTRACT

Phytoremediation is a technique to recover contaminated soils, which consists of taking
advantage of the capacity of a plant species to accumulate, metabolize and absorb existing
contaminants in the soil, the selection of plants is key to achieving optimal results. In this
experimental trial, the phytoremediation capacity and tolerance of 4 plant species Phaseolus
vulgaris, Zea mays, Sorghum vulgare and Panicum maximum jacq were studied at concentrations
of 1000, 5000 and 10000 ppm evaluated in different treatments including the control (0 ppm). The
study was carried out in the province of Sucumbios, Cuyabeno canton, planting and monitoring of
the study was in situ, physicochemical and microbiological parameters were analyzed at the
beginning and end of the study. The measurements of the different variables were evaluated every
15 days, obtaining a total of 8 measurements throughout the four months of the investigation. For
the quantification of TPH, the SOXHLET extraction methodology and the gravimetric method
were used. In the statistical analysis of the results, an ANOVA was used with a 5% Tukey test
performed in the R-studio software with a 4x4 factorial arrangement. As a result, it was determined
that the species Panicum maximum jacq reached a removal of 47%, being the plant with the highest
phytoremediation capacity. In the microbiological part, an increase in CFU was observed at the
end of the trial, especially in the species Phaseolus vulgaris and Panicum maximum jacg. In the
physicochemical analyzes, a decrease in pH, humidity, organic carbon and potassium was
observed, while electrical conductivity, nitrogen and phosphorus increased compared to the first

analyzes.

Keys words: Phytoremediation, plant species, TPH, concentration, study variables
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1. INTRODUCCION

1.1.Problema.

Ecuador tras cuatro décadas desde que se convirtio en un pais exportador de hidrocarburos, ha
sido una parte estratégica para la economia del Estado y una de las principales fuentes de ingresos
(PETROECUADOR, 2013). En el afio 2020 la produccion promedio de crudo fue de 500000
barriles por dia (Torres, 2020), de los cuales el 70% son extraidos por empresas publicas (Juteau-
Martineau, et al., 2018).

En la Regién Amazonica del Ecuador las principales provincias con pozos petroleros son
Orellana y Sucumbios con 801 pozos, a su vez los cantones con mayor nimero de pozos dentro de
estas dos provincias son Lago Agrio, Shushufindi, Joya de los Sachas y Orellana. (Carrasco, 2017)

Desde finales de la década de los 60, la explotacién petrolera en el nororiente ecuatoriano
ha causado una gran contaminacion medioambiental con fuertes impactos ambientales,
econémicos, sociales y sanitarios (Juteau-Martineau, et al., 2018), en donde las empresas
encargadas de su extraccion no han acatado plenamente con las leyes y reglamentos de correccion,
prevencion y mitigacién que impone la legislacién ecuatoriana sobre temas hidrocarburiferos
(Barcenas y Yanez, 2012).

Cando, Miguel (2011) manifiesta que cuando el suelo es afectado, las propiedades
fisicoquimicas (pH, textura, baja capacidad de crecimiento vegetal) y microbioldgicas se van a ver
comprometidas, ademas de afectar a los cuerpos de agua subterraneos. Por lo tanto, para remediar
areas afectadas por crudo existen diferentes tratamientos (fisicos, quimicos y biologicos), en donde

los biologicos econémicamente mas accesibles y ambientalmente seguros.



Debido a la demanda e incremento por la obtencion de hidrocarburo a nivel mundial, se han
presentado eventos accidentales como son los derrames, los cuales son provocados por la
extraccion, produccion, almacenamiento o transporte de petréleo, siendo estas las principales
causas de la contaminacion, por lo tanto, se debe tomaren cuenta medidas mitigantes, de respuesta
inmediata y preventivas ante dichos derrames de hidrocarburos (Cruz y Lincango, 2021).

Con este estudio se busca proporcionar informacion Gtil para solucionar problemas relacionados
con suelos contaminados por TPH mediante la implementacion de especies vegetales, con la
finalidad de ser viable para que industrias y comunidades puedan aplicarla y de esta forma puedan
contribuir a frenar el deterioro progresivo de la calidad medioambiental, ya que en la actualidad

ha generado una amenaza real a la salud publica.

1.2.Delimitacién.

La presente investigacion se la realizd en el Oriente ecuatoriano en la provincia de Sucumbios,
canton Cuyabeno Sector San José, utilizando un area de 72.96 m2, en donde se evaluara la
capacidad de fitorremediacion y tolerancia de cuatro especies vegetales (Phaseolus vulgaris, Zea
mays, Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq) a diferentes concentraciones de TPH en un
tiempo de 120 dias.

1.3.Pregunta de investigacion.

e . Qué especies vegetales entre Phaseolus vulgaris, Zea mays, Sorghum vulgare y
Panicum maximum jacg, tienen mayor tolerancia y capacidad de fitorremediacion en un

suelo contaminado por hidrocarburo?



1.4.0Objetivos.

1.4.1. Objetivo General.

Determinar la tolerancia y capacidad de fitorremediacion de hidrocarburo presente en el suelo
utilizando 4 especies vegetales, aplicandolas en distintos tratamientos.

1.4.2. Obijetivo especifico.

e Determinar la capacidad de fitorremediacion de las 4 especies vegetales a diferentes
concentraciones de hidrocarburo en el suelo.
e Evaluar la tolerancia de las 4 especies vegetales a las diferentes concentraciones de
hidrocarburo.
e Establecer una relacion entre la concentracion de TPH removidos y las variables
evaluadas en las plantas.
1.5.Hipdtesis.
1.5.1. Hip6tesis nula (HO).
Phaseolus vulgaris, Zea mays, Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq tienen la misma
tolerancia y capacidad de fitorremediar un suelo contaminado con hidrocarburo.
1.5.2. Hipotesis alternativa (H1).
Phaseolus vulgaris, Zea mays, Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq, tienen diferente

tolerancia y capacidad de fitorremediar un suelo contaminado con hidrocarburo.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. El Suelo.

La palabra suelo proviene del término latin “Solum” significando tierra sdlida, las ciencias
encargadas de estudiar el suelo se denominan ciencias del suelo, donde se destaca la Edafologia
que estudia la composicion, formacion y funciones del suelo ademaés del entorno que lo rodea.
Se conoce que los primeros estudios cientificos del suelo se realizaron en el siglo XI1X en Rusia,
en donde se identificaba por vez primera que los suelos estan constituidos por varias capas
(Cando, 2011).

Segln (Pereira et al., 2011), mencionan que el suelo se considera como un ser natural
estructurado, para su evolucion y formacion va a depender de factores bidticos y abiéticos, de
igual manera se encuentra en constante cambio y esto se debe al clima, microrganismos,
tiempo, vegetacion y topografia los cuales intervienen sobre el material parental es decir la

roca madre.

2.1.1. Composicion del Suelo.

El suelo esta compuesto principalmente por una parte sélida, llamada Fase Solida que posee
arcilla (minerales) y una pequefia porcion de materia organica (MO), esta a su vez constituye el
50% del total del suelo (45% minerales - 5% MO), un 25% ocupado por gases Yy el otro 25% por
agua de tipo higroscopica y capilar (Pereira et al., 2011).

Dentro de la fase solida la materia organica y las arcillas (minerales) dependen del clima y el

uso que se le dé al suelo ya sea para agricultura o ganaderia (Pereira et al., 2011).



Figura 1
Composicién del suelo.
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Nota. Representacion grafica de la composicion del suelo ( Los autores, 2021)

2.1.1.1. Arcilla (Minerales).

La arcilla es el principal componente del suelo representando el 45 % del volumen total del
mismo, en donde el mineral predominante es el didxido de silicio (SiO2) y con menor cantidad el
hierro (Fe), aluminio (AL), calcio (Ca), potasio (K),magnesio (Mg), azufre (S), sodio (Na),
nitrégeno (N), titanio (Ti), fosforo (P) y el manganeso (Mn) (Pereira et al., 2011).

2.1.1.2.Materia Orgéanica (MO).

Representando al 5 % del volumen del suelo, la materia organica proviene de residuos vegetales,
animales, y productos del metabolismo microbiano como es el humus, el mismo que tiene la porcion
mas estable de MO, ya que existe una cantidad considerable de microorganismos que contribuyen a
descomponer algunos elementos, a esto se le conoce como ciclo natural de degradacion (Pereira et al.,
2011).

2.1.1.3.Gases- Aire.

Ambos compuestos representan el volumen de poros, ocupando un 25 % el agua y el otro 25 % el

aire, del volumen total del suelo. Las proporciones agua-aire varian considerablemente dependiendo

la humedad del suelo.



2.1.2. Propiedades del suelo.

El suelo posee propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

2.1.2.1.Fisicas.

Formadas por minerales, materia organica, gases y agua. La cantidad de arena, limo y arcilla
determinan la textura, la estructura, volumen y la profundidad efectiva del suelo. Las propiedades
fisicas van a influir en el almacenamiento y movimiento del agua en el suelo y la absorcién de la
planta, ademas interviene indirectamente en la absorcién de nutrientes, en el desarrollo radicular
y emergencia de las plantulas (Velazques, 2003).

En las propiedades fisicas se encuentra la textura, densidad, estructura, porosidad, profundidad,
color, drenaje, pedregosidad entre otras (Pereira et al., 2011). A continuacion, se describen las
mas sobresalientes:

2.1.2.1.1. Textura.

Indica la distribucion del tamafio de las particulas s6lidas de las cuales se compone el suelo
(Pereira et al., 2011). Se presenta su clasificacion:

e Arenosos: Suelos permeables al agua, aire y facilmente trabajables, es decir son suelos
relativamente sueltos, livianos, pero tienen baja fertilidad (Tacuarembo, 2015).

e Arcillosos: los suelos arcillosos o suelos pesados si estdn hiUmedos son pegajosos y muy
duros cuando se encuentran secos, tienen malas propiedades fisicas, pero son los mas
fértiles (Tacuarembo, 2015).

e Limo: Suelos con granos finos, formados por materiales heredados del mismos (Cando,
2011).

e Suelos francos: Presenta un equilibrio entre arena, limo y arcilla, siendo suelos

equilibrados entre sus propiedades fisicas y fertilidad (Tacuarembo, 2015).



Tabla 1

Clasificacion de las particulas del suelo.

Tipos de particulas

Tamarnio de particula en mm

Arena muy gruesa 1-2
> Arena gruesa 05-1
o Arena media 0.25-0.5
o Arena fina 0.1-0.25
Arena muy fina 0.1-0.05
Limo 0.05 - 0.002
Arcilla <0.002
0.2

Gravas y gravillas

Nota. Tabla en escala americana de la clasificacion de particulas en el suelo (Los autores, 2021).

Existen dos diferentes escalas para la clasificacion de texturas: americana e internacional, en

donde la ultima es la mas utilizada (Fig. 2 ) (Ciancaglini, s.f.).

Figura 2

Triangulo textural del suelo.
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Nota. Triangulo para la determinacién de la textura del suelo, escala americana(Ciancaglini, s.f.).



En la (Fig. 2) las lineas marcadas en el triangulo van a indicar los limites porcentuales de cada

componente es decir arcilla, limo y arena (Ciancaglini, s.f.).

2.1.2.1.2. Estructura.

Se conoce como estructura a la manera en la que se ordenan y unen las particulas del suelo, es
decir las arcillas, el limo y las arenas, formando de esta manera agregados o unidades estructurales,
en donde su estabilidad va a depender del estado y cantidad en el que se hallan los coloides del
suelo (Cando, 2011).

Cada tipo de union de particula da como resultado un sistema poroso con respecto a estabilidad,
tamano, forma, cantidad, permanencia, y continuidad de los poros, indicando la permeabilidad del
perfil, asi como la velocidad de infiltracion del agua en el suelo, la misma que puede afectarse por

la actividad microbiana, practicas agricolas y cambio climatico (Cando, 2011).

2.1.2.2.Quimicas.

La presencia e interaccion de particulas de arena, limo y arcilla, asi como la materia organica,
dan como resultado el intercambio de nutrientes y su vez la absorcion por las plantas (Velazques,
2003).

2.1.2.2.1. pH del Suelo.

El pH expresa el nivel de acidez de la solucién de un suelo, mas no la acidez total del mismo.
A causa de la influencia que tiene el pH sobre la faunay el desarrollo de las plantas hace que afecte
a la calidad y velocidad de los procesos de mineralizacion, humificacion y el estado de
determinados nutrientes (Pereira et al., 2011).

En base a Soil Survey Staff, (1965) la acidez de un suelo se clasifica como se presenta a

continuacion:



Tabla 2

Clasificacion de acidez del suelo.

PH DE SOLUCION DEL SUELO CATEGORIA

menor de 4 Suelo extremadamente acidos
45-50 Suelos muy fuertemente acidos
5.1-55 Suelos fuertemente acidos
5.6-6.0 Suelos medianamente acidos
6.1-6.5 Suelos ligeramente &cidos
6.6 -7.3 Suelos neutros
74-7.38 Suelos medianamente basicos
79-84 Suelos moderadamente basicos
8.5-9.0 Suelos fuertemente basicos

mayor 9.1 Suelos muy fuertemente basicos

Nota. Se presenta los valores de pH de suelo segun su categoria. (Pereira et al., 2011).

En la mayor parte de los suelos su valor del pH oscila entre 4 y 8, con un pH inferior a 4
generalmente poseen (H2SO4) y casi todos los suelos con un pH superior a 8 contienen un excedente
de sales 0 a su vez un alto porcentaje de Na+. Entre los factores que afectan la variabilidad del pH se
encuentra, el factor bidtico, el complejo adsorbente y las precipitaciones (Cando, 2011).

2.1.2.3.Bioldgicas.

Las propiedades bioldgicas contribuyen en la retencion de la humedad, formacion de los
agregados estructurales, incorporan nitrégeno atmosférico al suelo, a esto destacan las bacterias
del género Rhizobium, las mismas que retienen la humedad y controlan el ritmo de movimiento

del agua (Velazques, 2003).

2.1.3. Microbiologia del Suelo.

Se enfoca en la relacion de los microorganismos con el ambiente en el que habitan, se conoce
que en el suelo superficial de 0 a 20 cm es el lugar en donde se presenta la gran mayoria de
procesos microbianos que van a influir en la nutricién de los cultivos (Aquiahuatl, 2017). La
actividad bioldgica de los microrganismos va a depender de varias propiedades del suelo, entre ellas

se encuentran la estructura, permeabilidad y volumen de poros (Cruz y Lincango, 2021). Se puede



afirmar que los microorganismos son los verdaderos responsables de descomponer los restos
organicos y a su vez transformarlos en compuestos inorganicos, siendo estos los responsables de
reunir o reciclar el carbono en la naturaleza. Constituyen aproximadamente el 85% de la fraccion

viva del suelo, llegando a encontrarse poblaciones de miles por gr de suelo (Aquiahuatl, 2017).

2.1.3.1.Distribucion de Microorganismos en el Suelo.

Aquiahuatl, (2017) manifiesta que los microorganismos se van a encontrar distribuidos segin
la disponibilidad de alimento y sus condiciones ambientales, por ejemplo, a menor profundidad se
van a encontrar organismos con un metabolismos aer6bico y a mayor profundidad se va a
encontrar microorganismos tolerantes a la falta de oxigeno llamados anaerobios que a su vez van

a degradar compuestos provenientes de las actividades de los microorganismos mas superficiales.

2.1.3.2.Factores que inciden en el numero de bacterias presentes en el suelo.
Es bien conocido que a las bacterias se las asocia con suelos neutros, a los hongos que predominan
en suelos &cidos y a los actinomycetes que se encuentran en suelos alcalinos.

Tabla 3

Influencia del pH en el numero de microorganismos.

pH Bacterias Actinomycetes Hongos
3.8 16.000 22.000 36.000
4.4 127.000 75.000 59.000
6.4 1.650.000 245.000 74.500
7.6 2.230.000 1.700.000 245.000
7.8 18.209 2.230.250 125.000

Nota. Factores que inciden en la presencia y distribucion de microorganismos. (Facultad de
Ciencias Agropecuarias, 2014).
El efecto rizosféricos es producido por las condiciones creadas por las raices que ayudan a la

reserva de alimentos para los microorganismos creando condiciones ambientales adecuadas, ya
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que se conoce que el numero de bacterias crece exponencialmente si estas estan cerca de las raices
de plantas (Facultad de Ciencias Agropecuarias, 2014).

Tabla 4

Influencia de la proximidad de las raices en el nUmero de microorganismos.

DESCRIPCION BACTERIAS
Suelo de 15 cm 14.2
Suelo de 0-15 cm 25.4
Suelo junto a raices 122.0
Material superficial de la raiz 1315.6

Nota. Factores que inciden en la presencia y distribucién de microorganismos. (Facultad de
Ciencias Agropecuarias, 2014).
2.2.El Petrdleo.

El petroleo es un recurso natural no renovable, proviene de dos términos latinos ( petra + 6leum)
lo que significa aceite de piedra, es un liquido viscoso en el que coexisten partes sélidas, liquidas
y gaseosas que a su vez estan formados de carbono e hidrogeno en cantidades variables y por otra
parte mas pequefia de azufre, nitrégeno, oxigeno y algunos metales (Escobar y Reol, 2002). Se lo
puede encontrar de manera natural en depdsitos de roca sedimentaria en las profundidades de la
tierra en el mar (Quiroa, 2019).

Su origen es organico, formado a partir de ciertos factores, tales como: ausencia de aire, restos de
animales y plantas (especialmente plancton marino), altas temperaturas y accion bacteriana

(Asociacion Espafiola de Operadores de Productos Petroliferos, 2002).
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3.2.3. Composicién del Crudo.

La composicion del crudo varia dependiendo del tipo de yacimiento del que provenga, se
considera que contiene entre 11 a 13 % de hidrogeno y entre 83 a 86 % de carbono (Instituto
Latinoamericano de la Comunidad Educativa , 2021).

Ademas del C e H en la composicién del crudo también se encuentran derivados de S, pequefias
cantidades de N, o de metales como el cromo, niquel, vanadio, hierro y cobalto (Instituto

Latinoamericano de la Comunidad Educativa , 2021).

2.3.Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPH).
Término que se atribuye para referirse a un grupo de sustancias quimicas derivadas del petroleo
crudo, en donde casi todos sus componentes estan conformados de carbono e hidrégeno

conociéndolos como hidrocarburos.

2.3.1. Metodologias para Determinar TPH en el Suelo.

Los métodos para determinar el TPH en el suelo estan basados en la gravimetria, espectroscopia
infrarroja'y cromatografia, previamente a su cuantificacion analitica por los métodos mencionados,
existe una etapa previa llamada extraccion en donde se separa el contenido de TPH de la matriz en
donde se encuentra (suelo) (Pindado et al., 2014).

2.3.1.1.Extraccion.

Existen varias técnicas de extraccion de hidrocarburos en donde las més utilizadas son la
extraccion por reflujo o llamada Soxhlet la que consiste en extraer hidrocarburos presentes en el
suelo usando un solvente organico y la técnica de agitacion- centrifugaciéon (Fernandez, et al.,

2006).
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2.3.1.2.Cuantificacion.

Una vez concluida la extraccion de la muestra de suelo, se puede realizar la cuantificacion por
distintos métodos, entre ellos el gravimétrico que consiste en la evaporacion del solvente utilizado
y pesando el resultado del mismo; el método por espectroscopia de infrarrojo (IR) se basa en la
medicion de la vibracion que ocurre cuando la molécula absorbe calor (energia) en el infrarrojo
del espectro electromagnético; por ultimo se tiene al método por cromatografia de gases que
consiste en la separacion de la muestra dentro de los componentes individuales cuando viaja a

través de una columna (Fernandez et al., 2006).

2.4.Contaminacion del suelo por hidrocarburos.

Durante los ultimos afios los hidrocarburos han producido la liberacién de contaminantes en el
medio ambiente, se sabe que en las operaciones de explotacion, extraccion, transporte y
almacenamiento los recursos utilizados contaminan el medio circundante por medio de filtraciones

accidentales o deliberadas (Velasquez, 2017).

2.4.1. Consecuencias de la presencia de hidrocarburos en el suelo.

Un suelo se encuentra contaminado cuando sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas
han sido alteradas por actividades antropogeénicas representando un riesgo para la salud humanay
el medio ambiente (Cando, 2011).

Las principales consecuencias van a depender del volumen y tipo de hidrocarburo, asi como de
las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo, sin dejar de lado los factores
ambientales como es la temperatura, humedad y factores climatoldgicos. Se mencionan los efectos
mas comunes que sufre el suelo: alteraciones en la poblacion microbiana, contaminacion de aguas
superficiales y subterraneas a través de la escorrentia y lixiviados respectivamente, alteraciones

por envenenamiento en la cadena alimenticia, impide el intercambio gaseoso con la atmdsfera,
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disminucion del rendimiento de los cultivos, retraso o impedimento del crecimiento de la
vegetacion en la zona contaminada, entre otros (Cando, 2011).
2.5. Legislacion ambiental (Protocolos).

La presente investigacion toma en consideracion a la Constitucion de la Republica del Ecuador,
al Texto Unificado de Legislacion Secundaria de Medio Ambiente (TULSMA), y el Acuerdo
Ministerial 100 — A que expide al Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburiferas
(RAHOE).

2.5.1. Constitucién de la Republica del Ecuador

Aprobada el 20 de octubre del 2008, en donde se menciona lo siguiente:

TITULO 11, capitulo segundo “Derechos del buen vivir” seccién segunda Ambiente sano, Se
menciona al siguiente articulo (MATE, 2018):

Art.14.- El Estado reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano,
ecolégicamente equilibrado que garantice la sostenibilidad y el buen vivir ( Sumak Kawsay).

TITULO VII, capitulo segundo “Biodiversidad y recursos naturales” seccion primera Naturaleza y
ambiente, se mencionan los siguientes articulos:

Art. 395.- La Constitucion reconoce como uno de los principios ambientales a la garantia de
un modelo sustentable de desarrollo, ambientalmente equilibrado que conserve la biodiversidad y
la capacidad de regeneracién natural de los ecosistemas.

Art. 396.- El Estado adoptara politicas y medidas protectoras eficaces para evitar impactos
ambientales negativos.

Art. 397.-El Estado en caso de dafios ambientales actuara de manera inmediata para garantizar
la salud y restauracion de los ecosistemas.

Seccion quinta, Suelo.
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Art. 409.- Es prioridad nacional y de interés publico la conservacion del suelo, en especial su
capa fértil (MATE, 2018).
2.5.2. Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Medio Ambiente (TULSMA).

El TULSMA en su LIBRO VI “ calidad ambiental” en donde en el ANEXO 2 se menciona
la norma de calidad ambiental del suelo, prevencion de la contaminacion, criterios de calidad
(tabla 5), criterios de remediacion (tabla 6), muestreos y métodos analiticos del suelo
(TULSMA, 2015).

Tabla b

Criterios de calidad del suelo.

CRITERIOS DE CALIDAD DEL SUELO

Parametro Unidades (Concentracion en peso seco de suelo) Valor
Conductividad uS/m 200
PH - 6a8
Hidrocarburos totales mg/kg <150
(TPH)

Nota. La tabla muestra los criterios de calidad de suelo. (TULSMA, 2015).

Tabla 6

Criterios de remediacion.

CRITERIOS DE REMEDIACION (VALORES MAXIMOS PERMISIBLES)

Parametro Unidades Uso del suelo

Residencial Comercial Industrial Agricola

Conductividad uS/m 200 400 400 200

pH - 6a8 6a8 6a8 6a8

Hidrocarburos totales mg/kg 230 620 620 150
(TPH)

Nota. La tabla muestra los criterios de remediacion segun el uso de suelo. (TULSMA, 2015).
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2.5.3. Acuerdo Ministerial 100-A que expide al Reglamento ambiental de actividades

hidrocarburiferas (RAHOE).

AM 100-A (2020) en sus diferentes capitulos hacen referencia a las distintas fases de la
actividad hidrocarburiferas, monitores, estudios y controles de cada una de ellas, en el capitulo XII
menciona los limites permisibles, en donde en sus anexos 1,2,3 se presentan los parametros,
valores maximos referenciales para el monitoreo y control ambiental, en el capitulo X1V sanciones
y denuncias, en donde los sujetos de control estan sometidos a multas dependiendo de la gravedad
de la falta (RAHOE, 2010).

Tabla 7

Limites permisibles para la remediacion e identificacion de suelos contaminados por

hidrocarburos.

Parametro Expresado Unidad Uso Uso Ecosistemas
Agricola  Industrial Sensibles
Hidrocarburos  totales  de TPH mg/Kg <2.500 <4.000 < 1.000
petréleo
Hidrocarburos Aromaticos HAPs mg/Kg <2 <5 <1
Policiclicos

Nota. Tabla 7 del anexo 2 Decreto Ejecutivo N° 1215, (RAHOE, 2010).
2.6.Degradacion natural.

La degradacién natural no requiere de obras de ingenieria sino mas bien se da como su palabra
lo dice de manera natural ya que los ecosistemas edaficos de todo el planeta poseen proporciones
de cepas de microorganismos que son capaces de responder a problemas de contaminacion, pero
con el inconveniente que los tiempos de degradacion son demasiados largos (Cando, 2011).

Se conoce que los principales organismos degradadores de los hidrocarburos son bacterias,
hongos y levaduras, al momento de producirse un derrame por hidrocarburos las fracciones mas

volatiles se van a evaporan con mayor rapidez, quedando los componentes aromaticos y alifaticos
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que tengan cadenas mas largas, estos son atacados por los microorganismos nativos del suelo,

oxidando parte del crudo hasta convertirlo en diéxido de carbono (CO2) (Cando, 2011).

