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1. Resumen

Diferentes factores controlan la remocion de los hidrocarburos del suelo, como son
las caracteristicas del contaminante, propiedades del suelo y poblaciéon microbiana. Se
sabe que los microorganismos del suelo son capaces de degradar petréleo (Grant y
col. 2007). La mayoria de los componentes recalcitrantes, como son los hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HAPs) son removidos del suelo.

Este proyecto se dividid en dos etapas. La primera fue la evaluacion del efecto de
las fluctuaciones de agua y el tiempo de contaminacion sobre la remocién del
antraceno a diferentes profundidades del suelo. Y la segunda fue un estudio
comparativo de la eficiencia en la remocién de antraceno en dos suelos, usando
diferentes técnicas de remediacion.

En la primera etapa, se encontr6 que aplicando un ciclo de secado-rehumedecido
al suelo, acelerd la remocién del antraceno, por lo que se propuso que la liberacién de
pequefias concentraciones de antraceno secuestrado, fue debido a las fluctuaciones
en el contenido de agua principalmente acentuadas en la superficie de la capa del
suelo (Vazquez y col. 2010). Se contaminé suelo de Otumba con 500 mg de
antraceno/kg de suelo seco. La mitad de este suelo se colocdé en columnas de
diferentes profundidades y el resto se mantuvo incubado durante 112 dias (suelo
viejo). Las fluctuaciones en el contenido de agua o el perfil de profundidad del suelo no
afectaron ninguno de los dos suelos estudiados (el recientemente contaminado o el
suelo viejo). Sin embargo, el mezclado y aireado del suelo aceler6 la remocién del
antraceno en el suelo que tenia 112 dias de haberse contaminado con antraceno.

En la segunda etapa, se hizo el seguimiento de la remocién de antraceno en un
suelo agricola y de pastizal; los suelos fueron mezclados regularmente, adicionados
con materia organica, un surfactante no ionico (Surfynol 485) o lombrices (Eisenia
fetida (Savigny 1826). En ambos suelos fueron obtenidos los mismos resultados,
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aunque la remocién de antraceno fue més rapida en el suelo de pastizal que en el
agricola. La remocién mas rapida de antraceno se obtuvo cuando se mezcl6 el suelo
cada 7 dias, y después de 56 dias ya no fue detectado en ambos suelos. El
tratamiento que quedo en segundo lugar de rapidez fue el que incluia la adicion de las
lombrices al suelo. Después de 112 dias de tratamiento en ambos suelos, el
contaminante ya no fue detectado. La aplicacién de materia organica que sirvi6 como
comida para las lombrices, aceleré también la remocion del contaminante. Cuando el
surfactante fue aplicado, Unicamente el 37% del antraceno adicionado fue removido
del suelo, mientras que se disip6 el 62% en el suelo control después de 112 dias. La
aplicacion del surfactante inhibié la remocién del antraceno por los microorganismos
autoctonos del suelo.

La capacidad de la poblacion microbiana para degradar los HAPs no fue un factor
limitante, pero la biodisponiblidad del contaminante si. La biodisponibilidad del
contaminante fue incrementada por la manipulacion del suelo (mezclado) pero no por
el contenido de agua fluctuante. La remocién del antraceno fue mas rapida cuando se
aplicaron lombrices en los dos suelos; sin embargo, el mezclado del suelo fue el mejor

tratamiento. La aplicacién de material organico también fue benéfico para la remocion.



2. Abstract

Different factors control the removal of oil from the ground, such as the contaminant
characteristics, soil properties and microbial population. It is well known that soil
microorganisms are capable of degrading petroleum. The most recalcitrant
components such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) can be removed from
the soils.

This project was divided into two stages. The first was to evaluate the effect of
fluctuations in water and the pollution time on the removal of anthracene at different
soil depths. The second was one comparative study of efficiency in the removal of
anthracene in two soils using various remediation techniques.

In the first stage, it was found that applying a dry cycle-rewet down, accelerated the
removal of anthracene, so it was suggested that the release of small concentrations of
sequestered anthracene was due to fluctuations in the water content, mainly marked
on the surface of the soil layer (Vazquez y col. 2010). Otumba soil was contaminated
with anthracene 500 mg/kg of dry soil. Half of this soil was placed in columns of
different depths and the rest remained incubated for 112 days (old soil). Fluctuations in
water content or soil depth profile did not affect any of the two soils studied (recently
contaminated soil or old). However, the mixed and aerated soil removal anthracene
accelerated soil had been contaminated 112 days with anthracene.

In the second stage, it was monitoring the removal of anthracene in an arable soil
and pasture; soil was mixed regularly added with organic material, a nonionic
surfactant (Surfynol 485) and earthworms (Eisenia fetida (Savigny, 1826). In both soils
were obtained the same results, although the removal of anthracene was faster in the
pasture soil then the arable. The faster removal of anthracene was obtained when soil
was mixed every 7 days, after 56 days was no longer detected in both soils. The
second fastest treatment was that included adding earthworms to the soil. After 112
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days of treatment in both soils, contaminant was not detected. The application of
organic material that served as food for the earthworms also accelerated the removal
of the contaminant. When the surfactant was applied, only 37% of anthracene added
soil was removed, while 62% is dissipated in the control soil after 112 days. The
application of surfactant inhibited removal anthracene by native soil microorganisms.
The ability of the microbial population to degrade PAHs was not a limiting factor, but
the bioavailability of the contaminant itself. Contaminant bioavailability was increased
by manipulation of the soil (mixed) but not by fluctuating water content. Removal of
anthracene was faster when earthworms were used in the two soils; however, the
mixed soil was the best treatment. The application of organic material was also

beneficial for removal.



3. Introduccioén

3.1El suelo

El término suelo se refiere al material exterior poco compacto de la superficie
terrestre, un estrato caracteristicamente diferente del lecho rocoso subyacente. Es la
region en la que se sustenta la vida vegetal y de la cual las plantas obtienen soporte
mecanico y muchos de sus nutrientes (Alexander, 1981). Es un organismo vivo: un
consorcio de células vivas en una matriz organico-mineral (Coyne, 2000).

La matriz del suelo est4 formada por cinco componentes principales: minerales,
aire, agua, materia organica y organismos Vvivos.

Los materiales minerales son los componentes principales estructurales de varios
tamafios, formas y caracteristicas quimicas y constituyen mas del 50% del volumen
total del suelo (Paul y Clark, 1996; Volke y Velasco, 2002). La porcién inorganica del
suelo tiene un notable efecto sobre los habitantes microbianos, debido a su influencia
sobre la disponibilidad de nutrientes, aireacion y retencion de agua (Alexander, 1981).
El aire y el agua juntos ocupan el volumen de los espacios, y usualmente conforman
de 25% a 50% del volumen total. La proporcién relativa de aire/agua fluctlia
considerablemente con el contenido de humedad del suelo (Volke y Velasco, 2002).