2.7.Microorganismos degradadores de hidrocarburos.
Los organismos conocidos como hidrocarburos clasticos son bacterias capaces de degradar
petroleo, existe de 0.13 % a 50 % de organismos que metabolizan dichos contaminantes en suelos.
En lugares no contaminados, los microorganismos conocidos como degradadores de
hidrocarburos forman parte del <0.1 % de toda la comunidad microbiana, en cambio en éreas
contaminados con hidrocarburos constituyen porcentajes mas altos de microorganismos, los
mismos que poseen caracteristicas nutricionales relacionadas al contaminante, siendo resistentes a

varias formas de estrés ambiental (Cando, 2011).
2.8.Fitorremediacion.

2.8.1. Definicion.

La fitorremediacidén es una de las técnicas en las que se utiliza plantas, ademéas de su
microbiota asociada para retener, remover o reducir contaminantes presentes en el ambiente, esto
sucede mediante varios mecanismos que involucran a diferentes partes de una planta (Ismael y
Navas, 2016) cuyo objetivo segin Harvey et al. (2002) es asimilar degradar, metabolizar o
detoxificar compuestos organicos, metales pesados y radioactivos por medio de una interaccion
entre las plantas y microorganismos, contando con la capacidad para retener, absorber, degradar o

transformar sustancias contaminantes a formas menos toxicas (Yanez y Barcenas, 2012).

2.8.2. Inicio y desarrollo de la fitorremediacion.
En el siglo XVIII Antonie Lavoisier, Joseph Priestley y Karl Scheele demostraron que la

presencia de las plantas es capaz de descontaminar la atmdsfera, sin embargo, en los afios 70
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se demostrd que ciertas especies vegetales sirven para limpiar aguas y suelos contaminados,

de esta manera en los afios 80 surgio el concepto de fitorremediacion (Gomez, 2015).

2.8.3. Perspectivas para el futuro de la fitorremediacion.

Actualmente se analizan varias alternativas de modelos y herramientas sostenibles para
hacer frente a diferentes situaciones de contaminacion implementando la tecnologia de
fitorremediacion (Bernal et al., 2007).

La fitorremediacion en el futuro se debe potenciar su implementacion mediante
investigaciones que consigan resolver sus limitaciones, para convertir en una tecnologia viable en
los diferentes sectores y niveles de desarrollo. La clave para el éxito de la fitorremediacion es que
se multipliquen los trabajos cientificos y de ingenieria que proporcione informacion necesaria de

esta tecnologia y su evaluacidn de manera eficaz (Delgadillo et al., 2011).

2.8.4. Caracteristicas de la fitorremediacion.

La fitorremediacién es una tecnologia muy efectiva y siendo hasta diez veces mas
econdmica en comparacion con otros métodos fisicos o quimicos, que ayudan a la remocion de
contaminantes peligrosos de un suelo (Mufioz et al., 2010).

Segun otros autores las caracteristicas de la fitorremediacion:

La fitorremediacion ha sido estudiada para restaurar suelos contaminados por crudos del
petroleo y pesticidas en diversos tipos de suelo, las especies que han demostrado gran efectividad
son: graminea, leguminosas, ciperaceas, arboles maderables o frutales, como: cedro americano,
garbanzo, naranja agria, cocotero, toco 0 manzana de playa, caoba, entre otras (Lopez et al., 2013).

La fitorremediacion se basa en el uso de plantas superiores y de microorganismos que viven
en las zonas radicales de las plantas en donde el 6ptimo desarrollo de su actividad microbiolégica

adopta una intensa relacion entre la microflora en la raiz de las plantas. Esta tecnologia se asocia
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con enmiendas y practicas agronomicas del suelo, con el objetivo de eliminar, contener o reducir

la toxicidad de los contaminantes presentes en el ambiente (Schnoor et al., 1995).
2.8.5. Ventajas de la fitorremediacion.
Segun los autores (Delgadillo, et al., 2011), las principales ventajas de la fitorremediacién son:
e Estatecnologia se puede realizar in situ como ex situ.
e Estatecnologia es sustentable.
e Es eficaz para contaminantes organicos como inorgéanicos.
e Es de bajo costo.
e Para su manejo no requiere personal especializado.
e Para su funcionamiento no requiere consumo de energia.
e Mejora las propiedades fisicoquimicas por la formacion de una cubierta vegetal.
e Estatecnologia se puede aplicar en agua, suelo, aire y sedimentos (Delgadillo et al., 2011).
2.8.6. Desventajas de la fitorremediacion.
Segun Bernal Figueroa (2014), las limitaciones o desventajas de la fitorremediacién son:

e Es un proceso relativamente lento cuando las especies s son de vida prolongada, como
arboles o arbustos.

e Para su implementacidn debe ser acorde a las estaciones del afio.
e El crecimiento de la especie puede llegar hacer limitada debido a la toxicidad ambiental.

e EIl contaminante pueden acumularse en maderas, si estas son utilizadas en la combustion,

puede emitir gases a la atmosfera.
e No todas las especies vegetales son tolerantes o acumuladoras.

e Para su implementacidn se requieren areas grandes.
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e El suelo puede estar sujeto a la erosion durante las fases iniciales de crecimiento de la

planta.

2.8.7. Plantas més utilizadas en fitorremediacion.

Balderas y Sa&nchez (2015) manifiesta que las especies que mas se usan en la
fitorremediacién son las gramineas. Algunos estudios que se han realizado sobre fitorremediacion
como un método biotecnolégico para recuperar lugares contaminados por hidrocarburos presentes
en suelos y aguas, mencionan que las especies mas utilizadas son: Zea mays L, Panicum maxi-
mum jacq, Paspalum xirgatum, Echinochloa polysta-chya H B K, Sorghum vulgare L, Phaseolus
vulgaris L, Phaseolus coccineus L, Chamaecrista nictitens, Hordeum vulgare, entre otras.

Segin SARMA (2011), las especies vegetales con mayor potencial en la fitorremediacion se
estiman alrededor de 750. Algunas de las caracteristicas que deben reunir las especies que son
consideradas fitorremediadora son las siguientes:

e Alta tolerancia a salinidad con un pH alto.

e Resistencia a la sequia e inundacion.

e Raices profundas.

e Adaptacion y tolerancia al contaminante o al sitio contaminado.

e Alta concentracidn del contaminante en sus tejidos cosechables.

2.8.8. Mecanismos de la fitorremediacion.

Thangavel y Subhuram (2004), menciona que dependiendo del tipo de contaminante a

tratar,se deben considerar las condiciones del sitio y el nivel de limpieza se pueden utilizar los

siguientes mecanismos de fitorremediacion:
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Fitoextraccion: tambien conocida como fitoacumulacion, en este mecanismo consiste en la
absorcion de contaminantes mediante las raices de las plantas acumulandose en tallo y hojas
(Delgadillo et al., 2011).

Rizofiltracion: Segun Nufiez et al.,(2004), en este mecanismo se busca hacer crecer en cultivos
hidroponicos, es decir cultivo sin suelo, raices con una alta tasa de crecimiento y area superficial
para que estas absorben el contaminante.

Fitoestimulacién o rizodegradacion: En este mecanismo los microorganismos son
estimulados para su crecimiento mediante las raices de las plantas, permitiendo degradar
contaminantes organicos. Las plantas mediante actividades metabdlicas y fisioldgicas, liberan
nutrientes, enzimas, oxigeno, azucares simples, compuestos alifaticos, aromaticos y aminoacidos,
que son transportdos desde sus partes superiores hasta sus raices, ayudando al desarrollo de
comunidades microbianas (NUfiez et al., 2004).

Fitoestabilizacién: Segin los autores (Barton et al.,, 2011, Mendez y Maier, 2008), la
fitoestabilizacion permite que los contaminantes se inmovilizen en el suelo a través de la absorcion
y acumulacién que se produce en las raices de la planta, evitando su migracion a las aguas
subterraneas o al aire. Padmavathiamma y Li, (2007), menciona que la fitoestabilizacion es mas
efectiva en suelos de textura fina con alto contenido de materia organica aplicandolos en terrenos
extensos de contaminacién superficial.

Fitovolatilizacion: En este mecanismo de fitovolatilizacion se produce a medida que los
arboles y otras plantas van creciendo las mismas que absorben mas agua junto con contaminantes
organicos e inorganicos, luego se evaporan en las hojas hacia la atmdésfera (Prasad y Freitas, 2003).
Fitodegradacion: Singh y Jain, (2003), afirman que en la fitodegradacion las especies vegetales

y los microorganismos asociados a ellas degradan los contaminantes organicos en productos
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inofensivos, para mineralizarlos hasta formar CO2 y H20. Siendo estos contaminantes
metabolizados dentro de los tejidos vegetales produciendo enzimas como la dehalogenasa y la
oxigenasa que son producidas por las plantas ayudando acelerar el proceso de degradacion.

Figura 3

Mecanismos de Fitorremediacion.
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Nota. La figura indica donde se produce cada mecanismo de fitorremediacion en la planta.
(Montenegro et al., 2009)
2.8.9. Interaccién Planta-Microorganismo.

Los microorganismos en sistemas agricolas se relacionan con una serie de factores bioticos,
abioticos, composicion bioldgica del suelo y caracteristicas fisicas y quimicas del mismo,
influyendo en la interaccion de estos organismos y a su vez beneficiando al desarrollo de las
especies vegetales (Marschner y Timonen, 2005; Harman, 2006;Radjacommare et al., 2010).

La interaccion que existe entre los microorganismos rizosféricos, como los hongos del
género Trichoderma y las bacterias del género Pseudomonas son clasificados como agentes de

control bioldgico y los microorganismos generadores del crecimiento vegetal, estas interacciones
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entre los microorganismos son complejas y pueden presentar efectos sinérgicos que incrementan
o disminuyen los beneficios para la planta (Cano, 2011).

Segun Velasquez, (2017), es complicado predecir el resultado de las interacciones que
existen entre las plantas y microorganismos benéficos del suelo y ain mas dificil entre las especies
de microorganismos.

2.8.10. Fases de la fitorremediacion en una especie vegetal fitorremediadora.

Una especie vegetal fitorremediadora de contaminates organicos cumple con las siguientes
fases:

e Metabolismo de los contaminantes al exterior y al interior de la planta (rizosfera).
e Degradacion de los contaminantes (mineralizacion).
e Laabsorcion de los contaminantes (Reichenauer y Germida, 2008).

Las especies vegetales metabolizan los compuestos organicos en tres pasos secuenciales:

Fase I. En esta fase se produce la reduccion,oxidacion, e hidrolisis de los compuestos organicos
lipofilicos (Komives y Gullner, 2005).

Fase Il. Se produce la conjugacion de los metabolitos de la fase | a una molécula hidrofilica
enddgena como los aminoacidos y azucares (Dietz y Schnoor, 2001).

Fase I11. Dentro de esta fase se produce la compartimentalizacion de los compuestos organicos
modificados en las vacuolas, tambien se puede producir la formacién de enlaces en la pared celular
como la hemicelulosa y la lignina (Cherian y Oliveira, 2005).

Segun Navarro y Lopez (2007), los mecanismos de tolerancia son diferentes en cada especie

vegetal.
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2.8.11. Fitorremediacion de contaminantes organicos

En los contaminantes organicos, el objetivo de la fitorremediacion es la mineralizacién de
las sustancias hasta llegar a formar componentes no toxicos (Saad et al., 2009).

Existen dos mecanismos por los que las plantas incrementan su resistencia frente a los
contaminantes organicos. El primero se produce en la transformacion de los elementos tdxicos en
larizosfera, liberando més del 20% de su fotosintato dentro del suelo, el mismo que esta compuesto
por una mezcla de alcoholes, fenoles, &cidos organicos,proteinas y azlcares que son consumidos
por las comunidades microbianas existentes. Las poblaciones microbianas pueden llegar de 100 a
10000 veces mayores que las poblaciones presentes en la matriz del suelo,estas se caracterizan por
presentar enzimas especificas que metabolizan los contaminantes organicos menos toxicos (Lépez
etal., 2013).

El segundo mecanismo se produce cuando los contaminantes han atravesado el sistema
radicular, permitiendo que los contaminantes toxicos sigan una via de transformacion y trasladarse
hacia las hojas y brotes para volatilizarse ¢ sufrir procesos de metabolizacion

Segun (Saad et al., 2009), menciona que las enzimas en la fitorremediacion son:
peroxidasas,nitroreductasas,dehalogenasas, nitrilasas y fosfatasas.

La eficiencia de la degradacion de los contaminantes depende de varios factores, su
estructura, concentracion y las condiciones ambientales del sitio. Las enzimas como
peroxidasas,nitroreductasas,dehalogenasas, nitrilasas y fosfatasas, son liberadas por las plantas y
microorganismos que modifican la biodisponibilidad del contaminante, haciendo que su
biodegradacion sea mas facil y menos toxica (Mentaberry, 2011).

Segun Saad y otros autores (2009), clasifica a los contaminantes de acuerdo a la facilidad de

biodegradacion:
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e Las moléculas simples como hidrocarburos lineales de 1 a 15 carbonos, los fenoles,

alcoholes, acidos, esteres, aminas, y amidas son facilmente biodegradables.

e Los bifenilos policlorados, pesticidas y los los hidrocarburos aromaticos policiclicos, son
contaminantes de dificil biodegradacién, las cuales se acumulan en el ambiente

conviertiéndose en el objeto principal de la ingenieria de biorremediacion.

Lumelli, (2002), afirman que el petréleo en contacto con el suelo dafia y mata el follaje y
algunos tejidos lefiosos expuestos. La adicion de nutrientes a suelos contaminados por
hidrocarburos puede favorecer al restablecimiento de las plantas y ayudar al aumento de las
poblaciones rizosféricas.

2.8.12. Alternativas para la obtencion de especies vegetales Utiles para fitorremediacion de
hidrocarburos.

Saad, y otros autores ( 2009) mencionan que existen dos alternativas para la obtencién de
especies Utiles en fitorremediacion:

e Sedebe realizar la busqueda sistematica, seleccionar la planta que cumpla con los requisitos
necesarios para fitorremediar suelos contaminados por hidrocarburos, las plantas deben tener
la capacidad hiperacumuladoras o de biotransformacion de contaminantes orgénicos de lenta
degradacidn, la especie vegetal seleccionada debe cumplir con ciertas caracteristicas de
crecimiento rapido, raices profundas, poco apetecible para los herbivoros, y que sea de facil

adaptacion ambiental en los suelos contamidos.

e Elegir plantas vigorosas y productivas, con caracteristicas bioquimicas.

Se puede determinar que una especie vegetal tiene caracteristicas fitorremediadoras, cuando se

conozca que mediante estudios previos realizados haya sido utilizada en algun algin estudio,
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especies que sean nativas de la region y de facil adapacion al contaminante (Interestate Technology

Regulatory Council, 2001).

2.9. Descripcion de las especies vegetales utilizadas.

2.9.1 Phaseolus vulgaris.
En la mayoria de los paises de Latinoamérica y el Caribe, a esta especie se le conoce como

frijol, la misma que proviene del catalan fesol.
Origen: No existe consenso claro sobre el nimero de especies que componen el género

Phaseolus. Su complejidad taxonémica se debe principalmente a la intrincada morfologia floral y

a la cantidad de nombres publicados en el género (Mercado, 2018).

Segun Valladares, (2010), la clasificacion taxonémica del fréjol se describe de la siguiente

manera:

Tabla 8
Clasificacion Taxonomica Phaseolus vulgaris.

Clasificacion Taxondémica
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Phaseoleae
Subtribu Phaseolinae
Género Phaseolus
Seccion P. sect. Phaseolus
Especie P. vulgaris
Nombre binomial Phaseolus vulgaris L
fréjol, frijol, poroto,judia,

Nombres comunes
ejote, alubia, caraota

Nota.Se presenta la clasificacion taxonémica de la especie Phaseolus vulgaris. (Valladares,

2010)
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Descripcion Botanica. Ventura et al., (2018) manifiestan que la planta de frijol es anual, herbacea,
se cultiva para obtener las semillas y granos, las mismas que contienen un alto grado de proteinas
del 22%.

Raiz. Las raices en las primeras etapas de desarrollo estan formadas por la radicula del embrion,
la misma que se convierte en la raiz principal. Al pasar los dias se observan las raices secundarias,
las cuales se desarrollan en la parte superior o cuello de la raiz principal. En las raices secundarias
se desarrollan las raices terciarias como también se desarrollan los pelos absorbentes, los cuales se
encuentran en todos los puntos de crecimiento de la raiz (Ventura et al., 2018).

Segun los autores Ventura, y otros autores (2018), Phaseolus vulgaris presenta nddulos en sus
raices distribuidos laterales de la parte superior y media del sistema radical. Estos nudos son
colonizados por bacteria del género Rhizobium, las mismas que fijan nitrégeno atmosférico,
contribuyendo a satisfacer los requerimientos de este elemento en la planta.

Tallo. Se identifica como el eje central de la planta, que esta formado por sucesion de nudos y
entrenudos, es herbaceo, cilindrica o levemente angular, segln el habito de crecimiento de la planta
puede ser erecto, semipostrado o postrado (Cabrera y Reyes, 2018).

Hojas. Estas especies vegetales tiene dos tipos de hojas: simples y compuestas. EI primer par
de hojas estan constituidas por los cotiledones, que tiene sustancias de reserva a la planta durante
el proceso de germinacion y emergencia. Las primera hojas verdaderas en el segundo par, se
desarrollan en el segundo nudo, estas son simples, cortadas y opuestas. En el tercer nudo se
desarrollan las hojas compuestas, estas son alternas, de tres foliolos, con un raquis y un peciolo.
Tiene una variacién en cuanto color, tamafio y pilosidad, esta variacion depende de las condiciones

ambientales de luz y humedad (Ventura et al., 2018).
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Flores. Ventura, et al., (2018), menciona que la flor contiene los 6rganos sexuales de la planta.
En las flores masculinas son llamados estambres, mientras que en las femeninas se denominan
pistilos. Segun Cabrera y Reyes, (2018), afirma que en el frijol la flor no se abre mientras esta no
ha sido polinizada, por tal razén esta especie se clasifica como una planta autdgama.

En Ecuador, la produccion de fréjol se realiza en un porcentaje (70-80%) en los pequefios y
medianos agricultores. Las provincias que mas producen el fréjol en la Sierra son: “Carchi (9.5%),
Chimborazo (11%), Loja (14%), Azuay (15%), Imbabura (17%), en la Costa: los Rios (2.6%),
Guayas (7.7%): en el Oriente el 2% (Basantes, 2015).

2.9.2. Zea mays.

Origen: Esta graminea tiene su origen en México hace unos 7000 afios, se dio como resultado
de la mutacion de una graminea silvestre llamada Teosinte (Bravo, 2012).

Segun Yanez et al.,(2013), en el Ecuador el cultivo de maiz se desarroll6 hace 6500 afios,
siendo la Peninsula de Santa Elena (Provincia de Santa Elena), en donde empezaron a cultivar esta
graminea.

Tabla 9

Clasificacion Taxondmica Zea mays.

Clasificacion Taxondmica

Reino Vegetal

Subreino Embriobionta
Division Angiospermae
Clase Monocotyledoneae
Orden Poales

Familia Poaceae

Género Zea

Especie Mays

Nombre cientifico Zea mays L.
Nota.Se presenta la clasificacion taxondmica de la especie Zea mays (Cabrerizo, 2012).
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Descripcion Botéanica.

Raiz.El maiz es una planta anual de gran desarrollo vegetativo, de rapido desarrollo, y puede

llegar alcanzar hasta 5 m de altura (lo normal es de 2 a 2,50 m). Las raices de esta planta robustas
y fasciculadas que ademaés de aportar alimento a la planta sirve de soporte de la planta que se
refuerza con la presencia de raices adventicias (Ortigoza et al., 2019).
Hojas. Sus hojas estan constituidas de cuello, vaina y lamina. El cuello es la zona de transicion
entre la lamina abierta y la vaina envolvente. La vaina es una estructura cilindrica, que sale de la
parte superior del nudo. La ldmina es una banda delgada y angosta que mide de largo 10 cm por
1,5 m. de ancho (Ortigoza et al., 2019).

Tallo. Maroto, (1998) menciona que esta especie tiene un tallo simple en forma de cafia, siendo
su interior macizo, con una longitud que puede legar hasta los 4 m de altura, esta planta no presenta
ramificaciones.

Inflorescencia. En la Inflorescencia del maiz esta es una planta monoica, con flores femeninas
y flores masculinas separadas, pero en la misma planta. La flor femenina, es la futura mazorca,
gue se encuentra a media altura de la planta. La flor masculina tiene forma de panicula es de color
amarilla y se encuentra ubicada en la parte superior de la planta (Ortigoza et al., 2019).

Grano. El grano contiene proteinas y en su interior se halla el endosperma con el 85-90 % del
peso del grano, la capa que envuelve a la mazorca es dura que cubre toda la semilla (Maroto, 1998).

2.9.3. Sorghum vulgare.

Origen: Segun Peréz, (2010) el origen de este cultivo ha sido discutido a través de los afios,
planteandose que se ubico inicialmente en la India, mientras que en América fue introducido en el

siglo XVIII.
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Tabla 10

Clasificacion Taxonomica Sorghum vulgare.

Clasificacion Taxonémica

Reino Vegetal
Division Trachaeophyta
Subdivision Pteropsidae
Clase Angiospermae
Subclase Monocotiledoneae
Grupo Glumiflora
Orden Graminales
Familia Graminea
Subfamilia Panicoideas
Tribu Andropogoneae
Género Sorghum
Especie vulgare

Nota.Se presenta la clasificacion taxondmica de la especie Sorghum vulgare (Gutierrez, 2003).

Descripcion Botéanica.

Raiz. Zeleddn, y otros, (2018),menciona que el sistema radical adventicio fibroso se desarrolla
de los nudos mas bajos del tallo, con una profundidad de 1 a 1.3 metros. Puede llegar hacer el
doble que el maiz la cantidad de pelos absorbentes, las raices pueden crecer de primordios
radicales, pero no son efectivas en la absorcion de agua y nutrientes.

Tallo. Esta especie tiene un solo tallo de 7 a 24 nudos y son erectos, pero puede desarrollar
otros (hijos), su caracteristica principal es la formacion de una serie de nudos y entrenudos, con
una longitud de 0.5 a4 m, y de diametro de 0.5 a 5 cm cerca de la base (Zeledon, y otros, 2018).

Hojas. Gutierrez, (2003), menciona que varia el nimero de hojas de 7 a 24 segun la variedad y
el periodo de crecimiento, son casi horizontales, erectas y se encorvan con la edad, una hoja
madura oscila entre 30 a 135 cm y su ancho entre 1.5 a 15 cm (Zeledon, y otros, 2018).

Flores. Es una panicula de racimo, se caracteriza por ser compacta o semicompacta , cada
florecilla sésil contiene un ovario, que luego forma la semilla (Gutierrez, 2003). Segun Zeledén, y

otros, (2018), La panicula puede tener de 2 a 20 cm de ancho, y de 4 a 25 cm de largo, y contener
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de 400 a 800 granos cada mazorca, segun el tipo de panicula es corta o larga, suelta y abierta, y
compacta 0 semicompacta.

Grano.

(Gutierrez, 2003), menciona que el sorgo tiene de 25000 a 60000 granos por Kg. Estos
granos son mas pequerios en comparacion con el de maiz, siendo el sorgo con mas granos, su color
depende de la semilla de sorgo puede ser blanco, rojo, amarillo o café.

2.9.4. Panicum maximum jacq.

Origen: Esta especie se produce en ambientes tropicales. (Ramirez, y otros, 2009). Es de origen
africano, en 1967 se introdujo a América. Las especies del género Panicum, tienen un potencial
de rendimiento forrajero (Lobo y Diaz, 2001).

Tabla 11

Clasificacion Taxonémica Panicum maximum jacq.

Clasificacion Taxondmica

Reino Vegetal

Division Embriophyta
Clase Angiospermae
Subclase Monocotiledonea
Orden Glumiflorae
Familia Gramineae
Género Panicum

Especie maximum

Nota.Se presenta la clasificacion taxondmica de la especie Panicum maximum jacq. (Lobo y

Diaz, 2001)

Descripcion Botéanica.

Raiz. Segun Lopez (2001), menciona que tiene un sistema radicular abundante, fibroso,
profundo, se podria afirmar que esta especie tiene una formacion completa cuando la planta

asemille por primera vez, es tolerante a la sequia, pero no por temporadas secas largas.
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Espiga. La inflorescencia de esta especie es una panicula abierta de 25 centimetros de ancho
por 15a 20 cm de longitud, produce abundante semilla que se va madurando de forma heterogénea
y se desgranan rapidamente por el viento (Lopez, 2001).

Semilla. Lopez,(2001) menciona que la espiguilla o espicula tiene glumas externas lisas e
internamente encierran a la caridpside el primer par de glumas, formando una estructura que cierra
herméticamente. Su semilla es feértil, de forma eliptica, de aproximadamente dos milimetros de

longitud.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1.Disefo experimental.

Con el fin de encontrar el mejor tratamiento que reduzca los TPH del suelo evaluando su
tolerancia y capacidad de fitorremediacion, se probd el efecto de cuatro especies vegetales en

cuatro distintas concentraciones de TPH, incluido del blanco ( 0, 1000, 5000 y 10000 ppm).
Tabla 12

Disefio experimental.

DATOS DETALLE

Disefio Factorial 4x4
Concentraciones

4
Tratamientos 16
Repeticiones 3
Fuente (Los autores,2021).

3.2.Tratamientos del Ensayo.

A continuacion, se explica los distintos tratamientos aplicados en el trabajo experimental.
Tabla 13

Tratamientos aplicados.

Especies vegetales

Concentraciones de Phaseolus Zea mays Sorghum Panicum
TPH (ppm) vulgaris vulgare maximum jacq
0 T1 T2 T3 T4
1000 T5 T6 T7 T8
5000 T9 T10 T11 T12
10000 T13 T14 T15 T 16

Nota. Tabla representativa de los tratamientos aplicados en el trabajo experimental (Los

autores,2021).
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Tabla 14

Descripcion de cada tratamiento.