El suelo se forma a través de un conjunto de procesos fisicos, quimicos y
biolégicos que tienen lugar sobre el medio rocoso original, produciendo la
meteorizacion del mismo. La meteorizacion es la erosion producida en una roca por
los agentes atmosféricos, los cambios de temperatura y en general, por la intemperie.
Se dice que es de tipo fisico cuando se produce la disgregacion de la roca por
procesos mecanicos que las trituran mediante grietas o fisuras, y se dice que es de

tipo quimico cuando la descomposicién de la roca se produce por procesos quimicos



(disolucién, hidratacién, hidrolisis, carbonatacion y oxidacion) que atacan los minerales
que las constituyen transformandolos en otros (Sabroso y Pastor, 2004).

El proceso de formacion de los suelos sigue un ritmo de crecimiento extremadamente
lento: se ha calculado en 3 cm cada 500 afios; sin embargo, pueden ser destruidos en
algunas horas por accion del viento, lluvia o actividades del hombre (Luna Guido y col.
2002). El suelo es fundamental e irremplazable: éste gobierna la productividad de las
plantas del ecosistema terrestre y mantiene los ciclos biogeoquimicos (mineralizacién
de la materia organica, nitrificacion, fijacion de nitrégeno y oxidacién de metano, entre

otros procesos) (Luna Guido y col. 2002; Nannipieri y col. 2002).

3.2 Fuentes de contaminacion

Segun FAO-PNUMA (1983), la degradacién del suelo se puede definir como todo
proceso que rebaja la capacidad actual y potencial del suelo para producir, cuantitativa
y cualitativamente, bienes y servicios. Aunque se puede producir por causas naturales,
la degradacion del suelo es fundamentalmente la consecuencia directa de su
utilizacion por el hombre, bien como resultado de actuaciones directas, como
actividades agricolas, forestales, ganaderas, agroquimicas y riego, 0 por acciones
indirectas, como son las actividades industriales, eliminacién de residuos, transporte,
etc.

La contaminacion del suelo consiste en una degradacién quimica que provoca la
pérdida parcial o total de su productividad, como consecuencia de la acumulacién de
sustancias téxicas en concentraciones que superan el poder de amortiguacion natural
del suelo y que modifican negativamente sus propiedades (Volke y Velasco, 2002).

La contaminacion del suelo por hidrocarburos (principalmente hidrocarburos del
petroleo) esta presente en todo el mundo. Esto se debe a la gran dependencia del
petroleo como fuente principal de energia, la rapida industrializacion y el crecimiento
de la poblacién. La liberacion de hidrocarburos al ambiente por accidentes o debido a
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las actividades humanas es la principal causa de contaminacion del agua y el suelo.
Los contaminantes del petrdleo usualmente causan disturbios en el equilibrio natural

de las especies vivientes y su ambiente (Pascucci, 2011).

3.3 El petréleo

Los hidrocarburos de petr6leo son contaminantes ambientales de gran
importancia. Con tasas de producciéon de 13.42 millones de metros cubicos de crudo
por dia, su potencial como contaminante del suelo y agua es evidente (Pascucci,
2011).

El petréleo crudo se caracteriza por ser un liquido negro, viscoso y con una
composicién quimica compleja, pudiendo contener miles de compuestos, basicamente
de la familia de los hidrocarburos (Rossini, 1960).

Los hidrocarburos del petréleo pueden ser neurotdxicos para los seres humanos y
animales. Se ha encontrado que afectan la actividad y el desarrollo del cerebro.
También causan otros sintomas mas, incluyendo nauseas, desorientacion, confusiéon
mental, dificultad en el habla y trastornos de la memoria. La exposicion a niveles mas
altos puede causar la debilitacion extrema, pérdida de enderezamiento, coma,
convulsiones y muerte. La exposicion a largo plazo puede causar cambios en la
capacidad neurofisiolégica o psicoldgica, y aumentar el riesgo de cancer de pulmon,
piel y vejiga, asi como tener otros efectos cancerigenos.

Diversos combustibles son el resultado del refinamiento del petréleo crudo. Estos
productos contienen principalmente C (83-97%), H (10-14%), N (0.1-2%), O (0.0005 a
1.5%), S (0.05-6%) y diversos tipos de metales, tales como V, Fe y Cu (<0,1%). Estos
combustibles estan clasificados por dos criterios principales: la estructura del
hidrocarburo (alifatico o aroméatico) y el numero de C en la estructura quimica. Estos
dos criterios afectan a algunas de las caracteristicas de los productos, como el punto

de ebullicion, solubilidad, absorcion y toxicidad (Pascucci, 2011).



La composicion heterogénea entre los diferentes petréleos crudos y productos

refinados influencian el porcentaje de biodegradacion (Leahy y Colwell, 1990).

3.4 Hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPsS) son compuestos organicos con
alto peso molecular, con dos 0 mas anillos aromaticos en su estructura.

Los factores naturales que favorecen la formacion de HAPs incluyen los césmicos,
geologicos y biolégicos. Las fuentes antropogénicas incluyen la produccion de
aluminio, el creosota, el cemento, el asfalto y la industria petroquimica (Tsibart y

Gennadiev, 2013).

Propiedades fisicoquimicas de los HAPs. Son sélidos a temperatura ambiente y su
volatilidad es muy pequefia. Dependiendo de su caracter aromatico, los HAPs
absorben luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico. Son
solubles en muchos disolventes organicos pero muy poco solubles en agua, entre
mayor sea su peso molecular menor sera su solubilidad (Kanay y Harayama, 2000). La
mayoria de los HAPs se fotooxidan. La reaccion de fotooxidacion mas frecuente es la

formacion de endoperdéxidos, que pueden convertirse a quinonas.

Formacion. Los HAPs se forman por pirélisis o combustién incompleta de materia
organica que contiene carbono e hidrégeno (Kanay y Harayama, 2000). A elevadas
temperaturas, la pirélisis de compuestos organicos producen fragmentos de moléculas
y radicales que se combinan para forma HAPs. Los combustibles que forman HAPs

son metano, otros hidrocarburos, hidratos de carbono, ligninas, péptidos, etc.

Produccion y usos. Muchos HAPs pueden obtenerse a partir de alquitran de hulla.
Las sustancias puras no tienen aplicaciones técnicas importantes, salvo el naftaleno y
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el antraceno. Las fuentes comunes de HAPs en el medio ambiente son las naturales y
antropogénicas. Estos son téxicos, mutagénicos y carcinogénicos. Los HAPs pueden
encontrarse casi en todas partes: en el aire, en la tierra y en el agua, procedentes de
fuentes naturales, como los incendios forestales y los volcanes aunque la combustién
de combustibles fésiles es la principal fuente de emisiones de HAPs. Otras emisiones
proceden de la combustién de residuos y madera, asi como los vertidos de petréleo

crudo o refinado.