Tratamientos

Descripcion

T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

Concentracion 0 ppm con Zea mays.

Concentracion 0 ppm con Phaseolus vulgaris.
Concentracion 0 ppm con Sorghum vulgare.
Concentracion 0 ppm con Panicum maximum jacq.
Concentracion 1000 ppm con Zea mays.
Concentracion 1000 ppm con Phaseolus vulgaris.
Concentracion 1000 ppm con Sorghum vulgare.
Concentracion 1000 ppm con Panicum maximum jacq.
Concentracion 5000 ppm con Zea mays.
Concentracion 5000 ppm con Phaseolus vulgaris.
Concentracion 5000 ppm con Sorghum vulgare.
Concentracion 5000 ppm con Panicum maximum jacq.
Concentracion 10000 ppm con Zea mays.
Concentracion 10000 ppm con Phaseolus vulgaris.
Concentracion 10000 ppm con Sorghum vulgare.

Concentracion 10000 ppm con Panicum maximum jacq.

Nota. Descripcion detallada de los diferentes tratamientos aplicados ( Los autores,2021).

3.3.Andlisis estadistico.

Se utilizo6 el Software estadistico R version 4.1.0 (R studio) en el cual se realiz6 un analisis de

varianza ( ANOVA) con un arreglo factorial 4x4, ademas de incluir una prueba Tukey al 5% con la

finalidad de evaluar eficazmente los distintos tratamientos.

3.4.Poblacién y muestra.

Durante el ensayo experimental se trabajo con una poblacién total de 576 plantas distribuidas

en las 4 concentraciones (Fig.4).

34



Se realizaron 16 tratamientos descritos anteriormente (tabla.14) los mismos que tienen 3
repeticiones, dando un total de 48 muestras.

3.5.Nomenclatura utilizada.

En la figura 4 se aprecia la nomenclatura que se aplico a los diferentes tratamientos y a cada
especie vegetal para su respectiva identificacion. Cabe mencionar que existié una poblacion de

576 plantas, tomando en cuenta las 3 repeticiones, concentraciones y especies.
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Figura 4

Nomenclatura aplicada.

CONCENTRACION 0 PPM CONCENTRACION 1000 PPM
T1 T2 T4 T5 T6 T8
M (Maiz) F (Frejol) P (Pasto aleman) M (Maiz) F (Frejol P (Pasto aleman)
Repl |Rep2 |[Rep3 |Repl|(Rep2 |Rep3 |Repl [Rep2 |[Rep3 [Repl |Rep2 |Rep3 [Repl |Rep2 |Rep3 |Repl |Rep2 |Rep3 |Repl |Rep2 |[Rep3 |Repl [(Rep2 |Rep 3
M1 |M13| M25 | F1 |F13) F25 | 51 | S13 | 825 | P1 | P13 | P25 | M100| M112 | M124 | F100 | F112 | F124 | 5100 | 5112 | 5124 | P100 | P112 | P 124 0 ppm
M2 |M14| M26 | F2 |F14| F26 | S2 | S14 | S26 | P2 | P14 [ P26 [M101 | M113 | M125 | F101 | F113 | F125 | S101 | 5113 | $125 | P101 | P113 | P125 .
M3 |M15| M27 | F3 |F15| F27 | 53 | S15| 527 | P3 | P15 | P27 [M102 | M114 | M126 | F102 | F114 | F126 | 5102 | 5114 | 5126 | P102 | P114 | P 126 (testlgo)
M4 |M16| M28 | F4 |F16| F28 | 5S4 |S16| S28 | P4 | P16 | P28 [M103 | M115 | M127 | F103 | F115 | F127 | S103 | 115 | 5127 | P103 | P115| P127 1000 ppm
M5 |M17| M29 | F5 |F 17| F29 | S5 | S17 | S29 | P5 | P17 [ P29 [M104 | M116 | M128 | F104 | F116 | F128 | 5104 | S116 | 5128 | P104 | P116 | P 128 5000 ppm
M6 |M18| M30 | F6 |F18) F30 | S6 | S18 | S30 | P6 | P18 | P30 [M105| M117 | M129 | F105 | F117 | F129 | 5105 | S117 | 5129 | P105 | P 117 | P 129 !@
M7 |M19| M31 | F7 |F19| F31 | 57 [ S19| S31 | P7 | P19 | P31 |M106 | M118 | M130 | F106 | F118 | F130 | S106 | S118 | 5130 | P106 | P 118 | P 130
M8 |M20| M32 | F8 |F20| F32 | 58 [S20| 532 | P8 | P20 | P32|M107| M119 | M131 | F107 | F119 | F131 | 5107 | 5119 | 5131 | P107 | P119 | P 131 Zea mays
M9 |M21| M33 | F9 |F21 | F33 | 59 [ 521 | 533 | P9 | P21 [ P33 |[M108 | M120 | M132 | F108 | F120 | F132 | 5108 | 5120 | 5132 | P108 | P120 | P 132 Phaseolus
M10 [ M22 | M34 | F10 |F 22| F34 | 510 | 522 | 534 | P10 | P22 | P34 | M109 | M121 | M133 | F109 | F121 | F133 [ 5109 | 5121 | 5133 [ P109 | P 121 | P 133 vulgaris
M11 [M23| M35 [F11 |F 23| F35 | S11 | S23 | S35 | P11 | P23 | P35 | M110 | M122 | M134 | F110 | F122 | F134 [ S110 | $122 | 5134 | P110 | P122 [ P 134
M12 |[M24| M36 [F12 |F 24| F36 | S12 | 524 | 536 | P12 | P24 | P36 | M111 | M123 | M135 | F111 | F123 | F135 [ 5111 | $§123 | 5135 | P111 | P123 [ P 135 Sorghum
CONCENTRACION 5000 PPM vulgare
TS T10 T12 T13 T14 T16 Panicum
M (Maiz) F (Frejol) P (Pasto alemin) M (Maiz) F (Frejol P (Pasto aleman) maéximum
Repl |Rep2 |Rep3 |Repl|Rep2 |Rep3 |Repl |Rep2 |Rep3 |Repl|Rep2 |[Rep3 |Repl |[Rep2 |Rep3 |Repl |Rep2 |Rep3 |Repl |[Rep2 |Rep3 |Repl |Rep2 [Rep3 jacq

M 500 |M512| M 524 |F500| F512 | F524 | S500| 5512 | $524 | P500| P 512 | P 524 | M 1000 | M 1012 | M 1024 | F1000 |F 1012 | F1024 |S1000|51012|51024| P 1000 |P 1012(P 1024

Repeticion 1
M 501 [M513| M 525 [F501| F513| F525 [ 5501|5513 | 525 | P501|P513|P525|M 1001 | M 1013 | M 1025 F 1001 | F 1013 | F 1025 |$ 1001 |5 1013 | S 1025 P 1001 |P 1013| P 1025 P

M 502 |M514| M 526 | F502 | F514 | F526 | 5502|5514 | 5526 [ P502 | P514 | P526|M 1002 | M 1014 | M 1026 | F1002 | F 1014 | F1026 | 51002 | 51014 | 51026| P 1002 |P 1014| P 1026 Repeticion 2

M 503 |M 515 M 527 |F503 | F515| F527 | $503| 5515 | §527 | P 503 | P 515 | P 527 |M 1003 | M 1015 | M 1027 | F 1003 | F 1015 | F1027 | 51003 | 5 1015| § 1027 | P 1003 |P 1015] P 1027 Repeticién 3

M504 |M516) M528 |F504 | F516| F528 | 5504|5516 | 5528 [P504 | P516 | P528|M 1004 | M 1016 | M 1028 | F1004 |F 1016 | F1028 | 51004 |51016| 51028 | P 1004 |P 1016| P 1028

M 505 |M517) M 529 |F505|F517) F529 | §505)5517 | 5529 [ P505|P517 | P529|M 1005 M 1017 | M 1029 | F1005 |F1017 | F1029 |51005|51017|S1029| P 1005 |P 1017| P 1029

M 506 |M518) M 530 |F506|F518) F530 | 5506|5518 | 5530 | P506|P518 | P530|M 1006 | M 1018 | M 1030 F 1006 | F 1018 | F1030 | 51006 |5 1018 S 1030| P 1006 |P 1018| P 1030

M 507 |M519) M 531 |F507|F519) F531 5507|5519 | 5531 |P507|P519 | P531|M 1007 | M1019| M 1031 | F1007 |F 1019 | F1031|51007|51019| 51031 |P 1007 |P 1019]| P 1031

M 508 |M520) M 532 |F508 | F520) F532 | 5508|5520 | 5532 |P508|P520|P532|M 1008 | M 1020| M 1032 | F1008 |F 1020 | F1032 | 51008 |51020| 51032 | P 1008 |P 1020| P 1032

M 509 |M521) M533 |F509|F521) F533 5509|5521 | 5533 |P509|P521|P533|M1009| M 1021 | M 1033 | F1009 |F1021| F1033|51009|51021|51033|P 1009 |P 1021|P 1033

M 510 |M522| M 534 |F510| F522 | F534 | S510|5522 | $534 | P510| P 522 | P 534 | M 1010 | M 1022 | M 1034 | F1010 |F 1022 | F1034 |S1010|51022|51034| P 1010 |P 1022(P 1034

M 511 |M523| M 535 |F511|F523 | F535 5511|5523 | §535|P511|P523|P535|M 1011 | M 1023 | M 1035 | F1011 [F 1023 | F1035|51011|51023|51035|P 1011 |P 1023|P 1035

Nota. Nomenclatura utilizada en el ensayo experimental (Los autores, 2021).
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3.6.Variables.
e Concentracion de hidrocarburos totales de petroleo (mg/kg).
e NuUmero de hojas en buen estado.

e Numero de hojas en mal estado.
e Altura de la planta.

e Cantidad de frutos.

e Cantidad de flores.

e Diametro del tallo de la planta.
e Biomasa radicular.

e Biomasa aérea.

3.7. Recogida de datos
La recoleccion de datos de cada variable se realiz6 de la siguiente manera:

1. Concentracion de hidrocarburos totales de petroleo (mg/Kg).
Esta variable se midié en laboratorios aplicando el método 3540C SOXHLET para su extraccion
y para su cuantificacion el método gravimétrico.

2. Numero de hojas en buen estado.
Para esta variable se procedi6 al conteo de todas las hojas sanas (buen estado) que tiene cada planta
en cada tratamiento.

3. Numero de hojas en mal estado.
En esta variable se cont6 todas las hojas que se encontraban en mal estado, ya sea que fueron
afectadas por plagas o se secaron, esto se realizo a cada planta en cada tratamiento.

4. Numero total de hojas.
La variable se evalu6 sumando el nimero de hojas sanas y nimero de hojas en mal estado de cada
planta en cada tratamiento.

5. Altura de la planta.
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La altura de la planta se midi6 en centimetros utilizando un flexdmetro, la medicion se realizo
desde la parte baja del tallo hasta la hoja bandera, de esta manera se conocio el tamafio total de
cada planta en cada tratamiento.

6. Cantidad de frutos.
La evaluacion de esta variable se realizd mediante el conteo de los frutos en proceso de formacion
0 ya formados.

7. Cantidad de flores.
La evaluacion de esta variable se realizé mediante el conteo de las flores en proceso de crecimiento
o0 ya formadas.

8. Diametro del tallo de la planta.
Se evalué midiendo el tallo en el primer entrenudo del mismo con la ayuda de un calibrador de
Vernier (Nonio).

9. Biomasa radicular.

Para la medicion de la biomasa radicular se empled el método directo o destructivo, el cual
cosiste en cortar la planta y determinar la biomasa pesando directamente el componente “raiz* el
mismo que va desde el cuello (separacion entre raiz y tallo ) hasta la cofia ( parte final de la raiz).
Esta variable se expres6 en mg/ planta (Ruiz, 2013) (Acosta, 2021).

10. Biomasa aérea.

Para la medicion de la biomasa aérea se emple6 el método directo o destructivo, el cual cosiste
en cortar la planta y determinar la biomasa pesando directamente los componentes “tallo, hojas,
ramas‘ los mismos que van desde la base del tallo hasta la hoja bandera. Esta variable se expresé

en g/ planta (Ruiz, 2013).
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Las variables descritas anteriormente se las observé cada 15 dias durante cuatro meses, es decir
existié un total de ocho mediciones a lo largo del proyecto experimental, las mismas que fueron

analizadas en campo y en laboratorio.
3.8.Protocolo.
3.8.1. Fase de Campo.

3.8.1.1.Area de estudio.
El presente trabajo experimental se realiz6 en la provincia de Sucumbios, canton Cuyabeno
sector San José, en donde se utilizé cuatro especies vegetales para fitorremediar un suelo

contaminado por hidrocarburos a diferentes concentraciones.

3.8.1.2.Georreferenciacion.
Se geo-referencio el lugar donde se realizo el experimento, en el cual se tomd las siguientes
coordenadas:

Tabla 15

Coordenadas del experimento

Puntos X Y
1 351493.609 9981205.52
2 351489.578 9981227.46
3 351483.502 9981217.77
4 351477.213 9981214.57
5 351477.046 9981215.17
6 351480.964 9981211.29
7 351488.856 9981214.39

Nota. Toma de puntos en coordenadas UTM. ( Los autores,2021).
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Figura 5

Mapa de ubicacién del area de estudio
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Nota. Ubicacion del area de estudio en el que se realiz6 el proyecto ( Los autores,2021).

3.8.1.3.0btencion del Hidrocarburo.

El hidrocarburo se adquirié por la Empresa Petrolera Andes Petroleum Ecuador Ltd.

ubicada en la provincia de Sucumbios, Cantdn Cuyabeno, la cantidad obtenida fue de 20 litros.

3.8.1.4.Muestreo de la Flora del Area de Estudio.

El muestreo de flora se realiz6 a travez del método de cuadrantes, el mismo que consiste

en colocar un cuadrado sobre la vegetacion para medir la cobertura, densidad y frecuencia de las

especies vegetales. El tamafio del cuadrante vaa depender de la facilidad y velocidad del muestreo

que se requiera.
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A continuacion se muestra la distribucién del area en donde se realizo el método de

cuadrantes:

Figura 6

Distribucién del area para el método de cuadrantes.

Distribucién del area utilizada en el proyecto experimental para los
muestreos de cuadrantes en el sector San José provincia de Sucumbios.
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ONIVERSIDAD POLITECHIEA | UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
SALESIANA CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL
......... TRABAJO DE TITULACION
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Evaluacion de la capacidad de Momemediacion y - Jessania Puente

IDIETSNCIA O LN SIS0 COMEMINano por NQDCArmiUnss. - Kevin Campoverde

an &l sector San Josa, Canbon Cuyabeno, Provincia de

Sucumbios, utiizando Fraseclus vuigans, Zea mays, [Faoha: Eacaia: Faginas:

Sorghum vuigare ¥ Panicum maximoem 5o, e 111 101

Nota. Se presenta graficamente el area utiliada en el proyecto experimental (Los autores, 2021).

Como se observa en la fig 6 el area total se la dividio en ocho cuadrantes, de los cuales se
procedio al reconocimiento de las especies vegetales de los mismos, para la identificacion se

requirié el acompafiamiento de un habitante del lugar.
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Tabla 16

Especies vegetales encontradas en el area del proyecto.

Nombre cientifico Nombre comun Abundancia
Alibertia edulis canilla de venado 46
Coffea café 6
Cynodon dactylon grama 239
Urtica dioica ortiga ( chine) 19
Fridericia floribunda bejuco morado 22
Psidium guineense guayabilla 16
- oreja de perro 28
Bidens pilosa cadillo 8
Allium sphaerocephalon ajo de monte 1
Psidium guajava guayaba 2
- cabezon 30
Parthenium hysterophorus hierba voladora 5
TOTAL 422

Nota. Se enlista las especies vegetales y la abundancia de las mismas, después de aplicar el
método por cuadrantes ( Los autores, 2021).

3.8.1.5. Preparacion del Terreno.

Para la preparacion del terreno se emple6 el método de labranza tradicional o convencional que
consiste en la utilizacion de maquinaria ya sea manual 0 mecanica para remover o invertir el suelo
(Vallejos, 2012), por lo tanto, se realizé el siguiente procedimiento:

1. Se establecid el espacio a utilizar acorde a las distancias requeridas por cada especie
vegetal, tomando en cuenta los bordes de parcela.

2. Se retiro totalmente la maleza del lugar.

3. Se procedi6 a remover la tierra para su mezcla y aireacion.

4. Se adicion0 el hidrocarburo de acuerdo con las concentraciones establecidas.

5. Se realizo el emparejamiento del suelo, acondicionandolo para la siembra.
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6. Se establecieron los bordes de parcela para cada cultivo empleando laminas de madera.
3.8.1.6. Adicion del Hidrocarburo.
Para determinar la cantidad de crudo que se utiliz6 en los distintos tratamientos se basé en la
concentracion que se queria obtener, es decir para los tratamientos de 1000 ppm, 5000 ppm y
10000 ppm, estos se los transformo6 a mg/kg y se procedio a realizar una regla de tres como se

observa a continuacién (Cruz y Lincango, 2021).

1000 ppm=1000 mg/kg

1000mg (crudo) _ X
1 kg de suelo B 997.9032 kg de suelo

por lo tanto

1000mg (crudo) * 997.9032 kg de suelo
X = = 997903.2 mg de crudo
1kg de suelo
Para la preparacion de las distintas concentraciones (1000 C,, 5000 C, y 10000 €5 ppm) se coloco
en el suelo 997.9 (C,), 4989.5 (C,) y 9979 (C3) gramos de crudo respectivamente, después de

distribuir el crudo uniformemente se precedio a mezclarlo hasta su homogeneidad.

3.8.1.7. Recoleccion de Muestras del Suelo
Se empled el método de muestreo simple, que consiste en una sola extraccion del suelo con
un peso de 1 kg, esto se lo realiz6 de manera sistematica en forma de cuadricula (Fig 7)

(Domingo, 2012).
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Figura7

Muestreos sistematicos

0|Cl0O|O (] O\

ololo|o \} }

olololo o o

Cuadricula Lig-Lag Diagonales

Nota. Método de muestreo sistematico, realizado a distancias uniformes (Domingo, 2012).
Se empled los siguientes materiales: guantes, pala, espatula, fundas ziploc, marcador y

recipientes herméticos. A continuacion se detalla el procedimiento:

1. Se elimind la cobertura vegetal.

2. Seestablecio el surco que va hacer muestreado y en este se realizé un hoyo en forma
de V.

3. Lapala se intodujo hasta 20 cm de profundidad.

4. Al sacar la pala se elimind el material colectado en los bordes de la misma, dejando

asi solo el centro de la muestra evitando posibles contaminaciones.
5. Se Introdujo la muestra a la funda ziploc y se la sella.

6. Se codificé cada muestra ( nimero de muestra, ubicacion del muestreo, fechay hora

del muestreo).

7. Se las guardo en el recipiente hermético para su posterior analisis.
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3.8.1.8. Siembra.

Se realiz6é el método de siembra manual, el cual consiste en colocar la semilla con la mano
haciendo surcos con una profundidad y distancia que van a depender de la especie vegetal que se
va a cultivar.

v Phaseolus vulgaris.

Se coloco 2 semillas a una profundidad de 5 cm, con una distancia de 20 cm entre planta
(Martinez et al., 2009).

v Zea mays.

Se colocd 2 semillas en surcos a una profundidad de 7 cm, con una distancia de 25 cm entre
planta (Vergara et al., 2011).

v Sorghum vulgare .

En el suelo humedo se colocé las semillas de sorgo a una profundidad de 5 cm y con una
distancia de siembra de 25 cm (Alvarado, 2014).

v" Panicum maximum jacg.

Se coloco la semilla a una profundidad de 2 cm y con una distancia de 20 cm entre plantas.

3.8.1.9. Requerimientos nutricionales para cada especie vegetal.
Para la fertilizacion de las 4 especies vegetales se utilizd el método de aspersidén en bomba de
mochila.

v Phaseolus vulgaris.

Se aplicd 30 g de fertilizante de formula 10-30-10 a los 10 dias de la siembra y 30 g de urea al

46% (46-0-0) a los 25 dias de germinacion (Martinez et al., 2009).
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v’ Zea mays.

Se siguid la formula 16-20-0, recomendada por (Deras, 2020) para suelos francos, franco-
arcillosos o arcillosos. Se fertilizé a los 8 dias después de la siembra colocando 110 g de fertilizante
y a los 30 dias 90 g del mismo, esto se realiz6 para cada parcela de maiz.

v Sorghum vulgare.

Segun (Alvarado, 2014) sefiala que es recomendable seguir la formula 10-30-10, por lo cual se
fertilizé los cultivos de la misma forma, evitando el contacto directo con la semilla, para esto se
utilizé 61 g de urea, 85 g de nitrato de amonio y 130 g de sulfato de amonio para cada parcela de
sorgo. Se fertilizo a los 22 dias después de la siembra.

v Panicum maximum jacqg.

Este tipo de pasto tiene alta afinidad a la fertilizacion nitrogenada por lo que se utilizé la formula
46-0-0. Se colocd 1.16 kg de urea 46% en cada parcela de este cultivo (Cerdas y Vallejos, 2011).

3.8.1.10. Distribucion del tratamiento.

En la fig. 8 se observa como se dispuso los distintos tratamientos y la distribucion del area

utilizada en el proyecto experimental.
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Figura 8

Distribucion del area utilizada en el proyecto experimental para los cultivos de Phaseolus vulgaris, Zea
mays, Sorghum vulgare y Panicum méaximum jacq, en el sector San José provincia de Sucumbios.
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Nota. Representacion esquematica del area utilizada en el proyecto experimental (Los autores,

2021).
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3.8.2. Fase de laboratorio.

3.8.2.1. Andlisis fisicoquimico del suelo.

A continuacion, se presenta el procedimiento de los parametros aplicados para la evaluacion de
los andlisis fisicoquimicos del suelo.

3.8.2.1.1. pH.

El pH se refiere a la concentracion de iones hidrégeno activos (H+), que se da por la
interaccion de los componentes solidos y liquido en la interfase liquida del suelo (Fernandez, y
otros, 2006).

Segun los autores Fernandez, y otros, (2006). Mencionan que puede existir interferencia en
los suelos con alta cantidad de materia organica, pueden llegar a formar una gruesa pasta seca, por
lo que una relacion menor de muestra en agua puede ser aceptable (1:5 o0 1:10).

Procedimiento.

Para conocer el pH del suelo se utilizd el método del potenciométrico liquido. En una
balanza analitica con la ayuda de una espatula se pes6 5 g de suelo, en un vaso de precipitacion de
50 ml, se afiade 10 ml de agua destilada, y se sometio a agitacion durante 30 minutos en un agitador
magnético. Posterior se procede a dejar reposar 10 minutos y con un potenciometro previamente
calibrado en soluciones tampo6n de pH 10, 7 y 4 (Fernandez, y otros, 2006).

Calibracion del pH-metro: se sumergi6 el electrodo en una disolucion tampén de pH 4,
agitando moderadamente hasta que se estabilice la lectura, despues se saca el electrodo y se lava
con agua destilada con la ayuda de una piseta, secandolo con papel absorbente, repitiendo estos

procesos en la disolucion tampén pH 10 y la disolucion de pH 7 (Llorca y Bautista, 2004).
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Tabla 17

Criterios de evaluacion de pH respecto a un suelo.

CATEGORIA VALOR DE PH
Fuertemente acido <5.0
Moderadamente &cido 5.1-6.5
Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7-4-85
Fuertemente alcalino 8.5

Nota.Manual de técnicas de analisis de suelos aplicadas a la remediacién de sitios contaminados
(Fernandez, y otros, 2006).
3.8.2.1.2 Textura.

Segun los autores, Ferndndez,et al. (2006), mencionan que las proporciones relativas por
tamafo de particulas de limo, arena y arcilla forman la textura del suelo que al combinarse
permiten categorizar al suelo en una de las 12 clases texturales. La textura esta determinada sélo
por el material mineral, aqui no se considera el material organico (Vivas y Rivera, 2005).

Procedimiento.

Para conocer la textura del suelo se utiliz el método de densimetro de Bouyoucos, para lo
cual se pesan 40 gramos de suelos, se afiade 100 ml de la solucién de hexametafosfato sddico, se
vacia los 40 gramos de suelo a la trituradora ayudandonos de agua destilada por un tiempo de 5
minutos, se transfiere a la probeta de 1000 ml y se afora con agua destilada, posterior se agita la
muestra con la ayuda de una varilla metélica y se inserta con cuidado el densimetro, se considera
el tiempo 0 al momento que se saca la varilla agitadora, se toman las medidas en los tiempo 3 min,

5 min, 10 min, 30 min, 90 min y en un tiempo >8 horas.
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Luego, para establecer el tamafio de particulas, la textura y tipo de suelo se utilizd el
diagrama textural de la USDA donde se encuentra representado por el triangulo textural (USDA,

1999).

3.8.2.1.3. Conductividad eléctrica.

Segln Barbaro et al., (2014). La conductividad eléctrica es la capacidad de un material para
conducir la corriente eléctrica, mientras mas facil se mueve la corriente a través del mismo el valor
de este es més alto. Esto significa que, a mayor conductividad eléctrica, mayor es la concentracion
de sales.

Procedimiento.

Se pesa 5 g de suelo seco al aire en un recipiente, se agrega 100 ml de agua, luego se agita

vigorosamente la mezcla durante 10 min, seguidamente se introduce los electrodos de

conductividad eléctrica hasta que se estabilice en un tiempo aproximado de 1 min 0 menos.

3.8.2.1.4. Humedad.

El agua es esencial en el suelo, por su participacion metabdlicas celulares, es portador de
nutrientes y actia como solvente, ionizando los macro y micronutrientes que las plantas toman del
suelo y permite que la materia orgénica se biodegrade (Fernandez, y otros, 2006).

Procedimiento.