Riesgos asociados a algunos HAPs. El antraceno es un hidrocarburo aromatico
policiclico que forma antraquinona cuando se oxida y 9,10-dihidroantraceno cuando se
reduce. A pesar de que el antraceno y fenantreno no son dafinos a la salud humana
por no poseer efectos genotdxicos o carcindégenos, han mostrado ser téxicos para los
peces y las algas (Moody y col. 2001). El antraceno es fotosensibilizante. Produce
dermatitis aguda y crénica con sintomas de quemazon, picor y edema, que son mas
pronunciados en las regiones de la piel expuesta. Las lesiones cutaneas se asocian a
irritacion de la conjuntiva y de las vias aéreas superiores. Otros sintomas son
lagrimeo, fotofobia, edema de los parpados e hiperemia conjuntival.

Ambos, antraceno y fenantreno, son usados como substratos modelo en estudios
relacionados a la degradaciéon ambiental de los HAPs, ya que su estructura es
encontrada en los HAPs carcin6genos como el benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, y
3-metilclorantreno (Rasol, 1994).

Debido a sus propiedades mutagénicas y carcinogénicas, 28 HAPs han sido
listados como contaminantes principales por la USEPA (Agencia de Proteccion al
Ambiente de los Estados Unidos) (Gan y col. 2009).

El suelo es un depdsito natural de hidrocarburos. El contenido de HAPs en el suelo
esta fuertemente determinado por su concentracién en la atmésfera, donde los HAPs
pueden estar unidos a particulas o existir en fase gaseosa (Tsibart y Gennadiev,

2013).



El peligro asociado con los HAPs puede ser vencido por el uso de métodos
convencionales, los cuales involucran remocion, alteracién o aislamiento del
contaminante. Aunque otras técnicas involucran la excavacion del suelo contaminado
y su incineracion o almacenamiento. Sin embargo, estas tecnologias son caras y se
necesita del transporte del suelo contaminado.

Sin embargo, la degradacién microbiana es el mejor proceso de degradacion. Se
sabe de la actividad catabdlica de los microorganismos en la biorremediacién. La
degradacion de los HAPs puede ser por bacterias, algas u hongos. Esto involucra el
rompimiento de los componentes orgénicos por la biotransformacién en metabolitos
menos complejos y a través de la mineralizacién en minerales inorganicos, H,O, CO,
(aerdbica) o CH, (anaerdbica). La biorremediacion de un contaminante depende de las
condiciones ambientales, niumero y tipo de microorganismos, naturaleza y estructura

quimica del componente que se va a degradar (Volke y Velasco, 2002).

3.5 Técnicas de remediacion

La remediacion es el conjunto de tecnologias desarrolladas para limpiar y/o
disminuir el contenido de contaminantes (hidrocarburos, metales pesados, etc.) de
diferentes niveles de toxicidad, involucrando metodologias quimicas, fisicas o
biolégicas, con el objetivo de reducir la toxicidad, movilidad o volumen del material

contaminado (USEPA, 2001).

Clasificacion de tecnologias de remediacion
Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, con
base en los siguientes principios: (a) estrategia de remediacion; (b) lugar en que se

realiza el proceso de remediacion, y (c) tipo de tratamiento.
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a) Estrategia de remediacion. Son tres estrategias basicas que pueden usarse
separadas o en conjunto, para remediar la mayoria de los sitios contaminados:

o Destruccion o modificacién de los contaminantes. Este tipo de tecnologias
busca alterar la estructura quimica del contaminante.

e Extraccion o separacion. Los contaminantes se extraen y/o separan del medio
contaminado, aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas (volatilizacion,
solubilidad, carga eléctrica).

e Aislamiento o inmovilizacion del contaminante. Los contaminantes son
estabilizados, solidificados o contenidos con el uso de métodos fisicos o
guimicos.

b) Lugar de realizacién del proceso de remediacion. En general, se distinguen dos
tipos de tecnologia:

e In situ. Son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado, o bien,
los contaminantes son removidos del suelo contaminado, sin necesidad de
excavar el sitio. Es decir, se realizan en el mismo sito en donde se encuentra la
contaminacion.

e Ex situ. La realizacién de este tipo de tecnologias, requiere de excavacion,
dragado o cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado antes de
su tratamiento que puede realizarse en el mismo sitio o fuera de él.

(SEMARNAT, 2002; Volke y Velasco, 2002).
c) Tipo de tratamiento. Esta clasificacién se basa en el principio de la tecnologia de
remediacion y se divide en tres tipos de tratamiento:

e Tratamientos bioldgicos (biorremediacién). Utilizan las actividades metabdlicas
de ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar (destruccion),

transformar o remover los contaminantes a productos metabdlicos inocuos.
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e Tratamientos fisicoquimicos. Este tipo de tratamientos, utiliza las propiedades
fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado para
destruir, separar o contener la contaminacion.

e Tratamientos térmicos. Utilizan calor para incrementar la volatilizacion
(separacién), guemar, descomponer o fundir (inmovilizacién) los contaminantes
en un suelo

(Lépez y col. 2006; Volke y Velasco, 2002).

Biorremediacion

Las tecnologias de biorremediacion ofrecen la ventaja de usar procesos naturales
que se basan en la capacidad de los microorganismos para la biodegradacion del
petroleo mediante procesos metabdlicos o cometabdlicos, transformando los
compuestos téxicos en compuestos secundarios de menor toxicidad e incluso la
mineralizacion de los hidrocarburos totales del petréleo a diéxido de carbono y agua
(Maldonado Chavez y col. 2003).

Las rutas de biodegradacion de los contaminantes organicos varian en funcion de
la estructura quimica del compuesto y de las especies microbianas degradadoras. El
proceso de biorremediacion incluye reacciones de o6xido-reduccion, procesos de
sorcién e intercambio iénico, e incluso reacciones de acomplejamiento y quelacién que
resultan en la inmovilizacion de metales (Volke y Velasco, 2002).

En el caso de que las poblaciones microbianas autdctonas no sean capaces de
biodegradar los compuestos organicos toxicos, se pueden adicionar al suelo
microorganismos especificos que si lo lleven a cabo, un proceso conocido como
bioaumento, esto se logra adicionando microorganismos genéticamente modificados
con genes catabdlicos adicionales especificos para degradar (Ortiz y col. 2007).

Se han descrito una gran variedad de géneros bacterianos degradadores de HAPs

que incluyen: Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Atrhobacter,
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Bacillus, Burkholderia, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Moraxela,
Mycobacterium (Moody y col. 2001), Nocardia, Pseudomonas (Stelmack y col. 1999),
Rhodococcus, Sphingomonas, Streptomyces, Vibrio y Xanthomonas (Haritash y

Kaushik, 2009).

En la Tabla 1 se puede observar el tipo de hidrocarburo degradado por algin género o

especie bacteriano.