Para determinar la humedad del suelo se utiliz6 el método gravimétrico (Fernandez, y otros,
2006) también denominado método de secado en horno segun la INEN 690 1982-05.

Con una muestra de suelo usando una balanza analitica, se pesa 10 g de muestra, esto
depende del tamario de la capsula, utilizando una capsula de porcelana a peso constante, luego se
coloca dentro de una estufa utilizando una pinza a una temperatura de 105 °C durante 24 horas.

(Llorca & Bautista, 2004). Una vez transcurrido este tiempo se saca la capsula de la estufa con la
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pinza teniendo mucho cuidado al manipular, para luego dejar enfriar en un desecador por 30
minutos, posteriormente se peso la capsula con la muestra seca y se vuelve a colocar la capsula en
la estufa a la misma temperatura (105 °C), pero durante 2 horas, se dej6 enfriar en un desecador
por 30 min y se pesa nuevamente y registre el peso final.

Aplicando la formula para el calcul6 del porcentaje de humedad en el suelo por la diferencia de
pesos:

Ecuacién 1 Humedad

(m1-m2)
m1l

Contenido de agua (%) = 100 x

Donde:

e ml: Peso inicial en (g).
e ma2: Peso final (g).
3.8.2.1.5. Nitrogeno total.

Para determinar la cantidad de nitrgeno en el suelo se utilizé el método de Kjeldahl, este
método se recomienda para aquellos estudios en los que se desea conocer la relacién C/N de la
materia organica del suelo.

Para el uso de esta metodologia se deben seguir los siguientes pasos:
a. La muestra de suelo se digiere en &cido sulfdrico concentrado, con la ayuda de un
catalizador para transformarlo en nitrégeno orgéanico en amoniacal.
b. Se alcaliniza el medio con hidroxido sddico para liberar el amoniaco formado.
c. Elamoniaco liberado sera recogido con vapor de agua, en una solucion de acido bérico.
d. Se valora el nitrégeno recogido con acido clorhidrico 0,1 M.
Procedimiento.

a. Preparacion de la muestra.
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Se debe triturar la muestra para luego ser pasada por un tamiz de 0,14 mm.

Se mezcla el material tamizado.

Con la ayuda de una balanza se pesa 0,5-1 g de muestra, con una precision de 0,1
mg en un tubo de digestion de 250 ml.

Digestion.

Se afiaden 2 pastillas catalizadoras Kjeldahl.

Se agrega 12 ml de H2SO4.

Se agita moderadamente hasta humedecer la muestra.

Colocar el aspirador y luego encenderlo, dejar digerir por un tiempo de 60 minutos.
En caso de que se genere espuma se agrega 2 gotas de octanol.

Quitar la gradilla y dejar reposar por 15 minutos.

Destilacion.

En 75 ml de agua destilada se deja diluir la digestion enfriada.

Se afiade 25 ml en un matraz a la disolucion receptora.

Para gasificar la digestion se afiade 50 ml de NaOH al 40 %.

Valoracion.

Se debe realizar un blanco por cada muestra.

Para su valoracion se utiliza el compuesto estandarizado (HCI 0,1 N) (Andrades et

al., 2015).

Célculos

Ecuacion 2 Nitrégeno Total

(T — B) 14,007 * N

N(%) = Peso

Donde:

100
de la muestra en (mg) i
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e N: Normalidad del valorador.
e T: mlde HCI en la valoracién de la muestra.
e B: ml de HCl en la valoracion del blanco.

3.8.2.1.6. Fosforo asimilable.

Para el andlisis de fosforo asimilable en el suelo, se determino mediante el método Olsen,
en el que consiste en una formacién de un precipitado de color amarillo, debido a que la muestra
es tratada con molibdato de amonio y esta contiene fosforo. Posteriormente el precipitado es
reducido con 4&cido ascorbico a azul molibdofosférico, determinando colorimétricamente la
concentracion de fdsforo, es decir, midiendo la intensidad de color de la sustancia, mientras mas
intenso es el color hay méas fosforo, esta relacion se produce con la cantidad de sustancia.
Finalmente, mediante la absorbancia en el espectrofotdémetro se mide la intensidad de color
(Marquez, 2014).

3.8.2.1.7. Carbono orgénico total (CO).

Mediante el método de calcinacion se utiliz6 para determinar el carbono organico total del
suelo. Se debe tenerse presente que con este método se obtienen valores mas altos en el contenido
de materia organica del suelo, ya que aplicando este método se volatizan todas las formas de
carbono organico lo que se convierte en un método poco preciso de medicion (Méndez Valdiviezo,
2016).

Procedimiento.

Con la ayuda de una balanza analitica se pesé una muestra de 7 g de suelo seco al aire, pasado
por un tamiz a 2 mmy se coloca en crisoles de porcelana. Luego se seca la muestra y el crisol en
horno a 105 °C hasta peso constante, en un tiempo de 24 a 48 horas se retira del horno y con un

desecador se enfria para luego pesar. Continuando con el proceso durante 3 0 4 horas se calcina la
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muestra en una mufla a 650 o 700 °C. Una vez transcurrido este tiempo se retira de la mufla 'y se
lleva a un desecador para enfriar la muestra y se pesa nuevamente. Se calcula la diferencia de peso
entre las medidas antes y después de calcinar, esta diferencia de peso se da por la pérdida de materia
organica por el proceso de calcinacion. Finalmente, la diferencia de peso se expresa en porcentaje
(%), con respecto al peso inicial de la muestra (seca a 105 °C).

Aplicando la siguiente formula:

Ecuacion 3 % de materia organica

) L. P1—P2
% Materia Organica (MO) = Pr-¢c " 100

Donde:

e P 1: Peso del suelo antes de la calcinacion.

e P 2: Peso del suelo después de la calcinacion.
e C: peso del crisol.

Obtenido el % de MO, se realizé el célculo del % COT basandose en la siguiente formula:

Ecuacion 4 % de carbono organico

%MO

Donde:
e %MO = % Materia Organica.
e 1.724 = Factor de Van Benmelen.

3.8.2.1.8. Potasio.

Se determiné por el método fotométrico de Ilama, atomizando la muestra, excitando los
atomos de potasio en la flama, a un nivel de energia mayor que al momento de regresar a su estado
fundamental, este emite energia en forma de luz de una longitud de onda de 768 nm especifica
para este andlisis. La luz pasa a través de un filtro o un monocromador, seleccionando la longitud
de onda de la luz que es emitida por los &tomos del potasio. La luz producida pasa por un detector
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de tipo fototubo integrado al sistema de lectura, este sistema es en su mayoria digital o analogico.
Existe proporcionalidad directa a la concentracion de potasio entre la intensidad de luz emitida y
la respuesta electica del detector (American Society for testing and Materials, 1994).

3.8.2.2. Analisis microbioldgico.

3.8.2.2.1. Siembra de microorganismos.

En la naturaleza, en su totalidad los microorganismos no se encuentran aislados, sino integrados
en poblaciones mixtas. Para un estudio de microorganismo y poder conocer sus propiedades, es
necesario separar unos de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo cultivos puros o
axénicos; un cultivo puros o axénicos es aquel que contiene un soélo tipo de microorganismo en
medio s6lido una masa de células facilmente visible a estas se denomina colonia ( Microbiologia
general, 2020).

Procedimiento.

Para la preparacién del medio, se debe esterilizar los materiales a utilizarse luego se pesa,
se mide los volimenes necesarios de agua, para luego pasar al proceso de autoclavado. El medio
de cultivo se coloca en cajas Petri las mismas que se codifican como se desee el investigador.

Para la siembra y aislamiento de microorganismos se realiz6 mediante estrias y raspado
sobre Agar en cajas Petri las muestras de suelo contaminado con hidrocarburos. La revision de las
cajas Petri se realizd a las 72 horas, para poder observar el crecimiento de las colonias de bacterias.
Tanto la preparacion como la siembra de microrganismos se realizo en la cAmara de flujo laminar.

3.8.2.2.2. Caracterizacién de microorganismos nativos.

Macroscopica.

Para una mejor observacion morfoldgica se recomienda que los cultivos estén frescos los

mismos que estardn crecidos en medios no selectivos, las colonias de una Unica especie se
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desarrollan en medios especificos bajo condiciones idoneas. Para la observacién macroscépica se

observaron cuidadosamente el tamafio, forma, consistencia y pigmentacion de las colonias aisladas

(Carbonell, 2019).

Microscopica.

Se utilizo la tincion Gram como primer paso para la identificacion bacteriana, a continuacion, se

detalla el procedimiento:

En un portaobjetos cerca del fuego se coloca una gota de agua destilada.

Con un asa se toma una pequefia parte del cultivo y se lo coloca encima del agua destilada,
esto se esparce en el portaobjetos hasta que este homogéneo y las bacterias no estén
aglomeradas.

Se pasa el portaobjetos dos a tres veces por el mechero para que se fijen las bacterias en el
portaobjetos.

Se coloca una gota de violeta de metilo y se deja por un minuto, posteriormente se enjuaga
con agua destilada.

Se coloca una gota de Lugol y se deja actuar por 30 segundos y se enjuaga con agua
destilada.

Agregar alcohol cetona durante 30 segundos y se vuelve a enjuagar.

Se agrega safranina, dejando actuar por un minuto, se enjuaga con agua destilada y se deja
secar.

Se coloca la muestra en el microscopio y se observan los resultados.

(Carbonell, 2019)
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3.8.2.2.3. Caracteristicas bioguimicas.
Catalasa.

Para determinacion de la catalasa se utiliza el método de Cowan & Steel’s (1993). La
catalasa descompone el peroxido de hidrogeno (H202). Se debe cubrir una pequefia cantidad de
biomasa bacteriana que es depositada en un portaobjetos con 1mL de peroxido de hidrogeno al 3
%. La presencia del enzima se manifiesta por el desprendimiento de burbujas de oxigeno (02) de
inmediato después de haber afiadido el agua oxigenada.

Ureasa.

Para indicar la presencia de actividad hidrolitica de la urea se inocularon tubos de contenido
de urea (caldo ureasa). EI medio se incub6 de 3 a 5 dias a una temperatura de 15 °C. Esta enzima
se presenta por el viraje a rojo intenso del indicador del medio, provocado por la fuerte
alcalinizacion que produce el amoniaco liberado en la hidrolisis de la urea.

Citrato.

Para este analisis se cultiva el microorganismo en Agar citrato de Simmons. Este medio
contiene fosfato de amonio como fuentes de carbono y de nitrégeno respectivamente, citrato de
sodio y azul de bromotimol como indicador de pH.

Para dar una lectura se sabe que solo las bacterias capaces de metabolizar el citrato podran
multiplicarse en este medio y liberaran iones amonio, junto con la eliminacion de citrato. También
generara una fuerte basificacién del medio que con un resultado positivo dara un color de verde a
azul (Martinez A. , 2007).

Lactosa.
Para la identificacion de microorganismo se utilizé el agar McConkey, ya que este medio de cultivo

es selectivo a bacterias no entéricas con un indicador de pH (rojo neutro).
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En agar McConkey las bacterias Gram positivas (+) apareceran de color rojo o violeta, y negativas
van tomando la coloracion amarillenta de las colonias lactosa (-) (Martinez A. , 2007).
3.8.2.2.4. Determinacion de unidades formadoras de colonias (UFC).

El reconteo microbiano se utiliza para determinar el nimero de microorganismos en diferentes
matrices de analisis al hacerlo permite comprobar la calidad, la seguridad sanitaria, estas técnicas
de recuento pueden ser directas e indirectas. Dos técnicas mas utilizadas para el recuento en
laboratorios de microbiologia son:

e Recuento en placa en superficie.
e Recuento en placa invertida.

Ambas técnicas determinan el nUmero de microrganismo viables en una muestra, el nimero
de colonias es directamente proporcional al nimero de células por esa razon los resultados son
reportados como unidades formadoras de colonias (UFC).

Para el conteo en placa invertida se debe seguir los siguientes pasos:
1. Homogenizar la mezcla en el recipiente que la contiene.
2. Para muestras sélidas pesar 10 g en un frasco que pueda contener minimo 100 ml de

volumen y agregar 90 ml de dilucion + 10 ml de muestra esta siendo la dilucion 1071,

agitar vigorosamente por 10 minutos.

3. Definir las diluciones a trabajar para nuestros analisis en laboratorio.
4. Adicionar 1 ml de muestra a la base de una caja Petri estéril, agregar el medio de cultivo
fundido a una temperatura de 45 8C y homogenizar y dejar que se solidifique el medio y

dejar las cajas invertidas de 24 a 48 horas a 35°C.
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5. Conteo de colonias se debe seleccionar las colonias que estén entre 30 y 300 UFC, contar
las colonias de cada caja, promediar los valores que se tienen en resultado de muestras
duplicado y multiplicar por el inverso de la dilucion, indicar el volumen de siembra por

resultado.

3.8.2.3. Extraccion de TPH de Muestras de Suelo.
El método 3540C SOXHLET EXTRACTION, se aplico para poder aislar y concentrar los TPH
presentes en las muestras de suelo, utilizando como disolvente de extraccion al diclorometano.
Los pasos que se realizaron para la extraccion de TPH de las muestras de suelo, por el método
de SOXHLET EXTRACTION se detallan a continuacion:
1. Poner los balones a peso constante por medio de la estufa a una temperatura de 120 °C, por

un tiempo de 4 horas, luego dejarlos enfriar en el desecador.

2. Seregistra el peso inicial de los balones (Ra).

3. Con la ayuda de la balanza se pesan 10 g de las muestras de suelo, y se colocan dentro de

los dedales de celulosa.
4. Se coloca en el extractor de soxhlet el dedal de celulosa con la muestra de suelo.
5. Enlos balones de 500 ml se coloca aproximadamente 300 ml de diclorometano.

6. Conectar los balones al extractor soxhlet en una heating mantle (manta calefactora) a una

temperatura de 69-70 °C, permitiendo la ebullicion del disolvente durante 8 horas.

7. Dejar enfriar los balones aproximadamente 10 minutos.

Los pasos para la extraccion del disolvente de las muestras de TPH, por el método gravimétrico

se detallan a continuacion:
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4. Pasar los balones al rotaevaporador para la recuperacién del disolvente, 740 mbar a

temperatura de 45 °C aproximadamente.

5. Cuando la muestra se haya evaporado en su totalidad se retira del rotaevaporador y se deja

enfriar por 10 minutos.

6. Se registra el peso final de los balones (Rb).

3.8.2.5. Analisis cuantitativo de los TPH de las muestras.

Para el célculo de concentracion de hidrocarburos totales del petr6leo provenientes de las
muestras, se considerd la cantidad de suelo que se peso para la extraccion, la humedad de la
muestra de suelo y finalmente se aplico la formula propuesta por el método “gravimétrico” por
Fernandez et al. (2006).

Ecuacion 5 Método gravimétrico.

TPH (mg /kg ) = (RB -RA) * (FC) / (P * FH).

Donde:

TPH (mg/kg ) = hidrocarburos totales del petréleo en mg/kg de suelo seco.

RB = peso en (mg) del recipiente que contiene el extracto organico concentrado.
RA= peso en (mg) del recipiente vacio a peso constante.

FC = factor de transformacion. = 1 000.

P = cantidad de suelo extraido en (g).

FH = factor de correccion de humedad (1-(%humedad/100)).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentard, los resultados y discusion de la investigacion.

4.1. Andlisis Fisicoquimicos.

Los andlisis fisicoquimicos se realizaron tanto al inicio como al final del trabajo experimental,
los mismos que cuentan con resultados de cada tratamiento.

4.1.1. Textura del suelo.

Mediante el método de Bouyoucos y diagrama de textura se determind al inicio y al final del
experimento experimental un suelo franco arcilloso, concordando con el (Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, 2018) dénde menciona que la provincia de Sucumbios y Pastaza
predomina un suelo franco-arcilloso.

Tabla 18

Determinacion de textura del suelo.

Especies Tiempo Blanco Rep. Rep. Rep. Temperatura Textura Tipo de
1 2 3 Arena Arcilla Limo  suelo
30s 1 7 7,1 7 20 85,93 10,67 3,40 Franco
Imin O 7 7 7 20 Arcilloso
3min 1,5 7 7 7 20
Maiz 10 min 1 6 6 6,1 20
30min 1 5 55 54 20
90 min 1 4 4 4,1 20
>8 0 2 3 3 20
Horas
30s 1 7 72 71 20 85,80 10,80 3,40 Franco
Imin O 7 7,2 7,1 20 Arcilloso
Frejol 3min 1,5 7 7,2 7,1 20
10min 1 6 6 6,1 20
30min 1 5 55 5,4 20
90 min 1 4 4 41 20
>8 0 2 3,1 3 20
Horas
30s 1 7 7 7 20 86,00 10,66 3,33 Franco
1min O 7 7,2 7 20 Arcilloso
Sorgo 3min 1,5 6,9 7,1 7 20
10 min 1 6 6 6,1 20
30min 1 5 55 54 20
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90 min 1 4 4 4,1 20
>8 0 2 3 3 20
Horas
30s 1 7 71 71 20 85,87 12,13 2,00 Franco
Imin O 7 7 7,1 20 Arcilloso
3min 1,5 7 69 71 20
Pasto 10min 1 6 6 6,1 20
30min 1 5 55 54 20
90 min 1 4 4 4,1 20
>8 0 29 3,2 3 20
Horas

Nota. Se presenta los valores de arena, limo y arcilla que hacen referencia a un suelo franco

arcilloso ( Los autores,2021).

4.1.1. pH.

Se presenta los valores de pH del inicio y final del estudio de los 16 trataminetos con sus tres

repeticiones se aprecian en el anexo 18, se presenta los maximos, minimos y media obtenidos.

Tabla 19

Maximos, minimos, media, varianza, desviacién estandar y coeficiente de variacion de pH

antes y después del ensayo experimental.

. Concent pH . Des. Coef. pH . Desv. Coef.
Especie ppm Antes Med Min Max Var Est Var después Med Min Max Var Est Var
maiz 0 6.11 5.87
maiz 0 614 6.1 6.1 62 0000 0.021 0.003 5.76 5.8 5.8 5.87 0.003 0.055 0.009
maiz 0 6.15 5.82
Frejol 0 6.27 5.47
Frejol 0 631 63 63 63 0000 0.021 0.003 5.17 53 5.2 547 0.023 0.150 0.028
Frejol 0 6.3 5.32
Sorgo 0 6.23 5.53
Sorgo 0 6.2 6.2 6.2 63 0001 0.025 0.004 5.61 56 5.5 561 0.002 0.040 0.007
Sorgo 0 6.25 5.57
Pasto 0 6.25 6.11
Pasto 0 628 63 63 63 0000 0.017 0.003 5.62 59 56 6.11 0.060 0.245 0.042
Pasto 0 6.28 5.87
maiz 1000 6.14 4.88
maiz 1000 6.14 62 6.1 6.2 0.001 0.023 0.004 5.04 50 4.9 504 0.006 0.080 0.016
maiz 1000 6.18 4.96

; 6.09 5.49
Frejol 1000 61 61 6.1 0001 0026 0.004 55 54 549 0001 0.025 0.005
Frejol 1000 6.13 5.44
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Frejol 1000 6.14 5.47

Sorgo 1000 6.12 5.9
Sorgo 1000 608 61 6.1 61 0.000 0.021 0.003 4.98 54 50 59 0212 0460 0.085

Sorgo 1000 6.11 5.44
Pasto 1000 6.14 5.56
Pasto 1000 617 61 61 62 0.002 0.040 0.007 5.43 55 54 556 0.004 0.065 0.012
Pasto 1000 6.09 5.495
maiz 5000 6.77 5.55
maiz 5000 6.74 6.8 6.7 6.8 0.001 0.030 0.004 5.41 55 5.4 555 0.005 0.070 0.013
maiz 5000 6.8 5.48
Frejol 5000 6.85 5.42
Frejol 5000 6.83 6.8 68 6.9 0001 0.031 0.004 5.53 55 5.4 553 0.003 0.055 0.010
Frejol 5000 6.79 5.48
Sorgo 5000 6.82 5.84
Sorgo 5000 6.83 6.8 6.8 6.8 0.000 0.006 0.001 5.74 58 5.7 5.84 0.002 0.050 0.009
Sorgo 5000 6.83 5.79
Pasto 5000 6.84 5.99
Pasto 5000 6.77 6.8 6.8 6.8 0.001 0.036 0.005 5.94 6.0 59 599 0.001 0.025 0.004
Pasto 5000 6.82 5.97
maiz 10000 6.43 5.6
maiz 10000 6.4 64 64 6.4 0.000 0.017 0.003 5.8 57 56 58 0.010 0.100 0.018
maiz 10000 6.43 5.7
Frejol 10000  6.37 5.66
Frejol 10000 6.4 64 64 6.4 0.000 0.015 0.002 5.66 57 5.7 5.66 0.000 0.000 0.000
Frejol 10000 6.38 5.66
Sorgo 10000  6.41 5.81
Sorgo 10000 6.39 64 6.4 6.4 0.000 0.020 0.003 5.61 57 56 5381 0.010 0.100 0.018
Sorgo 10000 6.37 5.71
Pasto 10000 6.38 6.01

Pasto 10000 641 64 64 6.4 0000 0.021 0.003 5.97 60 6.0 6.01 0.000 0.020 0.003
Pasto 10000  6.42 5.99

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente (Los autores,2021).

Al inicio del experimento el pH max es 6.85 perteneciente a Phaseolus vulgaris en una
concentracion de 5000ppm y un pH min de 6.08 de Sorghum vulgare en 1000 ppm, siendo un
suelo neutro y moderadamente neutro. Al termino de la investigacion se presentdé un pH max de
6.11 de Panicum maximum jacq a Oppm (testigo) y un pH min de 4.88 de Zea mays a 1000 ppm,

siendo un suelo moderadamente acido y fuertemente acido respectivamente.
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Figura 9

pH antes del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de pH antes del experimento ( Los autores, 2021).

Se observa que todas las especies en las diferentes concentraciones se encuentran en un rango
de pH de 6 a 6.85, lo que indica que es un suelo moderadamente &cido a neutro (tabla 17).

Como se aprecia en la concentracion 0 ppm (control) tiene un pH de 6.2 a 6.4, coincidiendo
con el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria del Ecuador quien manifiesta que en

suelos amazonicos el pH entra en un rango de 5.5 a 6.5 (Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias, 2018).
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Figura 10

pH después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de pH finalizado el experimento. ( Los autores, 2021).

Se observa que todas las especies en las diferentes concentraciones se encuentran en un rango
aproximadamente de 5 a 6.1, indicando que es un suelo &cido a moderadamente acido (tabla 17).

Con estos resultados se puede decir que el pH disminuy6 durante todo el ensayo experimental,
volviendo al suelo més acido, en el caso del blanco como menciona (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2008) su descenso se puede atribuir a que luego de
una siembra las plantas absorben mas cationes que iones, acidificando mas el suelo. Las
concentraciones 1000, 5000 y 10000 ppm mantuvieron resultados similares 0 méas bajos a

comparacion de 0 ppm, su disminucion puede ser producto de la liberacién de compuestos de

largas cadenas y/o acidos grasos del contaminante (Zamora y Ramos, 2012).
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4.1.2. Conductividad Eléctrica (¢)

Los resultados de la conductividad eléctricadel suelo del inicio y final del estudio de los 16

trataminetos con sus tres repeticiones se aprecian en el anexo 19, se presenta los maximos,

minimos y media obtenidos.

Tabla 20

Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de

conductividad eléctrica antes y después del ensayo experimental.

. Concent C.E . Desv  Coef. . Desv. Coef.
Especie ppm ANTES Med Min Max Var Est Var DESPUES Med Min Max Var Est Var
maiz 0 45 65
maiz 0 40 43 40 45 6333 2517 0.059 60 63 60 65 6333 2517 0.040
maiz 0 43 63
Frejol 0 47 67
Frejol 0 46 44 39 47 19.000 4.359 0.099 66 64 59 67 19.000 4.359 0.068
Frejol 0 39 59
Sorgo O 43 63
Sorgo 0 37 41 37 43 12.000 3.464 0.084 57 61 57 63 12.000 3.464 0.057
Sorgo O 43 63
Pasto 0 40 60
pasto 0 42 39 35 42 13.000 3.606 0.092 62 59 55 62 13.000 3.606 0.061
Pasto 0 35 55
maiz 1000 46 66
maiz 1000 44 43 40 46 9333 3.055 0.071 64 63 60 66 9333 3.055 0.048
maiz 1000 40 60
Frejol 1000 33 53
Frejol 1000 38 36 33 38 6333 2517 0.071 58 56 53 58 6333 2517 0.045
Frejol 1000 36 56
Sorgo 1000 40 60
Sorgo 1000 39 40 39 42 2333 1.528 0.038 59 60 59 62 2333 1.528 0.025
Sorgo 1000 42 62
Pasto 1000 38 58
pasto 1000 33 37 33 41 16333 4.041 0.108 53 57 53 61 16.333 4.041 0.070
Pasto 1000 41 61

; 48 68
maiz 5000 50 48 51 2333 1528 0.031 70 68 71 2333 1528 0.022
maiz 5000 51 71
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maiz 5000 50 70

Frejol 5000 29 49
Frejol 5000 33 33 29 38 20333 4.509 0.135 53 53 49 58 20333 4.509 0.085
Frejol 5000 38 58
Sorgo 5000 35 55
Sorgo 5000 40 38 35 40 7.000 2.646 0.070 60 58 55 60 7.000 2.646 0.046
Sorgo 5000 39 59
Pasto 5000 39 59
Pasto 5000 44 40 36 44 16333 4.041 0.102 64 60 56 64 16.333 4.041 0.068
Pasto 5000 36 56
maiz 10000 102 122
maiz 10000 113 103 95 113 82.333 9.074 0.088 123 117 105 123 102.333 10.116 0.087
maiz 10000 95 105
Frejol 10000 46 66
Frejol 10000 44 43 39 46 13.000 3.606 0.084 64 63 59 66 13.000 3.606 0.057
Frejol 10000 39 59
Sorgo 10000 65 85
Sorgo 10000 56 63 56 69 44333 6.658 0.105 76 83 76 89 44333 6.658 0.080
Sorgo 10000 69 89
Pasto 10000 53 73
Pasto 10000 58 54 52 58 10.333 3.215 0.059 78 74 72 78 10333 3.215 0.043
Pasto 10000 52 72

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).

Como se muestra en la tabla 20 al inicio del experimento la conductividad eléctrica max es 113
pS/cm perteneciente a Zea mays en una concentracion de 10000ppm y una conductividad min
de 29 puS/cm en Phaseolus vulgaris a 5000 ppm, al termino de la investigacion se present6 una
conductividad max de 123 pS/cm de Zea mays en 10000 ppm y un min de 49 uS/cm en Phaseolus

vulgaris a 5000 ppm.
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Figura 11

Conductividad eléctrica antes del ensayo experimental.
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Nota. Medicién de conductividad eléctrica (uS/cm) al inicio del experimento. (Los autores,
2021).

En la fig. 11 se observa que el testigo (Oppm) presenta una conductividad menor con un
rango de 30 a 50 uS/cm, comparando con los resultados de (Martinez y Lopez, 2011) quienes
en su T control obtuvieron 55 a 65 uS/cm, siendo mayor a lo obtenido en este ensayo
experimental, esto se podria atribuir a la textura de suelo ya que presentaban un tipo arcilloso,
teniendo este un mayor intercambio catiénico que un suelo franco arcilloso como el de este
estudio.

A medida que la concentracion (1000,5000,10000 ppm) sube se presenta un incremento
en los valores de conductividad, (Martinez y Lopez, 2011) presentd la misma tendencia
respecto al blanco, debiéndose a que un crudo no refinado posee cierto nivel sales y esto

permite un ligero intercambio cationico.
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Figura 12

Conductividad eléctrica después del ensayo experimental.
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Nota. Medicién de conductividad eléctrica (uS/cm) al final del experimento. ( Los autores,
2021).

Comparando con la medicion realizada al inicio de la investigacion la conductividad eléctrica
aumento en todas las especies y concentraciones. Alba, (2011) menciona que al agregar algln tipo
de fertilizante que tenga concentraciones altas en sales como Na, K, Mg, entre otros aportan
directamente sales solubles en un suelo sin contaminante, en cambio en las concentraciones con
hidrocarburo (1000,5000,10000ppm) romper agregados que liberan cationes y por ende hace que
aumente la conductividad.

4.1.3. Humedad
Los valores de humedad al inicio y final del estudio de los 16 trataminetos con sus tres

repeticiones se aprecian en el anexo 20, se presenta los maximos, minimos y media obtenidos.

69



Tabla 21
Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de humedad

antes y despues del ensayo experimental.

Especie C(;npc;nt H:nmt::_ Med Min Max Var DEesstv C\(/)ae:. :::;i:; Med Min Max Var DEistv C\(;:rf.
maiz 0 21 18
maiz 0 21 21.00 21 21 0.000 0.000 0.000 19 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
maiz 0 21 20
Frejol 0 20.5 19
Frejol 0 21 20.50 20 21 0.250 0.500 0.024 20 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Frejol 0 20 18
Sorgo 0 19 18
Sorgo 0 20 2000 19 21 1.000 1.000 0.050 19 1833 18 19 0.333 0.577 0.031
Sorgo 0 21 18
Pasto 0 19 18
Pasto 0 20 20.00 19 21 1.000 1.000 0.050 19 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Pasto 0 21 20
maiz 1000 19 18
maiz 1000 19 1933 19 20 0.333 0.577 0.030 18 1833 18 19 0.333 0.577 0.031
maiz 1000 20 19
Frejol 1000 18.5 19
Frejol 1000 19 18.83 19 19 0.083 0.289 0.015 18 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Frejol 1000 19 20
Sorgo 1000 20 18
Sorgo 1000 19 1933 19 20 0.333 0.577 0.030 18 17.83 18 18 0.083 0.289 0.016
Sorgo 1000 19 17.5
Pasto 1000 18.5 20
Pasto 1000 20 19.17 19 20 0.583 0.764 0.040 19 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Pasto 1000 19 18
maiz 5000 19 18
maiz 5000 19 1933 19 20 0.333 0.577 0.030 18 18.00 18 18 0.000 0.000 0.000
maiz 5000 20 18
Frejol 5000 19 19
Frejol 5000 19 19.00 19 19 0.000 0.000 0.000 18 18.33 18 19 0.333 0.577 0.031
Frejol 5000 19 18
Sorgo 5000 20 19
Sorgo 5000 20 20.00 20 20 0.000 0.000 0.000 18 18.67 18 19 0.333 0.577 0.031
Sorgo 5000 20 19
Pasto 5000 19 18

19.67 19 20 0.333 0.577 0.029 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Pasto 5000 20 19
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Pasto 5000 20 20

maiz 10000 20 18
maiz 10000 20 19.67 19 20 0.333 0.577 0.029 18 18.00 18 18 0.000 0.000 0.000
maiz 10000 19 18
Frejol 10000 20 19
Frejol 10000 20 19.67 19 20 0.333 0.577 0.029 18 18.33 18 19 0.333 0.577 0.031
Frejol 10000 19 18
Sorgo 10000 19 18
Sorgo 10000 20 19.33 19 20 0.333 0.577 0.030 18 18.33 18 19 0.333 0.577 0.031
Sorgo 10000 19 19
Pasto 10000 19 20
Pasto 10000 19 19.33 19 20 0.333 0.577 0.030 19 19.00 18 20 1.000 1.000 0.053
Pasto 10000 20 18

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).

Como se demuestra en la tabla 21 al inicio del experimento la media mas alta de humedad fue
21%, perteneciente a Zea mays en Oppm ( testigo), al termino de la investigacién la media méas

alta fue 19% en Zea mays Phaseolus vulgaris y Panicum méaximum jacq en Oppm ( testigo).

Figura 13

Humedad antes del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de la humedad en % al inicio del experimento. ( Los autores, 2021).
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Se conoce que la humedad de un suelo esta relacionada con la textura del mismo (Morales y
Serrano, 2019). Como se observa en la figura 13 el testigo Oppm tiene un rango de 19 a 21 % de
humedad, lo que coincide con (Frias y Angella, 2016) quienes mencionan que un suelo franco-
arcilloso va a poseer una humedad de 18 a 23 % .

Las concentraciones 1000, 5000 y 10000 ppm, presentan valores mas bajos de humedad a
comparacion de 0 ppm, (Catellanos y Isaza, 2015) menciona que el contaminante hace un efecto

impermeabilizante en las particulas de un suelo.

Figura 14

Humedad después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de la humedad en (%) finalizado el experimento. ( Los autores, 2021).

Al comparar estos resultados con los de la fig. 13 los valores de Oppm se mantuvieron parecidos
con un ligero descenso, por otro lado, se aprecia significativamente la reduccion de % de humedad
en el resto de las concentraciones. Como dijo (Catellanos y Isaza, 2015) esto se debe por un efecto
impermeabilizante ya que un hidrocarburo afecta a las particulas del suelo con caracteristicas poco
polares de sus moléculas, también (Schwille, 2009) indica que los TPH siendo fluidos acuosos

pueden quedar atrapados por las arcillas y ocupar el lugar en zonas insaturadas donde se deberia
encontrar el agua.

72



4.1.4. Carbono Organico Total (CO).

Se presentan los resultados de carbono organico al inicio y final del estudio de los 16

tratamientos con sus tres repeticiones se aprecian en el anexo 21, se presenta los maximos,

minimos y media obtenidos.

Tabla 22

Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de carbono

organico antes y después del ensayo experimental.

Especie C(:::;nt Acnc:;s Med Min Max Var D:::' C\;):rf. deigt:és Med Min Max Var D::tv. C\c/:::.
maiz 0 2.2 1.86
maiz 0 2.16 216 2.12 2.20 0.002 0.040 0.019 191 1.87 1.83 191 0.002 0.040 0.022
maiz 0 2.12 1.83
Frejol 0 2.24 1.81
Frejol 0 236 2.29 2.24 2.36 0.004 0.064 0.028 1.88 1.85 1.81 1.88 0.001 0.035 0.019
Frejol 0 2.26 1.85
Sorgo O 2.14 1.89
Sorgo O 228 221 214 2.28 0.005 0.070 0.032 1.93 1.88 1.81 1.93 0.004 0.061 0.033
Sorgo O 2.21 1.81
Pasto O 2.14 1.85
Pasto 0 225 220 2.14 2.25 0.003 0.057 0.026 1.91 1.88 185 1.91 0.001 0.030 0.016
Pasto O 2.22 1.88
maiz 1000 2.64 2.12
maiz 1000 276 2.69 2.64 2.76 0.004 0.061 0.023 2.06 207 202 212 0.003 0.050 0.024
maiz 1000 2.68 2.02
Frejol 1000 2.51 2.04
Frejol 1000 243 250 243 255 0.004 0.061 0.024 2.06 205 204 206 0.000 0.012 0.006
Frejol 1000 2.55 2.06
Sorgo 1000 2.75 2.04
Sorgo 1000 249 256 243 2.75 0.029 0.170 0.067 2.08 204 201 2.08 0.001 0.035 0.017
Sorgo 1000 2.43 2.01
Pasto 1000 2.26 2.04
Pasto 1000 256 255 226 2.83 0.081 0.285 0.112 2.05 204 202 2.05 0.000 0.015 0.008
Pasto 1000 2.83 2.02
maiz 5000 3.12 2.34

3.22 3.12 3.29 0.008 0.089 0.028 236 234 238 0.000 0.020 0.008
maiz 5000 3.25 2.36
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maiz 5000 3.29 2.38
Frejol 5000 3.22 241
Frejol 5000 3.11 3.15 3.11 3.22 0.003 0.059 0.019 243 240 235 243 0.002 0.042 0.017

Frejol 5000 3.13 2.35
Sorgo 5000 3.21 2.35
Sorgo 5000 3.19 3.14 3.01 3.21 0.012 0.110 0.035 2.39 239 235 243 0.002 0.040 0.017
Sorgo 5000 3.01 243
Pasto 5000 3.15 2.46
Pasto 5000 3.18 3.14 3.09 3.18 0.002 0.046 0.015 2.46 248 246 253 0.002 0.040 0.016
Pasto 5000 3.09 2.53
maiz 10000 3.32 3

maiz 10000 3.45 3.38 3.32 345 0.004 0.067 0.020 2.95 295 289 3.00 0.003 0.055 0.019
maiz 10000 3.36 2.89
Frejol 10000 3.43 3.02
Frejol 10000 3.41 346 3.41 3.55 0.006 0.076 0.022 3.01 3.02 3.01 3.03 0.000 0.010 0.003

Frejol 10000 3.55 3.03
Sorgo 10000 3.38 2.95
Sorgo 10000 336 3.36 3.35 3.38 0.000 0.015 0.005 2.93 296 293 3.01 0.002 0.042 0.014
Sorgo 10000 3.35 3.01
Pasto 10000 3.53 3.05

Pasto 10000 349 351 349 353 0.000 0.020 0.006 3.08 3.07 3.05 3.09 0.000 0.021 0.007
Pasto 10000 3.51 3.09

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).

La media mas alta al inicio de la investigacion fue de 3.46 %, siendo esta de la concentracion
10000 ppm y con 2.16% siendo la media mas baja perteneciente al testigo. Al finalizar el ensayo
experimental se presentd un méaximo de 3.09% en 10000 ppm y un minimo 1.85 % en la
concentracion testigo. Infiriendo que el suelo al entrar en contacto con el hidrocarburo aumenté su

concentracion de CO.
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Figura 15

Carbono orgéanico antes del ensayo experimental.
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Nota.Medicion de carbono organico total en (%) al inicio del experimento. (Los autores, 2021).

En la fig.15 el rango en el que se encuentra el carbono organico total va de 2 a 3.6.
Concordando con (Hontoria y Rodriguez, 2004) que exponen que el CO depende de su uso, por
tal razon la media para un suelo agricola ubicado dentro de un bosque o humedal es de 3.9, por lo
que los resultados de este estudio estarian dentro de ese valor.

El incremento de % de CO en los suelos que contienen el crudo, (Sangabriel et al., 2006)
argumenta que se debe a la reaccién de microorganismos ante el contaminante y su capacidad de

poder aplicarlo como una fuente de carbono y de energia.
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Figura 16

Carbono Organico después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de carbono organico total en (%) finalizado el experimento. (Los autores,
2021).

A comparacion de la primera medicion, la fig. 15 denota como el porcentaje de CO ha
disminuido en todas las concentraciones (Etcheverria y Barahona, 2018) dice que este evento
puede deberse a la descomposicién de microorganismos y/o erosion del suelo, ya que durante dicha
descomposicion el CO se libera como CO2 y sin un ingreso continuo de MO la cantidad
almacenada disminuira con el tiempo.

Se reiterd la subida de CO en las concentraciones 1000, 5000 y 10000 a comparacion de Oppm
puede darse a que se ha desarrollado mayor poblacion microbiana con una diversidad fenotipica
de bacterias degradadoras y no degradadoras en presencia de hidrocarburos de petréleo, siendo

estas que han utilizado dicho CO como fuente de carbono y energia (Sangabriel et al., 2006).
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4.1.5. Nitrogeno (N).

Los valores de nitrogeno al inicio y final del estudio de los 16 trataminetos con sus tres

repeticiones se aprecian en el anexo 22, se presenta los maximos, minimos y media obtenidos.

Tabla 23
Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de
nitrégeno antes y después del ensayo experimental.
Especie Copr:)c;nt Anltes Med Min Max Var DEistv C\c;::. des':ués Med Min Max Var DEiiv c\(;::'
maiz 0 0.26 0.16
maiz 0 0.26  0.26 0.25 0.26 0.000 0.006 0.022 0.22 0.19 0.16 0.22 0.001 0.030 0.158
maiz 0 0.25 0.19
Frejol 0 0.24 0.18
Frejol 0 0.23  0.23 0.23 0.24 0.000 0.006 0.025 0.21 0.20 0.18 0.21 0.000 0.015 0.078
Frejol 0 0.23 0.2
Sorgo O 0.26 0.21
Sorgo 0 0.24 025 0.24 0.26 0.000 0.012 0.046 0.19 0.19 0.17 0.21 0.000 0.020 0.105
Sorgo 0 0.26 0.17
Pasto O 0.26 0.21
Pasto 0 0.27 027 026 0.27 0.000 0.006 0.022 0.2 0.1 0.20 0.22 0.000 0.010 0.048
Pasto O 0.27 0.22
maiz 1000 021 0.17
maiz 1000 02 0.20 0.20 0.21 0.000 0.006 0.028 0.17 0.17 0.17 0.18 0.000 0.006 0.033
maiz 1000  0-2 0.18
Frejol 1000 021 0.2
Frejol 1000 022 021 021 0.22 0.000 0.006 0.027 0.9 0.8 0.15 0.20 0.001 0.026 0.147
Frejol 1000 021 0.15
Sorgo 1000 021 0.16
Sorgo 1000  0:2 0.21 0.20 0.21 0.000 0.006 0.028 0.18 0.17 0.16 0.18 0.000 0.012 0.067
Sorgo 1000  0.21 0.18
Pasto 1000  0.22 0.19
pasto 1000 021 021 0.21 022 0.000 0.006 0.027 0.18 0.19 0.18 0.19 0.000 0.006 0.031
Pasto 1000  0.21 0.19
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0.006

0.006

0.010

0.000

0.029

0.028

0.029

0.027

0.017

0.016

0.029

0.000

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).

Como se aprecia en la tabla 23 al inicio del estudio la media mas alta se presenta en la

concentracion 0 ppm con 0.27% y al finalizar el ensayo experimental se presenta la media mas alta

en 10000 ppm con 0.38%, lo que sugiere que el porcentaje de nitrogeno aumento durante el

estudio.
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Figura 17

Nitrogeno antes del ensayo experimental.

Nitrogeno Antes del Experimento
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Frejol
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—— —

-
Pasto Sorgo

0.225- i — ﬁ.

Frejol Maiz Pasto Sorgo Frejo
Especie

Nota. Medicion de nitrogeno en (%) al inicio del experimento. ( Los autores, 2021).

La figura indica que el rango de nitrégeno expresado en % va de 0.18 a 0.27. Se observa que el
blanco (Oppm) es el que posee una mayor cantidad de N con relacién a las demas concentraciones.
Este evento también les sucedié a (Martiinez y Pérez, 2011) donde su T control fue superior
(0.52%) con respecto a las concentraciones con hidrocarburos (0.36%), segun (Vifias, 2005) puede
darse por la absorcion del hidrocarburo de micro y macronutrientes.

Figura 18

Nitrogeno después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de nitrogeno en (%) al finalizar el experimento. ( Los autores, 2021).
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Se observa en la fig.18 que las concentraciones 0 y 1000 mg/kg bajaron sus niveles de
nitrégeno, pudiendo suceder esto debido a la lixiviacion de nitratos y amonio del suelo
mostrandose una desnitrificacion (lturbe y Flores, 2001), en cambio 5000 y 10000 ppm
incrementaron sus valores comparando a la medicion realizada al inicio del ensayo experimental.
Segun (Fernandez M. , 2020) sucediendo esto por ciertos microorganismos que facilitan de forma
directa o indirecta la disponibilidad de nutrientes como N (fijadoras de nitrdgeno), P y agua.

Cabe mencionar que el incremento de nitrégeno en ciertas concentraciones también puede darse
por las especies vegetales empleadas, ya que las leguminosas tienen la capacidad de introducir
nitrégeno atmosférico a la fuente contaminada y asi estimular una mayor actividad microbiana, en
cambio las gramineas pueden desarrollar sistemas radicales mas profundos y por ende ayudar a la
captacién de nitrégeno atmosférico a traves de procesos simbidticos (Sangabriel et al., 2006).

4.1.6. Fosforo (P).

Los valores de fosforo al inicio y final del estudio de los 16 trataminetos con sus tres
repeticiones se aprecian en el anexo 23, se presenta los maximos, minimos y media obtenidos.

Tabla 24

Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de fosforo

antes y después del ensayo experimental.

Especie C(:)npc:‘nt An':.es Med Min Max Var DEess;v C\c;::. des:ués Med Min Max Var DEiiv C\c/)ae:.
maiz 0 0.19 2.17
maiz 0 0.2 0.19 0.19 0.20 0.000 0.006 0.030 2.18 2.18 2.17 2.18 0.000 0.006 0.003
maiz 0 0.19 2.18
Frejol 0 0.2 2.16
Frejol 0 0.19 0.19 0.19 0.20 0.000 0.006 0.030 2.19 2.17 2.16 2.19 0.000 0.015 0.007
Frejol 0 0.19 2.17
Sorgo 0 0.18 2.16
Sorgo 0 0.18 0.18 0.18 0.19 0.000 0.006 0.031 2.18 2.17 2.16 2.18 0.000 0.012 0.005
Sorgo 0 0.19 2.16
Pasto 0 0.2 0.20 0.20 0.20 0.000 0.000 0.000 2.19 2.19 2.18 2.19 0.000 0.006 0.003
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Pasto 0 0.2 2.18

Pasto 0 0.2 2.19
maiz 1000 0.13 1.63
maiz 1000 0.13 0.13 0.13 0.13 0.000 0.000 0.000 1.65 1.65 1.63 1.66 0.00 0.015 0.009
maiz 1000 0.13 1.66
Frejol 1000 0.14 1.66
Frejol 1000 0.13 0.14 0.13 0.14 0.000 0.006 0.042 168 1.66 1.65 1.7 0.00 0.015 0.009
Frejol 1000 0.14 1.65
Sorgo 1000 0.13 1.67
Sorgo 1000 0.13 0.13 0.12 0.13 0.000 0.006 0.046 1.66 1.66 1.65 1.67 0.000 0.010 0.006
Sorgo 1000 0.12 1.65
Pasto 1000 0.15 1.67
Pasto 1000 0.13 0.14 0.13 0.15 0.000 0.012 0.084 1.65 1.66 1.65 1.67 0.000 0.010 0.006
Pasto 1000 0.13 1.66
maiz 5000 0.01 1.24
maiz 5000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.26 1.25 1.24 1.26 0.000 0.010 0.008
maiz 5000 0.01 1.25
Frejol 5000 0.01 1.25
Frejol 5000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.28 1.26 1.25 1.28 0.000 0.015 0.012
Frejol 5000 0.01 1.26
Sorgo 5000 0.01 1.25
Sorgo 5000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.24 1.25 1.24 1.27 0.000 0.015 0.012
Sorgo 5000 0.01 1.27
Pasto 5000 0.01 1.29
Pasto 5000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.28 1.28 1.26 1.29 0.000 0.015 0.012
Pasto 5000 0.01 1.26
maiz 10000 0.01 1.26
maiz 10000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.24 1.24 1.23 1.26 0.000 0.015 0.012
maiz 10000 0.01 1.23
Frejol 10000 0.01 1.25
Frejol 10000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.26 1.26 1.25 1.27 0.000 0.010 0.008
Frejol 10000 0.01 1.27
Sorgo 10000 0.01 1.26
Sorgo 10000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.24 1.25 1.24 1.26 0.000 0.012 0.009
Sorgo 10000 0.01 1.24
Pasto 10000 0.01 1.27
Pasto 10000 0.01 0.01 0.01 0.01 0.000 0.000 0.000 1.27 1.27 1.27 1.27 0.000 0.000 0.000
Pasto 10000 0.01 1.27

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con 3 repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).
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En la tabla 24 cabe mencionar que los valores de media, minimo y maximos a partir de la
concentracion 5000 ppm en todas las especies es de 0.01 ppm, esto sucede al inicio del estudio; la
media mas alta se presento en la concentracion 0 con un valor de 0.20 ppm. Al término del ensayo
experimental los valores de todas las especies y concentraciones se incrementaron a gran medida,
en donde la media mas alta se presento en el testigo con un valor de 2.19 ppm.

Figura 19

Fosforo antes del ensayo experimental.
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0.20- == S -—
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Frejol

10000 ppm 5000 ppm Maiz
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Pasto
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Sorgo

- - - -t - .

asto Sorgo Frejol Maiz
Especie

Nota. Medicion de fosforo en (ppm) al inicio del experimento. ( Los autores, 2021).

De esta figura se denota que las concentraciones 0 y 1000 ppm tienen valores superiores de P
con respecto a 5000 y 10000 ppm. El rango en el que se encuentra este parametro es de 0.01a 0.2
ppm, pudiendo observar un bajo nivel de fosforo en el suelo. (Fernandez M. , 2020) manifiesta
que la mayoria de los suelos tienen un déficit de P y una de las causas es el nivel de pH, ya que
mientras mas neutro (6-7) o alcalino la solubilidad de este nutriente menora ya que reacciona con
el calcio y por ende forma compuestos insolubles como el fosfato de calcio (INTAGRI, 2017).

En las concentraciones 5000 y 10000 se aprecia un nivel de P de 0.01, esto puede deberse al
contacto con grandes cantidades de carbono que poseen los hidrocarburos, perturbando de esta

manera el balance natural de nutrientes como N y P (Martiinez y Pérez, 2011).
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Figura 20

Fosforo después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de fosforo en (ppm) al finalizar el experimento ( Los autores, 2021).

Al comparar estos resultados con los de la primera medicion se puede decir que los valores de
P incrementaron a gran medida en todas las concentraciones. Como mencionaba (Fernandez M. ,
2020) existen ciertos microorganismos que favorecen de forma directa o indirecta la disponibilidad
de nutrientes tales como N, P (fijadoras de fésforo), y agua.

Ademas de la actividad microbiana natural para el incremento de P, se empleé fertilizantes
durante el ensayo experimental para suplir las necesidades nutricionales de cada especie vegetal
estudiada, siendo esto un factor importante para el incremento de fésforo en el suelo.

4.1.7. Potasio ( K).
Los valores de potasio al inicio y final del estudio de los 16 trataminetos con sus tres

repeticiones se aprecian en el anexo 24, se presenta los maximos, minimos y media obtenidos.
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Tabla 25
Maximos, minimos, media, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion de potasio

antes y despues del ensayo experimental.