Tabla 1. Género o especie bacteriano degradador de hidrocarburos aromaticos

policiclicos.

Género o especie Hidrocarburo Referencia
Rhodococcus, Arthrobacter, Bacilus y Naftaleno, fenantreno y [Plotnikova y col. 2001
Pseudomonas bifenilo

Sphingomonas HAPs \Vifias y col. 2005
Burkholderia y Sphingomonas 9.10-fenantreno Holt y col. 2005

quinona, naftaleno
Mycobacterium parmense, Pseudomonas [Benzo(a)antraceno y Llad6 y col. 2009

mexicana y Sphingobacteriales criseno
Acidovorax Fenantreno Singleton y col. 2009
Mycobacterium sp. HAPs Zeng y col. 2010

Liste y Alexander en el 2002, encontraron que las lombrices son capaces de
asimilar HAPs de la porcion remanente en suelos que no son disponibles por otras
técnicas de extraccién convencionales.

Las lombrices son consideradas como un grupo de invertebrados del suelo. Estas
han sido estudiadas ampliamente en todo el mundo, donde a menudo representan una
parte significativa de la biomasa del suelo, aunque no dominante (Decaéns y col.
2013). Cerca de 3,700 especies han sido descritas hasta el momento.

Las lombrices han sido reconocidas como los ingenieros tipicos de los ecosistemas
y representan un socio excelente para los seres humanos en la gestidn de servicios de

los ecosistemas.
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Se han dividido en tres categorias:

1) Las epigeas, que viven en la hojarasca y producen “casting” (bolo fecal) en la
superficie del suelo, afectando su dureza vy la distribucion de los macroporos.

2) Las anécicas viven en madrigueras verticales, que utilizan como refugios y se
encuentran conectados con la superficie del suelo.

3) Las enddgeas hacen madrigueras verticales u orientadas al azar en el suelo,
aungue son considerados como estructuras temporales, ya que rara vez las
reutilizan.

(Blouin y col. 2013)

Algunas especies degradadoras de hidrocarburos se mencionan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Especies de lombrices degradadoras de hidrocarburos

Compuesto analizado

Especie de lombriz

Efecto

Referencia

Petréleo crudo y derivados
de refineria

E. fetida

Aumento del nUmero de microorganismos en
combinacién con composta y disminucion de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP)

Ceccanti y col. (2006)

Crudo E. fetida Disminucion de crudo Schaefer (2003)
Petréleo E. fetida No se observé ningun efecto Callaham y col. (2002)
Petréleo crudo L. terrestris, A. chlorotica | Incremento microbiano y aumento de la Schaefer y col. (2005)
E. fetida mineralizacién

Petréleo crudo E. fetida Mejora de la estructura y porosidad del suelo. | Stom y col. (2003)

Pérdidas minimas del hidrocarburo
Petréleo crudo L. terrestris, A. chlorotica, |Degradacion de HTP e incremento microbiano | Schaefer y Filser (2007)

E. fetida

Aceite E. fetida Disminucion del contaminante Tomoko y col. (2005)
Fluidos de perforacion E. fetida Disminucion de HTP Getliff y col. (2002)
Asfalteno E. fetida Reduccion de asfalteno y aumento de actividad | Martin-Gil y col. (2007)

de microorganismos en intestino

Mineralizaciéon
HAP L. rubellus Reduccion de HAP Ma y col. (1995)
Fenantreno y fluoranteno
HAP E. fetida Incremento en la disponibilidad de HAP Eijsackers y col. (2001)
Fenantreno y fluoranteno
Fenantreno, antraceno y E. fetida Reduccion del 51%, 100% y 47%, Contreras-Ramos
benzo(a)pireno respectivamente y col. (2006)
Fenantreno, antraceno y E. fetida Reduccion de los 3 HAPs Alvarez-Bernal y col. (2006)
benzo(a)pireno
Benzo(a)pireno E.fetida Reduccién alta Tejada y Masciandaro, (2011)
Fenantreno, antraceno y E.fetida Reduccioén de HAPs sin diferencias entre los Contreras-Ramos y col. (2009)
benzo(a)pireno tratamientos con y sin sustrato
Hidrocarburos E.fetida Para pruebas de toxicidad se requieren de 5-50 | OECD, (2000)

lombrices
HAP E.fetida Para pruebas de toxicidad se requieren 10 Contreras-Ramos y col. (2006,

lombrices

2009)
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Se ha demostrado por diversos investigadores que la biodisponibilidad de
hidrocarburos puede incrementarse por el uso de surfactantes o solventes.

En general, una molécula de surfactante (tensoactivo) contiene en su estructura un
grupo hidréfilo y una o dos partes hidréfobas (Guang-Guo, 2006). La cola hidréfoba,
generalmente, es una cadena de hidrocarburo que actlda para reducir la solubilidad del
tensoactivo en agua, mientras que la cabeza polar tiene el efecto opuesto.

Los surfactantes pueden ser clasificados por la carga i6nica de la parte
superficialmente activa de la molécula. Estos son los surfactantes no idnicos (sin
carga) e iénicos. A su vez, los surfactantes id6nicos pueden clasificarse en catiénicos
(carga positiva), aniénicos (carga negativa) y anféteros (carga positiva y negativa).

Aunque se reconoce que los tensoactivos pueden mejorar la solubilidad y
disolucion de hidrocarburos en suelo, también se han reportado datos contradictorios.
La mejora en la biodegradacién puede ser atribuible a una mayor solubilidad y
biodisponibilidad del sustrato para las bacterias, mejorando su transporte a través de
la pared celular microbiana e incrementando el contacto de las bacterias con el
hidrocarburo.

Los posibles mecanismos de inhibicion incluyen la toxicidad del tensoactivo para el
microorganismo, la absorcién microbiana preferible del surfactante como sustrato y la
inhibicion del contacto directo entre las células y del hidrocarburo por las micelas del
surfactante. La toxicidad de un agente tensoactivo también es dependiente de su

estructura molecular (Jing-Liang y col. 2009).

3.6 Factores que influyen en la biodegradacion de los HAPs

El porcentaje de biodegradacion depende de muchos factores (Rasol, 1994).
Dentro de estos, las caracteristicas del suelo son especialmente importantes para el
éxito de biodegradacién de los hidrocarburos; algunos de los principales factores
limitantes son: textura del suelo, permeabilidad, capacidad de retencion de agua,
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temperatura, contenido de nutrientes y contenido de oxigeno. La textura del suelo
afecta la permeabilidad, el contenido de agua y la densidad aparente del suelo. El
suelo con baja permeabilidad dificulta el transporte y la distribucién de agua, nutrientes

y oxigeno (Concetta y col. 2013; Snezana y col. 2013).

Temperatura

La temperatura rige todos los procesos biolégicos. Cada microorganismo tiene una
temperatura 6ptima de crecimiento y un intervalo fuera del cual el crecimiento se
detiene (Alexander, 1981). A una baja temperatura la viscosidad del petréleo aumenta
y la volatilizaciéon de los alcanos téxicos de cadena corta es reducida, retrasando el
comienzo de la biodegradacion. Los porcentajes de degradaciéon generalmente
decrecen conforme la temperatura baja. Se cree que es el resultado de la disminucion
de la actividad enzimatica. Temperaturas mas altas incrementan la velocidad del
metabolismo de los hidrocarburos, a un maximo, tipicamente, en el intervalo de 30 a

40 °C (Leahy y Colwell, 1990).

Oxigeno

El oxigeno es la variable ambiental principal que controla el porcentaje de
degradacion (Hinchee y col. 1995). El paso inicial en el catabolismo de los
hidrocarburos por bacterias y hongos involucra la oxidacion del substrato por
oxigenasas, para la cual el oxigeno molecular es requerido. Las condiciones aerdbicas
son, por la tanto, necesarias para esta ruta de oxidaciébn microbiana de los
hidrocarburos en el ambiente (Leahy y Colwell, 1990).

La disponibilidad de oxigeno en suelos es dependiente del porcentaje de consumo
del oxigeno por los microorganismos, el tipo de suelo, si el suelo esta inundado y la
presencia de substrato utilizable.

La degradacion anaerébica de los hidrocarburos del petréleo por microorganismos
ha sido demostrada en algunos estudios (Leahy y Colwell, 1990).
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Nutrientes

Aunque el carbén orgénico es el principal constituyente del suministro de alimentos
para los microorganismos, se requiere de nutrientes inorganicos por lo que no es
sorprendente que la flora sea afectada algunas veces por la aplicacion de fertilizantes
inorganicos (Alexander, 1981). Roubal y Atlas reportaron que en sedimentos de lodo,
las adiciones de nitrégeno y fésforo estimulan la degradacién del naftaleno, pero no

del benzo(a)pireno (citado por Hinchee y col. 1995).

Actividad de agua

Los cambios en el contenido de agua en el suelo estan acompafnados por cambios
en el potencial redox del suelo, motilidad y biomasa de los microorganismos y la
disponibilidad y transporte de gases y nutrientes en el suelo (Hinchee y col. 1995).
Cuando la humedad es excesiva, la proliferaciébn microbiana se detiene, no tanto a
causa del exceso de agua, sino principalmente porque dicho exceso limita el
intercambio gaseoso y disminuye el suministro de oxigeno disponible, creando asi un
ambiente anaerdbico (Rasol, 1994). Se ha observado que el contenido de agua en el
suelo afecta la degradacion de los hidrocarburos del petréleo (Hinchee y col. 1995) asi
como el efecto del secado y rehumedecido del suelo favorece la remociéon de

antraceno (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la estructura y contenido de agua sobre la remocion de

contaminantes en el suelo.

Referencia

Aporte

Vazquez Nufiez y
col. 2009

En la parte superior (0-2 cm) la degradacion de antraceno fue mas
rapida. No fue claro si fue por procesos biéticos o abidticos. Las
columnas fueron cubiertas con polietileno negro y transparente con
orificios para permitir la aireacion. Las fluctuaciones de agua fueron
minimas. Se us6 suelo agricola de Acolman. Estado de México. El suelo
se contamind con antraceno, 550 mg/kg ss. Se tomaron muestras de 0-
2,2-8y8-15cm.

Betancur-Galvis y
col. 2006

Dos suelos, Acolman y Texcoco, se contaminaron con Ant, Fen y BaP.
En el suelo salino alcalino de Texcoco el BaP fue mas resistente a la
degradacion. Las caracteristicas del suelo afectaron la degradacion. La
concentracién de antraceno fue removida mas rapido en la capa de 0-2
cm.

Saghir y col. 2007

La biodisponibilidad influenciada por propiedades fisicoquimicas del
suelo, tamafio de particula, arcilla, carbono orgéanico. Suelo de un afio
contaminado con hexaclorobenceno presentd menos remocion y
biodisponibilidad.

Ahmad y col. 2004

Investigaron la biodisponibilidad y degradacién de un pesticida en un
suelo de inmediata contaminacién y otro con 12 afios de contacto. Hubo
Ssecuestro en nanoporos y materia organica. Ampliamente absorbido.

Smit y col. 1998

Propiedades del suelo, factor principal de la influencia de la
biodisponibilidad: el contenido de materia organica y arcilla. El suelo fue
contaminado con ZnCl, por 1.5 afios.

Steinberg y col.
1987

1,2-dibromoetano recién aplicado al suelo es destruido por la poblacion
autoctona mas rapido en comparacion con suelos de 19 afios de
contaminacion.

Salinidad y pH

En ambientes marinos, la salinidad parece tener un efecto significante sobre la

degradacion microbiolégica de los HAPs (Rasol, 1994).

Las condiciones altamente acidas o alcalinas tienden a inhibir a muchas bacterias

comunes, ya que para la mayoria de las especies el Optimo esta cercano a la

neutralidad. Mientras mayor es la concentracion de iones hidrégeno, el tamafio de la

comunidad bacteriana generalmente es menor (Alexander, 1981).

Algunas bacterias y hongos crecen mejor a un pH cercano a la neutralidad. El pH

extremo en algunos suelos tiene una influencia negativa sobre la capacidad de las

poblaciones microbianas para degradar los hidrocarburos (Leahy y Colwell, 1990).
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Se sabe que algunos microorganismos participan en la degradacion vy
destoxificacibon de HAPs en los ecosistemas terrestres y acuaticos. Ambos
microorganismos, procariotas y eucariotas, tienen la habilidad para metabolizar los
HAPs via dioxigenasa, monooxigenasa o0 en reacciones catalizadas por la peroxidasa
(Rasol, 1994).

La degradacion por los hongos lignoliticos se produce por enzimas extracelulares.
Los sistemas lignoliticos consisten de tres principales grupos de enzimas: lignino
peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso y fenoloxidasas (lacasas,
tirosinasas). Las enzimas son activas a diferentes temperaturas, la mayoria tiene su
actividad éptima a condiciones mesofilicas.

Las caracteristicas fisicas del suelo, ademas de afectar la remocion de los HAPs,
también intervienen en su biodisponibilidad (Song y col. 2006; Stokes y col. 2006). Los
HAPs son secuestrados en el suelo y fijados en la matriz, estabilizados fisicamente
dentro de los agregados o reaccionando con la materia organica del suelo haciéndola
inaccesible para los microorganismos (Yang y col. 2010).

La biodegradacion puede ser seriamente afectada por el tiempo de contaminacion y

por un incremento en la sorcion ( Snezana y col. 2013; Tsibart y col. 2013).
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4. Justificaciéon

Los derrames de petréleo y sus derivados en el mundo, han provocado una severa
contaminacién del suelo y de los cuerpos de agua. Estos compuestos son téxicos para
los seres vivos ya que son mutagénicos y carcinogénicos y tienen un amplio efecto

sobre las propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo.