Especi Concen K Me . Ma Desv Coef. K . Me . Ma Desv Coef.
Ante Min Var Despué Min Var .
e tppm d X Est Var d X Var
S s Est
maiz 0 0.23 0.2 0.2 0.00 0.00 0.00 017 0.1 01 0.00 0.01 o0.10
maiz 0 0.23 0.23 3 3 0 0 0 0.14 0.15 4 7 0 5 0
maiz 0 0.23 0.15
Frejol 0 024 0.2 0.2 0.00 0.00 0.02 016 0.1 01 0.00 0.01 0.06
Frejol 0 0.23 0.23 3 4 0 6 5 0.14 0.15 4 6 0 0 7
Frejol 0 0.23 0.15
sorgo 0 0.2 0.2 0.2 0.00 0.00 0.02 017 0.1 01 0.00 0.01 0.07
Sorgo O 0.22 0.22 ) 3 0 6 6 0.15 0.16 5 7 0 5 1
Sorgo O 0.23 0.17
Pasto 0 0.23 0.2 0.2 0.00 0.00 0.02 01> 0.1 01 0.00 0.00 0.03
Pasto 0 0.23 0.23 3 4 0 6 5 0.15 0.15 5 6 0 6 8
Pasto O 0.24 0.16
maiz 1000 0-25 0.2 0.2 0.00 0.00 0.02 018 0.1 01 0.00 0.01 0.08
maiz 1000 0.24 0.24 4 5 0 6 4 0.19 0.18 6 9 0 5 6
maiz 1000 0.24 0.16
Frejol 1000 0.25 0.2 0.2 0.00 0.00 o0.00 015 0.1 01 0.00 0.01 0.08
Frejol 1000 0.25 0.25 5 5 0 0 0 0.18 0.18 6 9 0 5 6
Frejol 1000 0.25 0.16
sorgo 1000 0.23 0.2 0.2 0.00 0.01 0.04 016 0.1 01 0.00 0.01 0.05
Sorgo 1000 0.25 0.24 3 5 0 0 ) 0.18 0.17 6 3 0 0 9
Sorgo 1000 0.24 0.17
Pasto 1000 0-25 0.2 0.2 0.00 0.00 0.00 018 0.1 01 0.00 0.00 0.03
Pasto 1000 0.25 0.25 5 5 0 0 0 0.18 0.18 - 3 0 6 3
Pasto 1000 0.25 0.17
mafz >000 0-25 0.2 0.2 0.00 0.00 o0.00 015 0.1 0.2 0.00 0.01 0.05
maiz 5000 0.25 0.25 5 5 0 0 0 0.2 0.20 9 1 0 0 0
maiz 5000 0.25 0.21
Frejol 5000 0-25 0.2 0.2 0.00 0.00 0.02 02 0.1 0.2 0.00 0.00 0.02
Frejol 5000 0.26 0.25 5 6 0 6 3 0.19 0.20 9 0 0 " 9
Frejol 5000 0.25 0.2
Sorgo 5000 0.25 0.18
0.24 0.2 0.2 0.00 0.01 0.04 02 018 0.1 0.2 0.00 0.01 0.08

Sorgo 5000 0.23 . 3 5 0 ) 7 . . - 0 0 5 3
Sorgo 5000 0.25 0.17
Pasto 5000 0.25 0.2 0.2 0.00 0.00 0.00 02 0.1 0.2 0.00 0.00 0.02
Pasto 5000 0.25 0.25 5 5 0 0 0 0.19 0.20 9 0 0 6 9
Pasto 5000 0.25 0.2
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maiz

maiz

maiz

Frejol
Frejol
Frejol
Sorgo
Sorgo
Sorgo
Pasto
Pasto
Pasto

10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000
10000

0.26
0.25 0.25 (5)'2
0.25
0.26 02
0.26 0.26 6'
0.26
0.25
0.26 0.26 (5)'2
0.26
0.26
0.26 0.26 2'2
0.26

0.00

0.00

0.00

0.00
0

0.00

0.00

0.00

0.00
0

0.02

0.00

0.02

0.00
0

0.21
0.19
0.23
0.21
0.2

0.18
0.23
0.19
0.21
0.23
0.19
0.23

0.00

0.00

0.00

0.00
1

0.02

0.01

0.02

0.02
3

0.09

0.07

0.09

0.10
7

Nota. Valores maximos, minimos y media obtenidos de los 16 tratamiento con tres repeticiones

respectivamente. (Los autores,2021).

Al inicio del experimento la media mas alta es de 0.26 meq/100g presentandose el mismo

valor en la concentracion 10000 ppm, de todas las especies vegetales, por el contrario al termino

de la investigacion la media mas alta es de 0.22 meg/100g en 10000 ppm en la especie Panicum

maximum jacq, sugiriendo que hubo un descenso durante el ensayo experimental en los valores de

potasio.

Figura 21

Potasio antes del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de potasio en (meqg/100g) al inicio del experimento. (Los autores, 2021).
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Como se demuestra en la fig.21 las mediciones de potasio tienen una relacion directamente
proporcional a las concentraciones, es decir que a mayor valor de P mayor es la concentracion.
Este parametro se encuentra dentro de un rango de 0.22 a 0.26. Esto concuerda con (Barcenas y
Yanez, 2012) que obtuvo una media de 0.25 meq/100g para el K.

Este incremento de potasio en las concentraciones pueden darse por la fijacion del mismo
debido a factores como la humedad y el pH, (INTAGRI, 2017) en el primero se explica que a
medida que se presenta un bajo % de humedad la fijacion aumenta y en este caso se tiene un %
menor al comparado con el del testigo por lo que se cumpliria esta afirmacidn, con respecto al pH
a medida que este incremente también lo hace la fijacion de potasio, en el estudio se presentan
valores de pH similares 0 mayores al del testigo, sugiriendo también una afirmacién de este factor.

Figura 22

Potasio después del ensayo experimental.
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Nota. Medicion de potasio en (meqg/100g) al finalizar el experimento. ( Los autores, 2021).
Al comparar los resultados de las mediciones de potasio con la figura 21 se pude decir que hay
un descenso en los valores al finalizar el ensayo experimental, (Hernandez y Barbazan,

2010)manifiesta que este macronutriente menora en regiones hiumedas por el lavado del mismo,
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es decir la acumulacién de agua y por ende lixiviados. De igual manera existe la misma relacion
directamente proporcional entre las concentraciones y las mediciones de K. El rango en que se
encuentran los valores de esta figura va de 0.14 a 0.23 (meq/100g).
4.2. Anélisis Microbioldgicos.
Se presentan los resultados del analisis microbioldgicos que se realizd en el ensayo
experimental.
4.2.1. Tincion Gram

Tabla 26

Resultados de Tincién Gram

. Resultados tincion
Cepas aisladas

Gram
Cepal +
Cepa 2 -
Cepa 3 -
Cepa 4 +
Cepa 5 -

Nota. Resultados del analisis microscopico de tincion Gram. (Los autores, 2021).
Se describe en la tabla 26 los resultados de la tincion Gram de las cinco cepas aisladas que
presentaron potencial para degradar hidrocarburos.
4.2.2. Pruebas Bioguimicas
Se presentan los resultados de las cepas que presentaron un potencial de remocion de

hidrocarburo:
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Figura 23

Resultados pruebas bioquimicas.

Cepa aislada

Pruebas bioquimicas

Catalasa

Lactosa Ureasa

Citrato

Identificacion

Observacién

Cepal

Tentativamente
Streptomyces

Cepa con potencial
degradador de
hidrocarburo con
capacidad de
crecimiento en suelo
con Diésel
{Cando,2011).

Cepa 2

Tentativamente
Clostridium

Cepa con potencial
degradador de
hidrocarburo
(Rodriguez, 2013).

Cepa 3

Tentativamente
Enterobacter

Cepa con potencial
degradador de
hidrocarburo de

rapido crecimiento

(Reyes & Casanova,

2018).

Cepa 4

Tentativamente
Bacillus

Cepa con potencial
degradador de
hidrocarburo (Reyes
& Casanova, 2018).

Cepa 5

Tentativamente
Citrobacter

Cepa con potencial
crecimiento sobre el
crudo, viable para
una remediacion de
hidrocarburos(Escala
nte, 2007).

Nota. ( Los autores, 2021).

Se presentan los resultados de las pruebas bioguimicas, para conocer que tipos de

microorganismos formaban parte de la microbiota del suelo y si alguna de ellas era conocida por

su potencial de degradacién de hidrocarburo, como se puede observar en la figura 23 se detect6

presencia de bacterias degradadoras.

88




(Reyes y Casanova, 2018) mencionan que Bacillus sp y Enterobacter sp son cepas degradadoras
de hidrocarburo de rapido crecimiento, las mismas que al entrar en contacto con el contaminante
aumentan su actividad microbiana logrando remover naturalmente un 0.17% de crudo, son muy
utilizadas para inyectar artificialmente en suelos con alta concentracion de hidrocarburos.

De igual manera (Rodriguez, 2013) indica que encontrd un 20.6% de Bacillus y Clostridium
en la microbiota del suelo antes de iniciar su investigacion. (Escalante, 2007) manifiesta que
Citrobacter freundii presentd un 100% de crecimiento sobre el crudo por lo que es viable para
una remediacion de hidrocarburos.

Se puede interpretar los resultados de la figura 23 en base a los autores mencionados que se
present0d bacterias que son aptas para la degradacion de hidrocarburos y que pudieron a ver

contribuido en la degradacion de los mismos,

4.2.3. UFC.
Se realizé el conteo de las UFC al inicio y al término del ensayo experimental (anexo 25), con
la finalidad de presenciar cambios segun la concentracion y especies analizadas, asi como la
relacion planta-raiz-microorganismo que se pudo dar.

A continuacion, se presentan los resultados:
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Figura 24

UFC, inicio y final del ensayo experimental.
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Nota. Representacion grafica de las UFC/g al inicio y al término del experimento. (Los autores,

2021).

Los valores obtenidos del conteo de la UFC/g se encuentran en el anexo 25. Como se aprecia

en la figura 24 de manera notables las diferencias en el conteo de UFC/g tanto al inicio como al

final del ensayo experimental, pudiendo destacar que las especies con mayor comunidad

microbiana al término del estudio son Panicum maximum jacq y Phaseolus vulgaris. Coincidiendo

estos resultados con los de la biomasa radicular presentadas en la fig.64, existiendo una relacion

planta- raiz -microorganismos.

Se conoce que la actividad microbiana, esta estrechamente ligada con el comportamiento de la

rizosfera de la planta (raiz), ya que la interaccion raiz-microorganismo contribuye a la remocion,

reduccién, estabilizacion o degradacion de un contaminante (Sangabriel et al., 2006) por ende se
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aprecia un aumento en las UFC al finalizar el estudio. (Davis y Catro, 2002) menciona que el
efecto directo que tienen las raices al aumento de microorganismos es la secrecion de exudados
que van a contribuir en la proliferacion de los mismos, clave para la degradacion y desintoxicacion
de contaminantes, los microorganismos son comunmente estimulados cuando entran en contacto
con hidrocarburos de petréleo (Carrasco, 2017).
4.3. Analisis estadisticos.
4.3.1. Analisis de variables vs TPH.

Los promedios de todas las variables estudiadas de los 120 dias de duracion del estudio se

encuentran en el anexo 26.
4.3.1.1.Altura de la planta.
Figura 25

Altura vs TPH a los 15 dias.
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Nota.Medicion de altura en cm a los 15 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021)
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Se aprecia que la altura en los primeros 15 dias al inicio del estudio la especie que sobresale es
Panicum méaximum jacq en la concentracion 10000 ppm, contrariamente a Zea mays, Sorghum

vulgare, Phaseolus vulgaris que alcanza una mayor altura en 0 ppm ( testigo).

Figura 26
Alturavs TPH a los 30 dias.
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Nota.Medicion de altura en cm a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 30 dias la especie con mayor altura es Panicum maximum jacq en la concentracion 10000
ppm, Zea mays sobresale en el testigo, Sorghum vulgare tiene mayor crecimiento en 1000 ppm y

Phaseolus vulgaris se destaca su desarrollo en la concentracién 5000 ppm.

Figura 27
Altura vs TPH a los 45 dias.
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Nota.Medicion de altura en cm a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 45 dias transcurridos desde el inicio del ensayo experimental Panicum maximum jacq y
Phaseolus vulgaris presentan mayor altura en la concentracion 10000 ppm, en cambio en las Zea
Mays y Sorghum vulgare sobresalen en el testigo.

Figura 28

Altura vs TPH a los 60 dias.
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Nota. Medicion de altura en cm a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Como se observa a los 60 dias de crecimiento de las especies vegetales Panicum maximum jacq
sigue alcanzando su mayor altura en la concentracion 10000 ppm, por otra parte, Phaseolus
vulgaris y Zea Mays sobresalen en el testigo y Sorghum vulgare tiene mejor desarrollo en 1000

ppm, sin embargo, a comparacion de las otras especies, es la planta que tiene menor crecimiento.
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Figura 29

Altura vs TPH alos 75 dias.
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Nota. Medicion de altura en cm a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 75 dias de haber iniciado el estudio se puede apreciar significativamente que en todas las
concentraciones existe una reduccion de TPH, observando a su vez que dicha degradacion es
diferente segln la especie vegetal.

La especie con mayor altura es Panicum maximum jacg en 10000 ppm, seguido de Zea Mays y
Sorghum vulgare en el testigo, mientras que Phaseolus vulgaris incrementé su altura en la

concentracion 5000 ppm.
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Figura 30

Altura vs TPH a los 90 dias.
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Nota. Medicion de altura en cm a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
A los 90 dias se aprecia el incremento de la especie Panicum maximum jacq y Sorghum vulgare
en la concentracion 10000 ppm, Zea Mays en el testigo, mientras que Phaseolus vulgaris se

mantiene su mayor altura en 5000 ppm. La especie Sorghum vulgare se mantiene por debajo de

las demas plantas.
Figura 31

Altura vs TPH a los 105 dias.
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Nota. Medicion de altura en cm a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Como se indica en a figura 31 ya se puede observar una notoria diferencia entre las especies
con mayor altura, entre ellas estan Panicum maximum jacq y seguido por Zea Mays, este
comportamiento surge en las tres concentraciones y en el testigo.

Figura 32

Altura vs TPH a los 120 dias.
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Nota. Medicion de altura en cm a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

La Unica especie que continud con su crecimiento fue Panicum méaximum jacq, ya que Zea Mays
no presento incremento en su altura, debido a que como es una planta de ciclo corto ya cumplio
con su desarrollo, sin embargo, fue la segunda mayor especie en alcanzar una mayor altura. Por
otra parte, Sorghum vulgare y Phaseolus vulgaris fueron las especies con menor crecimiento.

En las figuras 25 a 32 contienen las ocho mediciones realizadas durante los cuatro meses de
duracion del experimento. Las figuras representan la relacion de la altura de la planta vs los TPH
(Los autores,2021).

Como se observa en las figuras, las ocho figuras indican que a medida que las especies vegetales
van aumentando su altura, los TPH bajan independientemente de la concentracion

(1000,5000,10000) en la que se encuentran, coincidiendo con lo que dijo (Barcenasy Yéanez, 2012)
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en su articulo pues manifiesta que se encontraron crecimientos similares de las especies en sus
tratamientos mientras existia un descenso en los TPH.

(Nufiez et al., 2004) dicen que en un proceso de fitorremediacion el crecimiento de la planta va
a depender del grado de concentracion en el que se encuentre el contaminante pues no todas toleran
altos niveles, por esta razon se puede afirmar que la especie Panicum maximum jacq se desarroll6
mayormente (altura, cm) a comparacion de las demas sin tener influencia alguna en la cantidad de
concentracion en la que se encontraba, el mismo comportamiento tuvo Phaseolus vulgaris a
diferencia de Zea mays que su crecimiento depende de la concentracion en la que se encuentren.

Figura 33

Analisis de varianza de altura, TPH vs especie.

## Df Sum Sg Mean Sq F value  Pr(:>F)

## especiles 3 31937 18646 76.865 3.87e-06 *%=
## tphss A48 15948 399 2.879 8.8585

## Residuals 3 1168 138

Nota. (Los autores, 2021).

En la figura 33 se observa un resultado p-valor de 0.0585 el cual es mayor a 0.05 lo que quiere
decir que el valor de la diferencia de las medias de TPH no tiene significancia, por lo que no se
puede asegurar que la altura de las especies infiere en la reduccion de TPH. Este resultado coincide
con el de (Castillo y Pérez , 2006) quienes manifiestan que existe plantas como por ejemplo la del
tabaco que se desarrollan en suelos con hidrocarburo, pero no muestran remocion del
contaminante.

Por lo tanto, con un p-valor de 3.07e-06 el cual es menor a 0.05 lo que quiere decir que existe
significancia entre las medias de las especies, deduciendo que el aumento de la altura de la planta

va a depender del tipo de especie vegetal.

97



Figura 34

Altura vs especies.
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Nota. la figura 34 representa la especie que alcanzo la mayor altura dentro del ensayo experimental.

( Los autores, 2021).

Como se aprecia en la grafica la especie que alcanz6 la mayor altura fue Panicum maximum
jacg, seguido por Zea mays, Phaseolus vulgaris y finalmente Sorghum vulgare que tuvo el valor
mas bajo dentro del ensayo experimental.

Concluyendo en base a (Fernandez y Leyter, 2006) los cuales manifiestan que el crecimiento
de una especie vegetal en un suelo contaminado va a acorde al cumplimiento de su ciclo de viday

no necesariamente a la absorcién del contaminante.

4.3.1.2.Diametro de la planta
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Figura 35

Diametro vs TPH a los 15 dias.
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Nota. Medicion de didmetro en cm a los 15 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Dentro de los primeros 15 dias de crecimiento de las especies vegetales Zea mays es la planta
con mayor didmetro a comparacion del resto de especies, esto se da en todas las concentraciones
incluido el testigo.
Figura 36

Diametro vs TPH a los 30 dias.
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Nota. Medicion de diametro en cm a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Se aprecia que a los 30 dias el diametro del tallo de Zea mays tiene una medida de 1 a 1.2 cm
siendo la especie que sobresale y Panicum maximum jacq posee el menor valor a comparacion de
las otras especies, esto se presenta en todas las concentraciones.

Figura 37

Diametro vs TPH a los 45 dias.
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Nota.Medicion de didmetro en cm a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Se observa que Phaseolus vulgaris tuvo mayor crecimiento a comparacion de los dias

anteriores, sin embargo, Zea mays sigue siendo la especie con mayor diametro en su tallo. Este

comportamiento se presenta en todas las concentraciones.
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Figura 38

Diametro vs TPH a los 60 dias.
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Nota.Medicion de diametro en cm a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
La especie Panicum maximum jacq a los 60 dias presenta un incremento, superando a Sorghum
vulgare. Sin presentar cambio Zea mays continla siendo la especie que sobresale a comparacion

de las demas.
Figura 39

Didametro vs TPH a los 75 dias.
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Nota. Medicion de diametro en cm a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Zea mays destaca como la especie con mayor didmetro de su tallo con valores entre 2 a 2.1 cm.
Las especies Phaseolus vulgaris, Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq se mantienen en un
rangode 1a 1.2 cm.

Figura 40

Diametro vs TPH a los 90 dias.
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Nota. Medicion de didmetro en cm a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Transcurrido 90 dias Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq tienen valores similares

de diametro en un rango de 1.3 a 1.7 cm, Sorghum vulgare en todas sus concentraciones posee un

diametro de 1.10 cm y por ende Zea mays sigue siendo la especie que sobresale con 2.3 cm de

didmetro.
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Figura 41
Diametro vs TPH a los 105 dias.
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Nota. Medicion de didmetro en cm a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A loa 105 dias Sorghum vulgare alcanz6 un crecimiento de 1.6 a 1.7 cm siendo la especie con
un diametro mas bajo, Zea mays en todas sus concentraciones presenté valores entre 2.7 a 2.9 cm
y por otro lado Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq se mantienen en un mismo rango de

crecimiento.

Figura 42

Diametro vs TPH a los 120 dias.
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Nota.Medicion de diametro a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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En la dltima medicion de datos se aprecia que Zea mays es la especie que sobresale ante las
demas especies. Sorghum vulgare, Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq se mantiene en
valores parecidos a la fig.41.

De lafigura 35 a la 42 contienen las ocho mediciones realizadas durante los cuatro meses de
duracion del experimento. Las figuras representan la relacion del diametro de la planta vs los TPH
( Los autores,2021).

Las representaciones graficas indican que existe una relacion inversamente proporcional entre
el diametro y los TPH ya que a medida que el diametro aumenta los TPH disminuyen
independientemente de la especie vegetal y la concentracién (1000,5000,10000) en la que se
encuentran. Comportamiento similar menciona (Munive y Figueroa, 2018) en su articulo donde
determinan el crecimiento progresivo del didmetro del tallo mientras existia un descenso del
contaminante, de igual manera (Bernal y Clemente, 2007) manifiestan que el grosor del tallo de
sus especies vegetales crece a medida que disminuye el contaminante.

Figura 43

Analisis de varianza de didmetro, TPH vs especie.

## Df Sum Sg Mean Sgq F value Pr(>F)
## Especie 3 6.77 2.2582 3.891 @.9107 *
## TPHs 1 8.44 ©.4370 @.753 B.3872

## Residuals 123 71.38 @.58e4

Nota. ( Los autores, 2021).

Con un p-valor de 0.3872 (fig.43) el cual es mayor a 0.05 determinando que el valor de la
diferencia entre las medias de TPH no tiene significancia, por lo que no se puede asegurar que el
diametro de las especies infiere en la reduccion de TPH. Coincidiendo con (Perez y Guerra, 2008)
quienes manifiestan que si bien el tallo es una parte de la planta donde se acumula el contaminante

no por eso quiere decir que el grosor del tallo de la especie va a ser mas ancho.
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Se puede inferir que con un p-valor de 0.0107 (fig.43) el cual es menor a 0.05 determinando
que existe significancia entre las medias de las especies, deduciendo que el incremento del

diametro de la planta va a depender del tipo de especie vegetal.

Figura 44

Diametro vs especies
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Nota. la figura representa la especie que alcanz6 el mayor diametro dentro del ensayo experimental
( Los autores, 2021).

Como se aprecia en el grafico Zea mays es la especie que obtuvo un mayo didmetro, seguido
por Panicum méaximum jacq, Phaseolus vulgaris y finalmente Sorghum vulgare. Esta tendencia
aplica para todas las concentraciones. Como se mencioné anteriormente el didmetro depende de
la especie vegetal y segun (Ortigoza et al., 2019) el diametro del tallo del maiz va de 3 a4 cm por

lo que va a ser superior a las otras plantas utilizadas en el ensayo experimental.
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4.3.1.3.Biomasa aérea.

Figura 45

Biomasa aérea vs TPH a los 15 dias.
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Nota.Medicion de biomasa aérea a los 15 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Como se aprecia en la fig. 45 la especie Panicum maximum jacq es la que alcanza la mayor
biomasa aérea a comparacion de las otras plantas estudiadas, sin embargo, en 0 ppm (blanco) la
biomasa de dicha especie es de 12 g/planta a diferencia de las concentraciones 1000,5000 y 1000

ppm que tienen de 6 a 7 g/ planta. Sorghum vulgare es la planta con menor biomasa aérea en

comparacion a las demas especies.

Figura 46
Biomasa aérea vs TPH a los 30 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 30 dias del estudio, se presenta la misma tendencia que en la figura 45 respecto a la
especie Panicum maximum jacg, la misma que va aumentando su biomasa aérea, se observa que

Zea mays es la segunda planta que posee mayor cantidad de biomasa.

Figura 47

Biomasa aérea vs TPH a los 45 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Se indica en la fig. 47 que en la concentracion 5000 ppm Panicum maximum jacg aumenta su
biomasa aérea significativamente a comparacion de las demas concentraciones, la especie
Sorghum vulgare es la que menos biomasa presenta tanto en el testigo como en el suelo

contaminado. Zea mays se mantiene como la segunda planta con mayor biomasa aérea.
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Figura 48

Biomasa aérea vs TPH a los 60 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 60 dias como se aprecia en la figura la concentracion 0 (testigo) presenta mayor cantidad
de biomasa aérea en la especie Panicum maximum jacq a comparacion de 1000, 50000 y 10000
ppm, Sorghum vulgare y Phaseolus vulgaris presentan valores similares. Zea Mays es la segunda
mayor especie con biomasa aérea.

Figura 49

Biomasa aérea vs TPH a los 75 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Al igual que las anteriores graficas Panicum maximum jacq representa la especie con mayor
cantidad de biomasa, cabe mencionar que Zea Mays increment0 hasta mas de 30 g/planta a
comparacion de la fig. 48 que poseia un valor menor a 25g planta.

Figura 50

Biomasa aérea vs TPH a los 90 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Biomasa Aerea (g/planta)

Al transcurso de 90 dias se sigue presentando la misma tendencia con respecto a Panicum
maximum jacq, la misma que sobresale con mayor cantidad de biomasa ante las otras especies

vegetales, mencionando que en el blanco su valor aumenta en una minima diferencia con respecto

a las otras concentraciones.
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Figura 51

Biomasa aérea vs TPH a los 105 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Como se ha observado en las anteriores figuras la especie Sorghum vulgare tuvo una biomasa

aérea relativamente baja dentro de un rango de 10 a 25 g/planta, esto se presenté en todas las

concentraciones a excepcion del testigo que tuvo un incremento minimo, por otra parte, Panicum

maximum jacg y Zea Mays son las especies con mayor valor de biomasa respectivamente.

Figura 52

Biomasa aérea vs TPH a los 120 dias.
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Nota. Medicion de biomasa aérea a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Transcurrido los 120 dias de duracion del ensayo experimental se denota que la especie
Panicum maximum jacq, es la que presentd mayor cantidad de biomasa aérea, esto se evidencié en
todas figuras anteriores, el testigo fue el que mayor resultado obtuvo independientemente de la
especie evaluada.

De la fig.45 a 52 representan las ocho mediciones realizadas durante los cuatro meses de duracion
del experimento. Las figuras representan la relacion de la biomasa aérea vs los TPH ( Los
autores,2021).

(Arias y Rivera, 2016) muestran en sus resultados como la biomasa aérea crece a medida que
reducen los TPH en las siete concentraciones que realizaron su estudio, por lo que se infiere que
las figuras siguen un comportamiento inversamente proporcional, es decir que mientras la biomasa
aérea aumenta los TPH bajan, esta tendencia ocurre dentro de todas las concentraciones
(1000,5000,10000).

La cantidad de biomasa aérea de cada especie depende de la concentracion en la que se
encuentren, por esa razén Oppm (testigo)presenta superior biomasa, esto se observa en la fig.30 en
donde la concentracion 1000 ppm es la que presenta mayores valores, seguido por 5000ppm vy
10000 ppm respectivamente. La misma tendencia manifiesta (Barcenas y Yanez, 2012) que
determina que en los tratamientos con mayor concentracién existié un bajo valor de biomasa aérea
a diferencia de los que tenian una menor concentracion, de igual manera (jaray Gémez, 2014) dice

que la mayor tasa de biomasa fue obtenida en el tratamiento control.
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Figura 53
Analisis de varianza de biomasa aérea, TPH vs especie.

## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Especie 3 133643 44548 32.697 1.3e-15 *%%
## TPHs 1 8821 8021 5.887 @.0167 =

## Residuals 123 167581 1362

Nota. ( Los autores, 2021).