En la actualidad hay un interés creciente por los métodos de recuperacion
biolégicos, ya que prometen tecnologias mas sencillas, mas baratas y mas
respetuosas con el medio ambiente que otros tratamientos. Sin embargo, la eficacia de

los tratamientos de biorrecuperacion esta todavia por comprobarse.

El suelo contaminado con antraceno servird para estudiar el efecto de los factores
(humedad y, oxigeno) que controlan la remocién de los hidrocarburos, asi como

determinar el mejor método de remediacion (biorremediacion o quimico).
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5.- Hipotesis

1.- El secado-rehumedecido del suelo y el tiempo de contaminacién afectaran la
remocion del antraceno a diferentes profundidades.

2.- Las tecnologias de remediaciéon, como el uso de lombrices y surfactantes, seran
mas eficientes en la remocién del antraceno en comparacion con el uso exclusivo de

los microorganismos autéctonos del suelo.

6. objetivos

Objetivo general

1.- Evaluar el efecto de las fluctuaciones de agua y el tiempo de contaminacién sobre
la remocién y biodisponiblidad del antraceno a diferentes profundidades del suelo.

2.- Realizar un estudio comparativo de la eficiencia en la remocién de antraceno

usando diferentes técnicas de remediacion.

Objetivos especificos

1.- Analizar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas del suelo, pH, CRA, CE,
Humedad, Textura, C y N total.

2.- Determinar si las fluctuaciones de agua y el tiempo de contaminacion afectan la
remocion del antraceno en tres diferentes capas y profundidades del suelo.

3.- Determinar la técnica de remediacion (surfactante, lombrices, materia organica,
mezclado y microorganismos autéctonos del suelo) més adecuada para la remocion

de antraceno en diferentes suelos.
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7.- Materiales y métodos

7.1 Productos quimicos utilizados
El antraceno con una pureza >98% se obtuvo de Sigma-Aldrich (USA). La acetona
con una pureza >99.7% y el n-butanol con pureza >99.4% se obtuvieron de J.T. Baker

(USA).

7.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

7.2.1 Determinacion de pH

a) Se pes6 1 de suelo

b) Se disolvi6 en dos volimenes de agua destilada y se mantuvo la solucién en
agitacion.

c) Se introdujo el electrodo y se tomé lectura cuando se mantuvo constante.

(Thomas, 1996).

7.2.2 Humedad
a) Se peso6 10 g de suelo en las condiciones en que se tomd la muestra.
b) Se puso a secar durante 24 horas a 100° C.

c) Se pes6 nuevamente la muestra de suelo.

% Humedad = (W1-W2)/W1)*100

W1: Peso inicial del suelo

W2: Peso seco final del suelo
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7.2.3 Capacidad de retencién de agua

a) Se peso 25 g de suelo

b) Se coloco el suelo en un cono de papel filtro Whatman No. 42 dentro de un embudo.
El papel filtro se peso previamente.

c) Se agreg6 agua destilada hasta saturar el suelo completamente y se dejo escurrir
por 24 horas.

d) Tanto las muestras de suelo como los conos de papel filtro se pesaron nuevamente.

CRA = M1/M2

M1: Peso de agua en el suelo saturado

M2: Peso de suelo seco

7.2.4 Textura

Se determiné mediante el método gravimétrico de Bouyoucus, cuyo principio se
fundamenta en la separacion de las particulas presentes en el suelo en funcion del
tamafio y el tiempo de sedimentacion.
a) Se peso 40 g de suelo tamizado y se colocé en el recipiente homogeneizador.
b) Se agregaron 100 mL de agua destilada y 10 mL de hexametafosfato de sodio 1 N
como agente dispersante.
c) Se dejaron reposar durante 5 min y después se agité durante otros 5 min en el
homogenizador.
d) Todo el contenido se coloc6 en una probeta de 1 L cuidando de no perder suelo.
Después se completd el volumen con el hidrémetro dentro.
e) A cada lectura efectuada se tomo la temperatura de la suspension con el fin de
obtener el factor de correccion.
f) La primera lectura se realiz6 a los 49 s y la segunda 2 horas después de la primera
lectura.
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%Particulas = 100-(pn+FC)*100

pn: Densidad de la mezcla (g/L)

FC: Factor de conversién por temperatura

7.2.5 Carbono

Se utilizé un analizador semiautomético de carbono orgénico, Total Organic Carbon
(TOC-Vcesn) Shimadzu, usando el método de oxidacién de carbono por combustion a
alta temperatura, donde la muestra preparada sufrié una combustién a 1,350° C en
una atmésfera rica en oxigeno. Todo el carbono presente se convierte en CO, y éste
fluye a través de tubos lavadores de gas para eliminar las interferencias, tales como
cloro gaseoso y vapor de agua. El CO, se mide usando un detector infrarrojo.
a) Se peso 1 g de suelo seco.
b) Se coloco6 el suelo en un recipiente de porcelana mantenido a peso constante y
cubierto con una capa fina de vidrio.
c) Se ejecuto el protocolo de incineraciéon de la muestra. Esta operacion se realizé en
el moédulo Solid Sample que esta acoplado al TOC-Vcsn.
d) Se relacioné el valor con los valores obtenidos de la curva estandar determinada

con concentraciones conocidas de carbono, usando diferentes masas de glucosa.

COT=CT-CIT

COT: Carbono organico total (g)

CT: Carbono total (g)

CIT: Carbono inorgéanico total (g)

(SHIMADZU, USA)
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7.2.6 Nitrégeno Total
Se utilizo el método de digestion acida de Kjeldhal.
a) Se peso6 1 g de suelo proveniente de una muestra homogeneizada, colocandola en
un recipiente Kjeldhal de vidrio.
b) Se agregaron perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g de
sulfato cuprico y 20 mL de acido sulfarico concentrado.
c) Se coloco el recipiente Kjeldhal en el equipo, incluyendo la trampa de absorcion
(solucién de hidréxido de sodio al 15%).
d) Se calent6 hasta ebullicion obteniendo una solucién transparente. Se mantuvo
durante 20 min mas.
e) Se dej6 enfriar y se agregaron 200 mL de agua destilada
f) La muestra se colect6 y prepar6 para la destilaciéon agregando 100 mL de NaOH al
30%.
g) Se destil6 no menos de 150 mL en un matraz con tubo colector cuyo extremo
estuvo sumergido en refrigerante. El matraz contenia:
1) 50 mL de solucién de H,SO,4 0.1 N, 4-5 gotas de rojo de metilo al 1% y 50 mL de
agua destilada. Se asegur6 un exceso de H,SO, para realizar la retrotitulaciéon. Se

tituld el exceso de acido con NaOH 0.1 N hasta un color amarillo.

Nt en %= (A.N1-B.N2)* 0.014*100

M

A: Volumen de la solucion de H,SO, empleando en la recoleccién del amoniaco
destilado.

N1: Normalidad del H,SO,

B: Volumen de la solucién de hidréxido de sodio empleando en la neutralizacion de la
solucion de H,SO,

N2: Normalidad de la solucién de NaOH 0.1N
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M: Masa de la muestra en gramos.
Miliequivalentes del nitrégeno (0.0014).

(Bremner 1996).

7.3 Tratamientos de suelo, condiciones en el invernadero y muestreo
El suelo fue previamente tamizado con el propésito de eliminar raices y hojas, asi
como diseminar los agregados existentes para contar con un suelo homogéneo y con
caracteristicas adecuadas para la realizacion del estudio. Se permitié sélo el paso de

particulas menores de 5 mm.

El trabajo de tesis se dividié en dos etapas:

Etapa |. Evaluacion del efecto de las fluctuaciones de agua y el tiempo de
contaminacion sobre la remocidn del antraceno a diferentes profundidades del

suelo.

7.4 Muestreo del sitio y colecta

El suelo fue colectado en Otumba, Estado de México, (N.L. 19°42 ', W.L. 98°49").
Los detalles del sitio de muestreo se pueden encontrar en Méndez-Bautista y col.
(2010). Este tiene una altitud promedio de 2349 msnm y una temperatura subhtiimeda,
con un promedio anual de 14.8° C y una precipitacion anual promedio de 577 mm,

principalmente de junio a agosto (http://www.inegi.gob.mx). El suelo es arenoso

arcilloso con un pH de 7.6, CE de 1.15 dS m™ y un contenido de carbono organico de
7.2 g C kg™. El 4rea es cultivada principalmente con maiz y otros granos, recibiendo

una cantidad minima de fertilizantes inorganicos (http://www.inegi.gob.mx).
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El suelo fue muestreado al azar, a una profundidad de 0-15 cm de cinco sitios de

aproximadamente 0.5 Ha.

7.5 Establecimiento de la dinamica

El suelo previamente contaminado con 500 mg de antraceno/kg de suelo seco se
adicion6 a tubos (20 cm diametro) de cloruro de polivinilo (PVC) de tres longitudes
diferentes. Un primer grupo de tubos de PVC de 60 cm se llend con 6 kg de suelo para
tener una capa de 20 cm de longitud. Un segundo grupo de tubos de PVC de 60 cm se
llené con 3 kg para tener una capa de 10 cm y un tercer grupo de tubos de PVC de 10
cm se llené con 1.5 kg para tener una capa de 5 cm.

Las columnas fueron sometidas a dos tratamientos:

1) Tratamiento con luz, que se funddé en mantener el suelo de la columna
expuesto a fotoperiodos y aireacién normales. La parte superior de la columna
no se cubrio favoreciendo la pérdida de la humedad, facilitando el secado de la
parte superficial del suelo y la formacion de microagregados.

2) Tratamiento en oscuridad, que consistié en someter al suelo a condiciones de
oscuridad, manteniendo la humedad del suelo constante y la aireacion
moderada. Esto se consiguié colocando un papel aluminio con perforaciones

de 0.3 cm en la parte superior de la columna.

Las columnas con suelo fueron puestas en el invernadero. Después de 1, 3, 7, 14,
28, 56 y 112 dias, una muestra de suelo fue tomada de la capa de 0-5 cm de cada una
de las columnas (tres muestras), de 5-10 cm (dos muestras) y de 10-20 cm de
profundidad (una muestra). Cada muestra de las diferentes capas de suelo fue

analizada por la extraccion del antraceno con un método exhaustivo y con n-butanol.
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El procedimiento experimental descrito arriba también fue aplicado al suelo que fue
almacenado por 112 dias (suelo viejo).

De acuerdo a los resultados obtenidos con el suelo viejo, donde al final de la
dindmica ya no se detectd antraceno en el suelo, surgié la duda del porqué de ese
comportamiento. Para probar la hipétesis de que simplemente el mezclado del suelo
tuvo un efecto importante sobre la remocién del antraceno, se realiz6 un estudio
adicional con 4 tratamientos.

El suelo se contamind con 500 mg de antraceno/kg de suelo seco, y se colocaron
15 g en frascos de 120 mL.

El primer tratamiento consisti6 en mezclar el suelo cada 7 dias por 2 minutos; el
segundo tratamiento en mezclar el suelo cada 14 dias; el tercero en mezclarlo cada 28
dias; y el dltimo fue el tratamiento control en el cual no se realiz6 ningin mezclado.
Los frascos fueron colocados en jarras de 1 L con 10 mL de agua destilada para evitar
la desecacion del suelo, ademas se colocaron viales con 20 mL de NaOH 1M para
atrapar el CO,.

Los frascos fueron incubados durante 112 dias. Se tomaron muestras los dias 0, 1,
3, 7, 14, 28, 56, y 112. Cada semana todas las jarras fueron abiertas y aireadas

durante 5 minutos para evitar condiciones anaerdbicas.

Etapa Il. Estudio comparativo de la eficiencia en la remocién de antraceno en

dos suelos, usando diferentes técnicas de remediacion

7.6 Muestreo del sitio y colecta

En este estudio se usaron dos suelos. El suelo agricola fue obtenido de Otumba
(mencionado anteriormente) y el segundo fue un suelo de pastizal colectado de
Juchique de Ferrer (Estado de Veracruz, México) (L.N. 19° 50’, L.O. 96° 42’). El clima
en el sitio de muestreo es caliente con una temperatura promedio anual de 25° C. Este
sitio es caracterizado por abundantes precipitaciones en verano y otofio con un
promedio de 1000 mm/afio. El suelo fue areno arcilloso con un pH de 5.9y CE de 1.0
dS/m. Tuvo un contenido de carbono organico de 13.2 g C/kg, un tamafio de
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distribucion de particula de 721 g/kg de arena, 42 g/kg de arcillay 237 g/kg de limo. La
CRA fue 1130 g/kg de suelo.

El suelo se muestre6 al azar de una capa de 0-15 cm de cinco sitios de
aproximadamente 0.5 Ha. Un total de 10 muestras de suelo fueron obtenidas (cinco

réplicas de dos suelos).

7.7 Establecimiento de la dindmica

Se contaminaron 100 kg de cada suelo con 500 mg de antraceno/kg de suelo seco.
Se aplicaron cinco diferentes tratamientos. El primero fue el tratamiento control, donde
Unicamente el suelo se mantuvo en la columna sin modificacion. El segundo
tratamiento consisti6 en el mezclado del suelo cada siete dias durante 10 min, el
tercero fue la adicién 60 g de materia organica (zanahoria) cada dos semanas a la
columna. En el cuarto se colocaron dos lombrices adultas de E. fetida al suelo, cada
una de ellas tuvo un peso de 0.35 g con el clitelo desarrollado. Las lombrices fueron
alimentadas con 60 g de zanahoria cada dos semanas. Y el quinto tratamiento fue la
adicion de un surfactante (Surfynolg 485) al suelo; se le agregd 24.9 g de

surfactante/kg de suelo seco.