Como se muestra en la fig.53 con un p-valor de 0.0167 el cual es menor a 0.05 se determina
que el valor de la diferencia entre las medias de TPH tiene significancia, por lo que se puede
presumir que la biomasa aérea de las especies infiere en la reduccién de TPH. (Clemente y Bernal,
2007) sefialan en su publicacidn que si bien parte del crudo se aloja en la biomasa aérea de la planta
(tallos, hojas), la cantidad de la misma no determina la reduccién del contaminante.

Por otro lado (Sangabriel et al., 2006) determinan que la especie Phaseolus coccineus presentd
mayor biomasa en comparacion a las otras plantas sin embargo la reduccién del combust6leo
fueron bajas. (Candido, 2013) Dice que una de las razones por la que las especies pierdan parte de
su biomasa aérea es por el hecho que el contaminante se acumula en sus hojas y tallos, tornandose
de apariencia amarillenta y van desprendiéndose de la planta.

Se puede interpretar que con un p-valor de 1.3e-15 (fig.53) el cual es menor a 0.05 determinando
que existe significancia entre las medias de las especies, deduciendo que el incremento o cantidad

de la biomasa aérea de la planta va a depender del tipo de especie vegetal.
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Figura 54

Biomasa aérea vs especie.
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Nota. la figura representa la especie que alcanz6 la mayor biomasa aérea dentro del ensayo

experimental ( Los autores, 2021).

Como se aprecia en la fig. 54 la especie con mayor biomasa aérea dentro del ensayo
experimental es Panicum maximum jacq, seguido por Zea mays , Phaseolus vulgaris y Sorghum
vulgare que presenta el valor mas bajo. Dado que la cantidad de biomasa aérea depende de la
especie como se explicaba anteriormente, estos resultados tienen concordancia tanto con la altura

como el N.° de Hojas de cada planta.
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4.3.1.4.Biomasa radicular.

Figura 55

Biomasa radicular vs TPH a los 15 dias.
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Nota.Medicion de biomasa radicular a los 15 dias del inicio del estudio. (Los autores, 2021).
Se aprecia que a los 15 dias las especies Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq son las
que presentan mayor cantidad de biomasa en todas las concentraciones, sin embargo, el testigo 0

ppm es el que mayor biomasa posee antes los suelos con hidrocarburos.

Figura 56
Biomasa radicular vs TPH a los 30 dias.
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Nota.Medicion de biomasa radicular a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Panicum maximum jacq es la especie con mayor biomasa radicular, especialmente en el blanco.
Phaseolus vulgaris en sus cuatro concentraciones incluido el testigo presentan valores similares
de biomasa, por otro lado, Zea mays y Sorghum vulgare registran valores bajos a comparacion de

las otras dos especies vegetales.

Figura 57

Biomasa radicular vs TPH a los 45 dias.
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Nota. Medicion de biomasa radicular a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Al igual que la figura 56 Phaseolus vulgaris y Panicum méaximum jacq son las especies que
presentan valores mayores de biomasa en todas las concentraciones, se denota que Sorghum
vulgare sobresale minimamente ante Zea mays. El testigo en todas sus especies incrementa sus

valores a comparacion del resto de concentraciones.

115



Figura 58

Biomasa radicular vs TPH a los 60 dias.
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Nota. Medicion de biomasa radicular a los 60 dias del inicio del estudio. (Los autores, 2021).
Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq en las concentraciones 1000, 5000 y 10000 ppm

se encuentran con valores entre 900 a 1000 mg/planta, las mismas especies en Oppm alcanzan los

1000 mg/planta. Se observa que Sorghum vulgare sobresale con una diferencia minima ante Zea

mays en todas las concentraciones.
Figura 59

Biomasa radicular vs TPH a los 75 dias.
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Se presenta la misma tendencia que en las figuras anteriores, en donde las especies Phaseolus
vulgaris y Panicum maximum jacq destacan sobre las otras dos plantas, no existio un gran

incremento de sus valores de biomasa en todas las especies y concentraciones.

Figura 60

Biomasa radicular vs TPH a los 90 dias.
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Nota. Medicion de biomasa radicular a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Sorghum vulgare y Zea mays a los 90 dias del estudio incrementaron minimamente sus valores,
no existen cambios en el incremento de biomasa radicular en Phaseolus vulgaris y Panicum
maximum jacqg, sin embargo, siguen siendo las especies con mayor biomasa radicular en todas sus

concentraciones.
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Figura 61

Biomasa radicular vs TPH a los 105 dias.
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Nota. Medicion de biomasa radicular a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
A los 105 dias del ensayo experimental no se presenta mayor cambio en sus valores de
biomasa radicular en todas las concentraciones y especies, ya que las que siguen predominando

son Phaseolus vulgaris y Panicum méaximum jacq.

Figura 62

Biomasa radicular vs TPH a los 120 dias.
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Nota. Medicion de biomasa radicular a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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Al término de la investigacion, transcurrido los 120 dias y sin presentar mayores cambios
durante las ocho mediciones, se determind que las especies que presentaron mayor biomasa
radicular fueron Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq en todas las concentraciones,
excepto en el testigo que las mismas especies antes nombradas presentaron mayores valores en
comparacion a los suelos con hidrocarburo.

Las figuras muestran como a medida que el TPH desciende la biomasa radicular incrementa
independientemente de la especie y concentracion en la que se encuentre, de igual manera sucede
con la relacion biomasa vs TPH presentada por (Arias y Rivera, 2016) donde demuestran que sus
plantas que siguen la misma tendencia.

(Barcenas y Yanez, 2012) menciona que las especies Tessaria integrifolia y Verbena litoralis
desarrollaron su biomasa en todas sus concentraciones (3,6 y 9%) contrariamente a Ludwigia
peruviana y Mimosa polydactyla que tuvieron bajos valores en 6 y 9% de concentracion. Por lo
que se puede inferir que en una relacion especie-concentracion, Zea mays y Sorghum vulgare
bajan la cantidad de biomasa radicular a medida que se sube las concentraciones, a diferencia de
Panicum maximum jacq y Phaseolus vulgaris que a cualquier concentracion tienen la misma
tendencia de crecimiento.

Figura 63

Analisis de varianza de biomasa radicular, TPH vs especie.

## Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)

## Especie 3 7130@51 2376684 4371.01 < 2e-16 ***
## TPHs 1 16157 16157 29.71 2.62e-@7 ***
## Residuals 123 66880 544

Nota. ( Los autores,2021).
Con un p-valor de 2.62e-07 (Fig.63) el cual es menor a 0.05, se determina que el valor de la
diferencia entre las medias de TPH tiene significancia, por lo que se puede suponer que la biomasa
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radicular de las especies infiere en la reduccion de TPH. De igual manera que en la biomasa aérea
(Clemente y Bernal, 2007) sefialan que la raiz es otra parte de la planta en donde se acumula el
contaminante, teniendo relacion con la disminucion del crudo, sin embargo, la cantidad o longitud
de la misma no determina que exista una mayor reduccion.

Por otro lado, se puede interpretar que con un p-valor de 2e-16 (fig.63) el cual es menor a 0.05
interpretando que el valor de la diferencia entre las medias de la especie tiene significancia,
sugiriendo que la biomasa de la planta va a depender del tipo de especie vegetal. Coincidiendo con
(Quifionez y Ferrera, 2003) quienes mencionan que una especie vegetal para lograr estimular una
absorcion o degradacion de contaminantes en la rizosfera va a depender de la planta y el vigor de
sus raices.

Figura 64

Biomasa radicular vs especie.
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Nota. la figura representa la especie que alcanz6 la mayor biomasa radicular dentro del ensayo

experimental. ( Los autores, 2021).
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Como se denota en la figura 64 Panicum maximum jacq y Phaseolus vulgaris son las especies
con mayor biomasa radicular respectivamente, lo contrario de Zea mays y Sorghum vulgare que
obtuvieron valores bajos dentro del ensayo experimental. Lo que quiere decir que las dos especies
con mayor biomasa radicular absorbieron principalmente los TPH en sus raices.

Segun estos resultados se puede deducir que existe una relacion con la cantidad de UFC
presentes en la rizosfera de las especies al finalizar el estudio, interpretando que existio una

relacion planta- microorganismo.

4.3.1.5.NUmero de hojas.

4.3.1.5.1. Numero de hojas en buen estado.
4.3.1.5.2.
Figura 65

Ndamero de hojas en buen estado vs TPH a los 15 dias.
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Nota.Medicion de hojas en buen estado a los 15 dias del inicio del estudio. (Los autores, 2021).
Como se aprecia en la fig.65 la planta Phaseolus vulgaris en todas las concentraciones tiene

mayor numero de hojas en buen estado, seguido por Sorghum vulgare. Por otro lado, Panicum

maximum jacq y Zea mays son las especies que presentan menor nimero de hojas buenas.

Figura 66
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Namero de hojas en buen estado vs TPH a los 30 dias.
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Nota. Medicion de hojas en buen estado a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
A diferencia de la fig. 65 Sorghum vulgare es la especie con mayor nimero de hojas en buen
estado en todas las concentraciones, Phaseolus vulgaris quedo en segundo lugar y Zea mays la
especie con menor hojas buenas.
Figura 67

Namero de hojas en buen estado vs TPH a los 45 dias.

Frejol Maiz
w
®25-
§ Concentracion
o 0.0- 0 ppm
=
T Sorgo 1000 ppm
= 10000 ppm
o
D 75- 5000 ppm
E
=
Z I
2500 5000 7500 10000 2500 5000 7500 10000
TPHs (mg )‘kg)

Nota. Medicion de hojas en buen estado a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

122



A los 45 dias Panicum maximum jacq presentd un gran cambio, ya que el nimero de hojas
buenas aumento6 significativamente y Sorghum vulgare que al principio fue la especie mas
sobresaliente, en esta ocasion fue la que menos hojas buenas tuvo. Esto sucedié en todas las
concentraciones.

Figura 68

Numero de hojas en buen estado vs TPH a los 60 dias.
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Nota.Medicion de hojas en buen estado a los 60 dias del inicio del estudio. Fuente: ( Los autores,
2021).

Phaseolus vulgaris es la especie con mayor numero de hojas en buen estado, seguido por
Panicum méaximum jacq. Cabe mencionar que en el testigo en todas las especies poseen mayor

hojas buenas a comparacion de las otras concentraciones.
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Figura 69

Namero de hojas en buen estado vs TPH a los 75 dias.
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Nota.Medicion de hojas en buen estado a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Como se aprecia en la fig. 69, transcurridos los 75 dias, Panicum maximum jacq presenta mayor
numero de hojas buenas, asi como en el testigo de todas las especies. Sorghum vulgare y Zea mays
muestran menor numero de hojas en buen estado.

Figura 70

Ndmero de hojas en buen estado vs TPH a los 90 dias.
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A los 90 dias se observa que la especie Phaseolus vulgaris sobresale en todas las
concentraciones, sin embargo, en el testigo presenta mayor numero de hojas buenas a comparacion

de las otras concentraciones, Zea Mays fue la especie con menos hojas buenas.

Figura 71

Ndamero de hojas en buen estado vs TPH a los 105 dias.
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2021).

A'los 105 dias Zea Mays continla siendo la especie con menor nimero de hojas en buen estado,
Phaseolus vulgaris y Panicum maximum jacq son las especies que sobresalen en hojas buenas, esto
se presenta en todas las concentraciones incluida el testigo, sin embargo, en relacion a la Fig.70

disminuy6 el nimero de hojas buenas.
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Figura 72

Ndamero de hojas en buen estado vs TPH a los 120 dias.
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Al finalizar los 120 dias la especie Zea mays ya no es tomada en cuenta, ya que las mismas
murieron y por ende no tienen hojas buenas, Panicum maximum jacq fue la planta que sobresalid
con respecto a las otras especies, ademas se aprecid el cambio en Sorghum vulgare la cual superd
a Phaseolus vulgaris en la concentracion 5000 ppm con respecto a las anteriores mediciones.

Observando las figuras se denota que en las especies Panicum maximum jacq y Phaseolus
vulgaris mientras disminuyen los TPH se mantienen o aumentan las hojas en buen estado
independientemente de la concentracion durante los cuatro meses, lo que sugiere que tuvieron una
mejor adaptabilidad a sus condiciones y continuaron su desarrollo.

Zea mays y Sorghum vulgare aumentaron sus hojas en buen estado hasta la cuarta medicion (2
meses) y a partir de ese tiempo se mantuvo con el mismo valor de hojas, esta tendencia fue para
todas las concentraciones. Esto tiene relacion con (Quifionez y Ferrera, 2003) quienes mencionan
que a los 65 dias del desarrollo de Zea mays en suelo contaminado con crudo la especie ya no

presentd cambios en cuanto al nUmero de hojas en buen estado sino mas bien se empezaron a dafiar

126



0 a morir. Por otro parte, (Andina, 2015) sefiala que Sorghum vulgare y Sorghum bicolor
presentaron una reduccion de hojas en buen estado dentro de 45 dias de someterlas a suelos
contaminados con aceite residual automotriz.

Por lo tanto, se puede decir que todas las especies tuvieron hojas en buen estado sin embargo
Panicum maximum jacq es la planta que sobresalié en nimero, esto concuerda con (Sangabriel et
al., 2006) que de entre las 6 especies vegetales estudiadas Panicum maximum destaco en cuanto a
hojas en buen estado.

Figura 73

Analisis de varianza de hojas en buen estado, TPH vs especie.

e Df Sum Sg Mean Sq F walue Pr(>F)
## Especie 3 895.8 298.32 24.286 2.87e-12 #==
## TPHs 1 29.9 29.94 2.437 8.121

## Residuals 123 1518.9 12.28

Nota. ( Los autores,2021).

Observando la fig.73 con un p-valor de 0.121 el cual es mayor a 0.05 determinando que el
valor de la diferencia entre las medias de TPH no tiene significancia, por lo que no se puede
asegurar que el nimero de hojas buenas de las plantas infiere en la reducciéon de TPH. En su
publicacion (Gamarra y Munive, 2019) indican que toda planta utilizada en remover un
contaminante va a presentar hojas en buen estado especialmente en el ultimo entrenudo de la
especie, ya que la mayor parte del contaminante se distribuye en el primer y segundo entrenudo,
asi como en las hojas que forman parte de los mismos, por lo que no sugiere que el buen estado de
las hojas no tiene que ver con que hayan reducido el contaminante.

Se puede interpretar que con un p-valor de 2.07e-12 (fig,73) el cual es menor a 0.05 lo que
quiere decir que existe significancia entre las medias de las especies, deduciendo que el nimero

de hojas va a depender del tipo de especie vegetal. (Prieto y Gonzéles, 2009) mencionan que cada
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especie es unica y diferente por lo que pueden presentan mayor desarrollo y adaptacion o mayor
sensibilidad a los distintos tipos de contaminantes en sus diversos grados de concentracion.

Por lo que se interpreta que si la planta desarrolla un buen nivel de adaptacién frente al
contaminante esta va a seguir con su crecimiento y por ende van a aumentar su numero de hojas,
ya sean en buen o mal estado.

4.3.1.5.3. Numero de hojas en mal estado.

Figura 74

Numero de hojas en mal estado vs TPH a los 15 dias.
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Nota. Medicién de hojas en mal estado a los 15 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 15 dias de empezar el estudio las especies, Phaseolus vulgaris, Panicum maximum jacq

y Sorghum vulgare son las que tienen mayor hojas en mal estado, esto sucede en todas las

concentraciones.
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Figura 75

Ndmero de hojas en mal estado vs TPH a los 30 dias.
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Nota.Medicion de hojas en mal estado a los 30 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Transcurrido el primer mes la especie que destaca con hojas en mal estado es Sorghum vulgare,
especialmente en las concentraciones 1000 y 10000 ppm. La especie Phaseolus vulgaris en 5000

ppm también presenta un nimero significativo de hojas en mal estado junto con Sorghum vulgare.

Figura 76
Numero de hojas en mal estado vs TPH a los 45 dias.
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Nota. Medicion de hojas en mal estado a los 45 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 45 dias del estudio se aprecia en la fig. 76 que Zea mays y Sorghum vulgare presentan
el menor nimero de hojas en mal estado, mencionando ademas que Panicum maximum jacq es la
especie que se destaca a comparacion de las demas plantas en hojas dafiadas.

Figura 77

Numero de hojas en mal estado vs TPH a los 60 dias.

Frejol Maiz
2 3-
= Concentracion
w
% [ 0 ppm
s
= Sorgo 1000 ppm
= 10000 ppm
e
g 9- 5000 ppm
=
=
2500 5000 7500 10000 2500 5000 7500 10000
TPHs (mg fkg)

Nota. Medicién de hojas en mal estado a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Se observa que a los 60 dias se mantiene la misma tendencia de la fig. 76 en la que la especie
con mayor afectacién en sus hojas es Panicum maximum jacq, presentandose en todas las
concentraciones. Se puede destacar que en el testigo el nimero de hojas en mal estado es menor

en las especies Panicum méaximum jacq y Phaseolus vulgaris.
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Figura 78

Ndmero de hojas en mal estado vs TPH a los 75 dias.
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Nota.Medicion de hojas en mal estado a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Alos 75 dias en las especies Sorghum vulgare, Phaseolus vulgaris y Zea mays se presentd un
menor numero de hojas en mal estado en el testigo, a diferencia de Panicum maximum jacq que

presento mayor afectacidn en sus hojas en todas las concentraciones, especialmente en el blanco

(Oppm).
Figura 79

Numero de hojas en mal estado vs TPH a los 90 dias.
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Nota.Medicion de hojas en mal estado a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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La especie Panicum maximum jacq es la que mayor hojas en mal estado tiene con respecto a
las demas especies, por otro lado, en la concentracion 10000 ppm las especies Zea mays y Sorghum
vulgare se encuentran con valores similares. Phaseolus vulgaris, Zea mays y Panicum maximum
jacq en el testigo tienen menor indice de hojas afectadas.

Figura 80

Ndmero de hojas en mal estado vs TPH a los 105 dias.
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Nota.Medicion de hojas en mal estado a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

0

En todas las concentraciones incluido el testigo sobresale Panicum maximum jacq con mayor
cantidad de hojas en mal estado, seguido por Phaseolus vulgaris, Zea mays y Sorghum vulgare.
En todas las especies a excepcion de Zea mays el testigo es el que presenta menor cantidad de

hojas malas.
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Figura 81

Ndmero de hojas en mal estado vs TPH a los 120 dias.
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Nota.Medicion de hojas en mal estado a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 120 dias la especie Zea mays todas sus hojas se encuentran en mal estado, ya que cumplio

su ciclo de vida y murié, Panicum méaximum jacq sobresale con el mayor nimero de hojas

afectadas, mientras tanto las especies Sorghum vulgare y Phaseolus vulgaris presentan valores

similares.

Entre las especies con mayor nimero de hojas en mal estado se encuentran Phaseolus vulgaris

y Panicum méaximum jacq. Tendencia similar lo presentd (Sangabriel et al., 2006) en sus especies

Phaseolus coccineus y Phaseolus vulgaris que llegaron a presentar un 71% de hojas en mal estado

al finalizar su estudio.
Figura 82

Analisis de varianza de hojas en mal estado, TPH vs especie.

## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Especie 3 1893.7 364.6 22.335 1.3e-11 =%=
## TPHs 1 35.1 35.1 2.148 8.145

## Residuals 123 288@7.7 16.3

Nota. ( Los autores,2021).
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Con un p-valor de 0.145 (fig.82) el cual es mayor a 0.05 lo que quiere decir que el valor de la
diferencia entre las medias de TPH no tiene significancia, por lo que no se puede asegurar que el
numero de hojas malas de las plantas infiere en la reduccion de TPH. (Quifionez y Ferrera, 2003)
mencionan que al entrar en contacto una planta con el hidrocarburo este dafia y/o mata el follaje y
tejidos de la misma al degradar el contaminante, asi mismo el crudo se acumula en sus hojas
haciendo que estas se tornen amarillentas y por ende se van desprendiéndose de la planta. Si bien
estos autores mencionan que el mal estado de las hojas es producto del contaminante (Mejia y
Herrera, 2012) manifiestan que no se puede Unicamente atribuir el mal estado de una planta por
absorber o degradar un compuesto ya que existen factores climaticos y agronémicos (plagas,
enfermedades, manejo de suelos, entre otros) que degradan el bienestar de la especie vegetal.

Por lo que se puede afirmar que el mal estado de una hoja no solo se debe a que esta redujo el
contaminante sino también a otros factores, sugiriendo que el descenso de los TPH no se atribuye
completamente al aspecto o descomposicion de la planta, en este caso sus hojas.

Como se observa en la fig.82 se tiene un p-valor de 1.3e-11 el cual es menor a 0.05 lo que
quiere decir que existe significancia entre las medias de las especies, deduciendo que el nimero
de hojas va a depender del tipo de especie vegetal.

Concordando Yy reiterando con lo que manifestaron (Prieto y Gonzéles, 2009) que cada especie
es Unica y diferente por lo que pueden presentar mayor desarrollo y adaptaciébn o mayor

sensibilidad a los distintos tipos de contaminantes en sus diversos grados de concentracion.

4.3.1.6.Flores
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Figura 83
NuUmero de flores vs TPH a los 60 dias.
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Nota. Medicion de flores a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
Transcurridos los dos primeros meses aparecio las primeras flores en la concentracion 5000
ppm de la especie Phaseolus vulgaris, en las concentraciones 1000 y 10000 ppm no se

desarrollaron frutos en ninguna de las cuatro especies.

Figura 84
NUmero de flores vs TPH a los 75 dias.
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Nota.Medicion de flores a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 75 dias se desarrollaron flores en Zea Mays y Phaseolus vulgaris en todas sus
concentraciones, por otra parte, en Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq solamente en 10000

ppm se observé el crecimiento de flores.

Figura 85

Numero de flores vs TPH a los 90 dias.
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Nota. Medicion de flores a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
A los 3 meses se aprecia que en todas las concentraciones hubo crecimiento de flores en
Phaseolus vulgaris y Zea mays, a excepcion de Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq que

desarrollaron flores solo en la concentracion 10000 ppm
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Figura 86

Numero de flores vs TPH a los 105 dias.
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Nota.Medicion de flores a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 105 dias se presentaron flores en las especies Phaseolus vulgaris y Panicum
maximum jacq en todas sus concentraciones, Sorghum vulgare presento flores unicamente en
las concentracion 1000 ppm y en el testigo.

Se observa que en la especie Zea mays no hay flores en ninguna concentracion incluido el
testigo, debido a que la planta murio.
Figura 87

NUmero de flores vs TPH a los 120 dias.
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Nota.Medicion de flores a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 120 dias el testigo presenta la mayor cantidad de flores en Phaseolus vulgaris, se aprecia
gue en Panicum maximum jacqy Sorghum vulgare existe similar cantidad de flores en todas sus
concentraciones, por el contrario, Zea mays ya no posee flores en ninguna concentracion incluido
el testigo, debido a que la planta murio.

Existen solo cinco mediciones debido a que en las tres primeras no se desarrollaron flores en
ninguna especie vegetal, concordando con (Arias y Rivera, 2016) que indican un crecimiento de
flores a los 45 dias de iniciar el estudio, cabe mencionar que sus especies también son de ciclos
cortos como las utilizadas en este ensayo experimental.

A través de las graficas se observa que a partir del segundo mes existié aumento de flores a
medida que descendia el TPH, tendencia compartida con (Andina, 2015).La especie que presentd
mayor cantidad de flores fue Phaseolus vulgaris.

Figura 88

Analisis de varianza de flores, TPH vs especie.

# Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Especie 3 43.02 14.341  7.422 0.000131 ***
## TPHs 1 1.81 1.814 ©.939 0.334469

## Residuals 123 237.65 1.932

Nota. ( Los autores,2021).

Como se aprecia en la Fig. 88 se tiene un p-valor de 0.334469 el cual es mayor a 0.05,
determinando que el valor de la diferencia entre las medias de TPH no tiene significancia, por lo
que no se puede asegurar que el namero de flores de las especies infiere en la reduccion de TPH.
Concordando con (Gamarra y Munive, 2019) que menciona que existen precedentes y numerosos

estudios que corroboran que plantas utilizadas en fitorremediacién de metales e hidrocarburos
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poseen el contaminante en sus flores pero que este es bajo 0 escaso ya que la mayor acumulacion
se da en sus raices y en los dos primeros entrenudos del tallo y por ende en las hojas.

Por otro lado, se puede interpretar que con un p-valor de 0.000131 (fig.88) el cual es menor a
0.05 lo que quiere decir que existe significancia entre las medias de las especies, deduciendo que
el nimero de flores va a depender del tipo de especie vegetal . No todas las especies vegetales
utilizadas en fitorremediacion van a tener criamiento de flores ya que por estar en contacto con el
contaminante estas pueden tener un bajo desarrollo o no terminen de cumplir su ciclo de vida (Pefia

& Carrillo, 2011).

4.3.1.7.Frutos

Figura 89

NuUmero de frutos vs TPH a los 60 dias.
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Nota.Medicion de frutos a los 60 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 60 dias de comenzar el estudio se evidencié el desarrollo de frutos en las especies
vegetales, en donde en la concentracion 5000 ppm se presento 1 fruto en las plantas Phaseolus

vulgaris.
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Figura 90

Numero de frutos vs TPH a los 75 dias.
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Nota. Medicion de frutos a los 75 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
En todas las concentraciones incluido el blanco las especies Phaseolus vulgaris y Zea mays
desarrollaron frutos en todas sus concentraciones, ya que Sorghum vulgare no presento

crecimiento, sin embargo, en Panicum maximum jacq existio frutos en 10000 ppm.

Figura 91

Numero de frutos vs TPH a los 90 dias.
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Nota.Medicion de frutos a los 90 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).
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A los 90 dias del crecimiento de las especies se puede decir que se sigue con una misma
tendencia en la que las plantas Phaseolus vulgaris y Zea mays son las que presentan frutos en todas
sus concentraciones, contrariamente a Sorghum vulgare y Panicum maximum jacq que Unicamente
se desarrollaron frutos en la concentracion 10000 ppm.

Figura 92

Numero de frutos vs TPH a los 105 dias.
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Nota. Medicion de frutos a los 105 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

A los 105 dias se desarrollaron frutos en todas las especies vegetales empleadas en las cuatro
concentraciones a excepcion de Zea mays que en el testigo no presentd nuevos frutos debido a que
la especie cumplio su ciclo de vida. Cabe mencionar que Phaseolus vulgaris es la planta con mayor

cantidad de frutos a comparacion de las demas especies.
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Figura 93

Numero de frutos vs TPH a los 120 dias.
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Nota.Medicion de frutos a los 120 dias del inicio del estudio. ( Los autores, 2021).

Al término del ensayo experimental transcurrido los 120 dias todas las especies presentaron
frutos en todas las concentraciones, de igual manera que en la figura 93 la especie Zea Mays
culminé entre 1 a 2 frutos en todas sus concentraciones. Phaseolus vulgaris fue la planta que mas
obtuvo frutos durante el estudio.

De igual manera (Arias y Rivera, 2016) indican que el crecimiento de frutos de sus especies
estudiadas (ciclo corto) aparecieron a partir de 50 dias del inicio de su experimento, datos similares
se presentaron en todas las figuras de las cinco mediciones registradas a partir del segundo mes.

A medida de desarrollo y crecimiento de los frutos existio un descenso de TPH, concordando con

(Sangabriel et al., 2006). La especie que presentd mayor cantidad fue Phaseolus vulgaris.
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Figura 94

Analisis de varianza de frutos, TPH vs especie.

## Df Sum Sq Mean Sg F value Pr(>F)

## Especie 3 2286 761.9 12.900 2.2e-@7 ***
## TPHs 1 168 167.6 2.838 0.8%4p .
## Residuals 123 7264 59.1

Nota. ( Los autores,2021).

Con un p-valor de 0.0946 el cual es mayor a 0.05, determinando que el valor de la diferencia
entre las medias de TPH no tiene significancia, por lo que no se puede asegurar que el nimero de
frutos de las especies infiere en la reduccién de TPH. (Casteblanco, 2015) menciona gue en plantas
fitorremediadoras como Theobroma cacao y Cucumis sativus se han encontrado pequefias
concentraciones de hidrocarburos dentro de sus frutos en un rango de (65-162mg/kg), sin embargo,
el hecho que exista presencia del contaminante en los mismos no significa que estos lo degraden
ya que aparecen en la Gltima etapa de su ciclo de vida.

Por otro lado, se puede interpretar que con un p-valor de 2.2e-07 (fig.94) el cual es menor a
0.05 lo que quiere decir estadisticamente que existe significancia entre las medias de las especies,

deduciendo que el numero de frutos va a depender del tipo de especie vegetal.

4.3.2. Analisis de TPH vs Concentracion.
A continuacidn, en las siguientes graficas se presenta la relacion existente entre los TPH vs

las concentraciones (0,1000,5000,10000 ) de cada especie.
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e Zea mays
Figura 95

Concentracion de Zea mays vs TPH
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en cada concentracion que se
utilizo el maiz. ( Los autores,2021).

Observando la figura se puede decir que Zea mays tuvo un mejor comportamiento reduciendo
mas los TPH en la concentracion 5000 ppm en comparacion de 1000 y 10000 ppm. Obteniendo
resultados parecidos con (Quifionez & Ferrera, 2003) que la mejor evolucion y desarrollo de la
especie fue en la concentracion 4000 mg/kg.

Figura 96

Analisis de varianza de la concentracion de Zea mays

#H Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Concentracion 3 446744961 148914987 2544 <2e-16 ***
## Residuals 28 1638691 58525

Nota. (Los autores,2021)
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En la fig. 96 se observa un p-valor de 2e-16 el cual es menor a 0.05 lo que quiere decir que el
valor de la diferencia entre las medias de concentracion tiene significancia, lo que sugiere que la
especie Zea mays va a depender de la concentracion, es decir que a cierto grado de contaminacion
la especie va a poder ser tolerante o no, como lo sucedido con (Quifionez y Ferrera, 2003) que sus

plantulas de Zea mays murieron en concentraciones superiores a 8000 mg/kg.

e Phaseolus vulgaris
Figura 97

Concentracion de Phaseolus vulgaris vs TPH.
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en cada concentracion que se
utilizé el frejol ( Los autores,2021).

Como muestra la fig.97 Phaseolus vulgaris tuvo una mejor reduccién de THP en la
concentracion 5000pmm, seguido por 1000 ppm y finalmente 10000 ppm. (Sangabriel et al., 2006)
menciona que su especie evaluada Phaseolus coccineus, perteneciente al mismo género que
Phaseolus vulgaris, se adapto y removio de mejor manera en concentraciones de 5000 a 15000

mg/kg. Teniendo resultados similares a los de este estudio.
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Figura 98

Analisis de varianza de la concentracion de Phaseolus vulgaris.

## Df  SumSg  Mean 5q F value Pr(>F)
## Concentracion 3 393323900 131187967 396.7 <2e-1p ***
## Residuals 28 9254568 338526

Nota. (Los autores,2021).

La fig.98 indica un p-valor de 2e-16 el cual es menor a 0.05 determinando que el valor de la
diferencia entre las medias de concentracion tiene significancia, lo que puede sugerir que la
especie Phaseolus vulgaris va a depender de la concentracion, concordando con (Sangabriel et al.,

2006) ya que a concentraciones de 15000 a 25000 mg/kg la especie no fue tolerante y murio.

e Sorghum vulgare

Figura 99
Concentracion de Sorghum vulgare vs TPH
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en cada concentracion que se

utilizo el sorgo ( Los autores,2021).
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La figura 99 indica que Sorghum vulgare redujo de mejor manera los TPH a una concentracion
de 5000 ppm seguido por 1000 ppm y finalmente 10000 ppm. (Andina, 2015) emple6 Sorghum
bicolor en su investigacion, el mismo que tuvo una buena adaptabilidad y tolerancia a
concentraciones de 40000 mg/kg, por lo que se podria decir que Sorghum vulgare no tiene gran
desarrollo y tolerancia a concentraciones mayores de 5000 mg/kg, siendo las dos especies del
mismo genero y familia, pero con distinta capacidad de fitorremediacion.

Figura 100

Analisis de varianza de la concentracion de Sorghum vulgare

# Df  SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
## Concentracion 3 477240151 159080056 2504 <2e-16 ***
# Residuals 26 1778568 63520

Nota. (Los autores,2021).

La fig.100 muestra un p-valor de 2e-16 el cual es menor a 0.05 lo que quiere decir que el valor
de la diferencia entre las medias de concentracién tiene significancia, lo que sugiere que la especie
Sorghum vulgare va a depender de la concentracion. Esto coincide con lo dicho por (Andina, 2015)
gue a concentraciones mayores de 55000 ppm su especie no sobrevivio, pero en bajos niveles tuvo

una buena remocion y tolerancia al contaminante.
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e Panicum maximum jacq

Figura 101

Concentracion de Panicum maximum jacq vs TPH.
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en cada concentracion que se
utilizé el pasto ( Los autores,2021).

Como se observa en la fig.101 Panicum méximum jacq redujo mayormente los TPH en la
concentracion 10000 ppm, seguido por 5000 ppm y finalmente 1000 ppm. (Rivera & Ferrera,

2003) mencionan que sometieron a esta planta a concentraciones de 98, 50000 y 100000 kg/mg
siendo esta ultima donde mayor remocion existi6. Es decir que a mayores concentraciones esta
especie tiene mejor tolerancia y capacidad de fitorremediacion.

Figura 102

Analisis de varianza de la concentracion de Panicum maximum jacq

# Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Concentracion 3 282750624 94250208 89.72 1.8e-14 **#
## Residuals 28 29414984 1858535

Nota. (Los autores,2021).
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Como se denota en la fig.102 el p-valor es de 1.8e-14 el cual es menor a 0.05, es decir que el
valor de la diferencia entre las medias de concentracion tiene significancia, lo que sugiere que la
especie Panicum maximum jacq va a depender de la concentracion.

4.3.3. Analisis de TPH vs Tiempo.
En las siguientes figuras se presenta la variacion del TPH a medida que transcurre el tiempo,
asociandolo a cada concentracion.

e Zea mays.
Figura 103

TPH vs tiempo.
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en medida que transcurre el tiempo

en las cuatro especies utilizadas ( Los autores,2021).

La especie Zea mays a través de los 120 dias de duracion del ensayo experimental refleja un
descenso de TPH a medida que transcurre el tiempo, dicha reduccion varia ligeramente
especialmente en la concentracion 1000 ppm. (Quifionez y Ferrera, 2003) indica que la reduccion

de TPH fue evidente a partir del dia 22 de su estudio, en la fig. 105 se observa una disminucion
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significante a partir de los 45 dias, esta variacion de tiempo pudo ser por el factor concentracion
ya que en su estudio mencionaron que se iniciaba con 4000 ppm y en este es con 5000 ppm.
e Phaseolus vulgaris.

Figura 104

TPH vs tiempo de Phaseolus vulgaris.
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en medida que transcurre el tiempo

en la especie Phaseolus vulgaris ( Los autores,2021).

La especie Phaseolus vulgaris muestra como a través del tiempo que durd el ensayo
experimental redujo los TPH notablemente. (Arias y Rivera, 2016) determina que a partir de los

35 dias hubo un notable descenso del contaminante, por lo que se podria atribuir a la concentracion

0 a factores ambientales (Coyago, 2013).
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e Sorghum vulgare

Figura 105
TPH vs tiempo de Sorghum vulgare
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en medida que transcurre el tiempo

en la especie Sorghum vulgare. ( Los autores,2021).

La fig.105 indica como la especie Sorghum vulgare a medida que pasa el tiempo reduce
ligeramente los TPH del ensayo experimental. Se aprecia un ligero descenso a partir del dia 60,
contrariamente a (Andina, 2015) que en el dia 30 ya se percibe la reduccion, esto puede deberse a

la especie que utilizaron (Sorghum bicolor), la misma que presenté mayor degradacion.
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e Panicum maximum jacq.

Figura 106
TPH vs tiempo de Panicum maximum jacq.
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Nota. La figura representa la relacion entre los cambios de TPH en medida que transcurre el
tiempo en la especie Panicum maximum jacq ( Los autores,2021).

Se observa en el fig.106 que mientras mas dias transcurren la especie Panicum maximum jacq
reduce significativamente los TPH. A los 45 dias se aprecia el descenso del contaminante, ya que
esta especie alcanza el desarrollo a partir de los primeros 30 dias siendo este un factor de lenta
degradacion de TPH (Valencia y Navas, 2017), sin embargo, a partir del dia 45 se observa una
reduccién significativa de hidrocarburo.

Figura 107

Analisis de varianza de especies vs Tiempo.

## Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## Especie 3 1.192e+07 3.974e+06 8.409 3.96e-05 ***
## Tiempo 7 14163366 2023338 2.786 0.0324 *
## Residuals 21 15251618 726268

Nota. (Los autores,2021).
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En la figura 107 los p-valor son de 3.9e-05 y 0.032 los cuales son menores a 0.05,
determinando que el valor de la diferencia entre las medias de especie y tiempo tienen
significancia, por lo que se presume que la reduccién del contaminante va a depender de la planta
y el tiempo que transcurre en su desarrollo.

Se aprecio en las anteriores graficas que la reduccion de TPH varia en un tiempo diferente

dependiendo de la especie vegetal.

4.3.4. Analisis de TPH vs especie.
Figura 108

TPH vs especies en cada concentracion.
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Nota. La figura representa la variacion de TPH existente en cada especie y concentracion (Los
autores,2021).

Como se puede observar claramente de la fig. 108 la especie Panicum maximum jacq es la que
reduce mayoritariamente los TPH independientemente de cuadl sea la concentracion

(1000,5000,10000).
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Ante estos resultados se interpreta que dependiendo el tipo de especie vegetal los niveles de
TPH descienden ya que no todas degradan por igual. Por tal razon no todas las plantas son
tolerantes o tienen la capacidad de acumulacion del contaminante ya que necesitan estrategias de
detoxificacion o resistencia, pudiendo excluir, reducir, solubilizar, acomplejar, acumular y
redistribuir metales o hidrocarburos (Nufiez y Ortega, 2004).

(Delgadillo y Abelardo, 2011) mencionan que para un proceso de fitorremediacion todo
despende que planta se emplee, por tal razon existe tipos de plantas (hiperacumuladoras,
bioacumuladoras) las mismas que deben cumplir con diversos parametros para poder ser utilizadas
correctamente en la descontaminacion de suelos o agua a diferentes concentraciones, dependiendo
el contaminante (metales, hidrocarburos, entre otros), ya que no todas pueden tolerar o degradar
satisfactoriamente.

Figura 109

TPH vs especies.
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Nota. La figura representa la variacion de TPH existente en cada especie (Los autores,2021).
Como se aprecia en la fig.109 que indica de manera general que la especie vegetal Panicum
maximum jacq es la que redujo mayoritariamente los TPH a comparacion de Phaseolus vulgaris,

Zea mays y Sorghum vulgare respectivamente.
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4.3.5. % de remocion vs tratamientos.
Realizando un ANOVA y prueba Tukey al 5% se obtuvo los siguientes resultados:
e Andlisis de Varianza.
Figura 110

Especie vs concentracion.

## Df  SumSg  Mean Sq F value Pr(»F)

# Especie 3 1.192e+07 3.974e406  B.489 3.9he-A5 ¥**
## Concentracion 1 1.584e+09 1.584e409 3352.230 < ZJe-16 ¥**
# Residuals 123 5.812e+87 4.725¢+05

Nota. (Los autores,2021).

El analisis de varianza observado en la fig. 110 con un p—valor en especie y concentracién de
3.96e-05 y 2e-16 respectivamente, siendo estos menores a 0.05, se puede decir que el valor de la
diferencia entre las medias de concentracion y especie tienen significancia, por lo que se infiere
que la interaccion entre la especie vegetal y la concentracion afecta en la reduccion de TPH.

Esta interpretacién tiene concordancia con (Prieto y Goénzales, 2009) quien manifiesta que las
plantas utilizadas en fitorremediacion van a depender del tipo de especie empleada y del grado de

contaminacion en el que se encuentren para lograr tolerar y degradar el metal o hidrocarburo.
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Tabla 27

Resultados de la prueba Tukey al 5% y sus agrupaciones.

Tratamientos coneen_especie Media X Grupos
11 0_Zea mays 0 e
¥ 0_Phaseolus vulgaris 0 e
JE; 0_Sorghum vulsare 0 e
T4 0_Panicum mdximum jaeq 0 e
T 1000_Zea mays L1 d
Tt 1000_Phaseolus vuloaris 0.2 b
T 1000_Sorghum vulgare 16.4 c
T8 1000_Panieum maximum jacq 4.8 2
9 2000_Zea mays 18.96 d
T10 2000_Phaseolus vulgaris .l b
T11 2000_Sorghum vulgare 20.32 €
2 2000_Panicum mdximum jacq 46.8 1
113 10000 _Zea mays 10.15 d
T4 10000 _Phaseolus vulgaris 2765 b
I 10000_Sorghum vulgare 10.53 ¥
116 10000 _Panicum maximum jacq o047 2

Nota. (Los autores,2021).

En la tabla 27 se evidencia los resultados de la prueba Tukey con un 95% de confianza los
tratamientos que poseen un mejor resultado segin la media mas alta son T16, T8 y T12
respectivamente, los mismos que utilizan Panicum maximum jacq en concentraciones de
10000,5000 y 1000 ppm.

Por otro lado, los tratamientos con menor resultado son T5, T9 y T13 respectivamente, los que

utilizan Zea mays en concentraciones de 1000,5000 y 10000 ppm.
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Figura 111

% de remocién de los distintos tratamientos.
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Nota. Se presenta los porcentajes de remocion de todos los tratamiento (Los autores,2021).

Determinando el % de remocion de cada tratamiento se puede inferir que Panicum maximum
jacg a 10000 ,5000 y 1000 ppm tienen una remocion del 50.47%, 46.8% y 43.8% respectivamente.

(Mager y Hernandez, 2013) utilizé Panicum maximum jacq para degradar un suelo contaminado
al 3% y 6%, en donde obtuvieron una remocion del 46% y 63% respectivamente, confirmando que
al utilizar esta graminea existié una mayor degradacion de hidrocarburo.

Segun (Sangabriel et al., 2006) Panicum maximum jacq en su estudio es la especie que
evidencié mayor cantidad de biomasa y la que mejor de adapt6 a sus condiciones, esto se presentd
en todas las concentraciones (10000, 25000 y 50000 mg/kg), por lo que determina que fue la
especie mas tolerante y con mayor capacidad de fitorremediacién ante Clitoria ternatea y

Phaseolus coccineus.
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Tabla 28

%Remocidn total por especie.

tratamiento coneen_especie %R %R total

T8 1000_Panieum maximum jaeg .8

112 2000_Panicum mdximum jacq 46.9 47.02
T16 10000 Panicum maximum jacq o047

Té 1000_Phaseolus vulgarts 30.2

T 2000_Phaseolus vulgaris 3.1 30.98
Tl4 10000_Phaseolus vulgaris 21.69

T 1000_Sorghum vulgare 164

T11 2000_Sorghum vulgare 2032 15.75
T 10000_Sorghum vulgare 10.93

Ta 1000_Zea mays 1.1

9 2000_Zea mays 18.96 1220
113 10000_Zea mays 10.15

Nota. (Los autores,2021).
Se presentan los % de remocion total de los tratamientos de cada especie vegetal en sus
concentraciones, observando las capacidades fitorremediadoras que obtuvieron dentro del ensayo
experimental.
4.3.6. Cumplimiento de la normativa ecuatoriana.
Para conocer si las concentraciones obtenidas de TPH finalizando el estudio cumplen o no
cumplen con la legislacion ecuatoriana de los limites maximos permisibles en un suelo remediado

de uso agricola (tabla 7) se presenta a continuacion los siguientes resultados.

158



Tabla 29

Cumplimiento o incumplimientos de los limites maximos permisibles

TPHs_120 Limites maximos
Tratamientos Concentracion_Especie dias Permisibles
T1 0_Zea mays 0 Blanco
T2 0_Phaseolus vulgaris 0 Blanco
T3 0_Sorghum vulgare 0 Blanco
T4 0_Panicum méximum jacq 0 Blanco
T5 1000_Zea mays 923 Cumple
T6 1000_Phaseolus vulgaris 698 Cumple
T7 1000_Sorghum vulgare 836 Cumple
T8 1000_Panicum méximum jacq 562 Cumple
T9 5000_Zea mays 4052 No Cumple
T10 5000_Phaseolus vulgaris 3245 No Cumple
T11 5000_Sorghum vulgare 3984 No Cumple
T12 5000_Panicum maximum jacq 2696 No Cumple
T13 10000_Zea mays 8985 No Cumple
T14 10000_Phaseolus vulgaris 7235 No Cumple
T15 10000_Sorghum vulgare 8947 No Cumple
T16 10000 Panicum maximum jacq 4953 No Cumple

Nota. ( Los autores,2021)
Como se aprecia en la tabla 29 los suelos contaminados a concentraciones de 5000 y 10000
ppm después de aplicar la técnica de fitorremediacion no logran alcanzar los limites maximos

permisibles ya que sus valores sobrepasan los 2500 mg/kg que estipula la legislacion ecuatoriana.

4.3.7. Relacion Costos- Beneficio respecto a la especie vegetal.
A continuacion, se presenta las tablas de costos del ensayo experimental respecto a la

preparacion del terreno, siembra y mantenimiento de cada especie.
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Tabla 30

Costos de las actividades para la preparacion del terreno y mantenimiento de las especies
vegetales.

Actividades Materiales Unidades Costo U Total
Barras 1 S 21.00 S 21.00
g Machete 1 $ 6.00 $ 6.00
at) Rastrillo 1 S 9.25 § 9.25
"_; Palas 1 S 12.00 S 12.00
o Guantes 5 S 250 S 12.50
5 Flexémetro 1 $ 500 $ 5.00
(§) .
© Alquiler de
§ motoguadafia 2 dias S 1000 S 20.00
& azaddn 1 S 13.76 S 13.76
Trabajadores 7 S 20.00 $  140.00
maiz 2 kg S 1.00 $§ 2.00
g Frejol 2 kg S 1.25 S 2.50
[= Sorgo 1kg S 24.50 S 23.50
2 Pasto 1kg $ 1850 $ 1850
Barrenadora manual 1 S 1455 S 14.55
o
£ % Fundas Ziploc 8 paquetes S 350 S 28.00
s a
S o
ST Marcadores 1 S 1.25 S 1.25
. Maiz NP 16-20-0 31b $ 450 $  13.50
(] ..
© ) Quimifer 10-30-10 11b S 3.85 S 3.85
S Frejol
5 Urea 46-0-0 21b $ 320 S 6.40
3 Urea 46-0-0 21b $ 320 $ 640
8 Sorgo Nitrato de Amonio 11lb $ 210 $ 2.10
c
-°§" Sulfato de Amonio 11lb S 225 S 2.25
g Pasto Urea 46-0-0 21b $ 320 $ 6.40
& Alquiler Bomba
Mochila 2 S 5.00 S 10.00
(7] ’
P
= rejo Gryben Duo 1kg S 10.25 S 10.25
g Sorgo
S Pasto
= Alquiler Bomba
S Mochila 2 $ 500 $ 10.00
Total S 387.20

Nota. La tabla presenta los materiales y costos respectivos de cada actividad para la preparacion

de terreno y mantenimiento de las especies vegetales. ( Los autores, 2021).

160



La tabla 30 representa de manera general los costos de cada material utilizado para el desarrollo
del ensayo experimental respecto a la preparacion del terreno, toma de muestras y el
mantenimiento de las cuatro especies vegetales estudiadas.

Tabla 31

Costo - Beneficio respecto a la especie vegetal.

Panicum
. Phaseolus ~ Sorghum .
Actividades Zea mays . maximum
vulgaris vulgare -
Jacq
Semilla $2.00 $2.50 $24.50 $18.50
Requerimientos
Nutricionales $13.50 $10.25 $10.75 $6.40
Control de Plagas $10.25 $10.25 $10.25 $10.25
Total $25.75 $23.00 $45.50 $35.15

Nota. La tabla presenta los costos por cada especie, durante su crecimiento y desarrollo. (Los
autores, 2021).

En la tabla 31 la especie Phaseolus vulgaris es la que presenta menor costo de inversion
dentro del estudio, la misma que present6 una remocion de TPH de 30.98% siendo aceptable su
costo- beneficio, a diferencia de Sorghum vulgare que los gastos para su desarrollo fueron
superiores con respecto a las otras especies y presentd una remocién del 15.75%, observando que
su costo- beneficio no es rentable por su alta inversion y baja remocion del contaminante. Sin
embargo, Panicum maximum jacq es la especie éptima para tolerar y remover el crudo y su
relacion costo- beneficio viene a ser rentable para un estudio de fitorremediaciéon con dicha

especie.
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5.1.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones.

Las especies Sorghum vulgare, Phaseolus vulgaris y Zea mays tuvieron una mejor
reduccién de TPH en la concentracion 5000ppm, a diferencia de Panicum maximum
jacq que redujo mayormente en la concentracion 10000 ppm.

La especie vegetal con mayor capacidad de fitorremediacion fue Panicum maximum
jacq, removiendo un 47% de TPH, seguido por Phaseolus vulgaris con 30.98%,
Sorghum vulgare 15.75% y finalmente Zea mays con 12.27%.

Las especies gramineas ( Panicum maximum jacq y Zea mays ) fueron las mas tolerantes
al crudo que las leguminosas ( Phaseolus vulgaris y Sorghum vulgare) ya que tuvieron
una mejor adaptabilidad y desarrollo en las diferentes concentraciones.
Estadisticamente se evidencid que las variables biomasa aérea ( tallo, hojas) y radicular
(raiz) tienen relacion con la remocion de TPH, a diferencia de las variables de altura,
diametro, nimero de hojas, flores y frutos; las cuales no presentaron significancia.

Se evidenci6 en el estudio una interaccion planta-microorganismos, produciendo un
efecto rizosféricos, este comportamiento se observé de mejor manera en las especies
Panicum maximum jacq y Phaseolus vulgaris respectivamente, ya que existié un mayor
crecimiento de UFC en los diferentes tratamientos en los que se emple6 dichas plantas.
No se llegaron a cumplir con los maximos permisibles que estipula la legislacion
ecuatoriana de criterios de remediacidn en un suelo agricola en las concentraciones 5000
y 10000 ppm ya que en el estudio se trabajo con una concentracion de 1000 ppm la

misma que se considera aceptable dentro de los limites permisibles.
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5.2.

Se acepta la hipdtesis alternativa ( H1) y se rechaza la hipdtesis nula (HO) debido a que
las 4 especies vegetales estudiadas tienen distinta tolerancia y capacidad de
fitorremediacion entre si.

Recomendaciones.

Se recomienda utilizar Panicum maximum jacq para futuros estudios de
fitorremediacién en concentraciones mayores de TPH a las ya analizas.

Tener siempre en cuenta que cada especie presenta plagas y enfermedades durante sus
fases de crecimiento, por ende, mantener un seguimiento adecuado.

Al momento de emplear la técnica de fitorremediacion se debe tomar en cuenta las
especies que cumplan con las mejores condiciones del area de estudio o sean propias
del lugar, tomando en cuenta factores fisicoquimicos y ambientales.

Se recomienda que al realizar un estudio similar se evalué la parte de la especie vegetal
en donde se acumule mayormente el contaminante, con la finalidad de conocer si la
planta realiz6 una Fitoextraccion (tallo, hojas) o rizodegradacion (raiz).

Si se quiere conocer el porcentaje real de remocion de una especie vegetal sin la
intervencion de microorganismos, es necesario realizar un experimento a escala

laboratorio y autoclavar el suelo a emplear.
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