Los tratamientos quedaron de la siguiente forma:
Tratamiento 1: Suelo + Acetona + Antraceno
Tratamiento 2: Suelo + Acetona + Antraceno + Mezclado
Tratamiento 3: Suelo + Acetona + Antraceno + Materia organica
Tratamiento 4: Suelo + Acetona + Antraceno + Materia organica + Lombriz

Tratamiento 5: Suelo + Acetona + Antraceno + Surfactante

Doscientas sub-muestras de 500 g de cada suelo (Otumba y Juchiqué) se
colocaron en tubos de cloruro de polivinilo (PVC) de 10.5 cm de diametro y 20 cm de

30



longitud, para al final tener una capa de 10 cm de suelo. Las columnas de PVC se
cubrieron con papel aluminio perforado para limitar la evaporacion.

Después de 1, 3, 7, 14, 28, 56 y 112 dias, se tomaron 20 g de suelo de cada
tratamiento para realizar la extraccion de antraceno con un método de extraccion

exhaustivo (Song y col. 1995).

7.8 Anélisis quimico del suelo

La concentracién de antraceno en el suelo se analiz6 usando un método de
extraccion exhaustivo ultrasénico desarrollado por Song y col. (1995). Se mezclaron
1.5 g de suelo de muestra con 3 g de sulfato de sodio anhidro para formar un polvo
fino. Posteriormente se colocaron en un tubo pyrex con 5 mL de acetona. Los tubos se
agitaron mecanicamente en “vortex” por un minuto y después se pusieron en un bafio
de sonicacién a 35-40° C por 20 minutos. Los extractos se separaron del suelo por
centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos. Este procedimiento se repitié tres veces.
Los extractos se combinaron, evaporaron y disolvieron en 2 mL de acetona.

La biodisponibilidad del antraceno en el suelo se determind usando una extraccion
no exhaustiva con n-butanol (Listen y Alexander 2002). Los 10 g de muestra del suelo
se extrajeron con 15 mL de n-butanol y se agitaron por 5 min. EIl suelo mezclado con
n-butanol se reposé por 20 min y se centrifugd a 3000 rpm por 10 min. El
sobrenadante se decant6 y evaporé en oscuridad a temperatura ambiente por 48
horas. Se agregaron al residuo 2 mL de acetona y se analizé para determinar
antraceno.

Se us6 una solucién de n-butanol con una concentracion conocida de antraceno
para determinar la cantidad de antraceno que se perdié durante el procedimiento de
cada dia de muestreo. Aunque la cantidad de antraceno perdida durante el
procedimiento fue menor al 2%, los datos reportados se ajustaron para esas pequefas
pérdidas.
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Por cada tubo se tomé una alicuota de 2.0 yL para analizar el antraceno en un
cromatografo de gases Hewlett-Packard 4890-D GC (USA) con un detector de
ionizaciéon de flama. Se usé una columna HP-5 de Hewlett Packard (USA) con longitud
de 15 mm, diametro interior de 0.53 mm y grosor de pelicula de 1.5 ym. Para separar

el antraceno se usé como acarreador el gas He, la velocidad de flujo fue de 7 mL min

1

8.- Analisis estadistico
Las diferencias significantes entre los tratamientos y las capas para la
concentracion del antraceno que se determinaron con la técnica exhaustiva y n-

butanol se analizaron usando PROC MIXED.

9.- Resultados y discusion

Etapa |. Evaluacion del efecto de las fluctuaciones de agua y el tiempo de
contaminacion sobre la remocién del antraceno a diferentes profundidades del

suelo.

Con respecto al suelo recién contaminado, la remocién del antraceno no fue
afectada significativamente por las capas, profundidad del suelo y fluctuaciones en el
contenido de agua durante la dindmica. La remocién del antraceno fue mas rapida al
inicio y a la mitad del tratamiento, no encontrandose alguna diferencia entre los dos
tratamientos, el abierto y el cerrado.

Después de los 112 dias, 66% del antraceno originalmente adicionado fue
removido del suelo, y solamente 18 % del antraceno adicionado fue recuperado con n-
butanol.
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La mayor remocioén ocurrid en los primeros 28 dias en el suelo recién contaminado
(columnas abiertas), y a los 112 solamente dos terceras partes del antraceno
adicionado se removieron del suelo.

En la dindmica con el suelo viejo (el que fue almacenado por 112 dias), solo 31%
del antraceno adicionado originalmente se removié del suelo, y solo 52% de los 500
mg de antraceno adicionado al suelo se extrajo con n-butanol.

En el tratamiento con las columnas abiertas, a partir del dia 28, el antraceno en
algunos casos ya ho se detectd con la técnica exhaustiva ni con la de n-butanol. Y al
dia 56 practicamente el antraceno se removi6 del suelo.

La manipulacion y el mezclado del suelo viejo, aceleraron la remocion del
antraceno. El suelo viejo con una edad de 112 dias no fue trastornado durante su
incubacion, y después de 112 dias de envejecimiento, Gnicamente se removio 40% del
antraceno adicionado.

Sin embargo, la manipulacion, el mezclado, y la adicion a las columnas de PVC del
suelo viejo, indujeron una remocion inmediata de antraceno que fue similar al recién
contaminado. Todo el antraceno detectado al tiempo 0 (304 mg de antraceno/kg de
suelo seco), fue removido después de 56 dias.

El descenso de contaminantes en el suelo ocurri6 mas rapido dentro de los
primeros dias de contaminacion (Betancur-Galvis y col. 2006). Kastner (1999), reporto
que 20% del antraceno adicionado al suelo se disipé dentro de los primeros 30 dias, y
solamente 24% en los siguientes 146 dias.

Se cree que la mayoria del antraceno fue biodisponible en los primeros dias de
incubaciéon y por lo tanto fue degradado por los microorganismos. Reichenberg y
Mayer (2006), sugieren que la biodisponibilidad de los contaminantes depende de dos
factores, de la biodegradabilidad y/o la bio-accesibilidad. Por otro lado, el secado-
rehumedecido del suelo liberd el contaminante inicial, provocando un incremento en la

bio-accesibilidad.
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En un previo experimento de Vazquez Nufez (2009), el secado-rehumedecido del
suelo acelero la remocién del antraceno en la capa de 0-2 cm, en comparacion a las
capas mas profundas.

La técnica con n-butanol se considera relacionada a la biodisponibilidad. Sin
embargo, en el experimento reportado aqui estas relaciones son cuestionables. La
cantidad de antraceno extraido con n-butanol o la parte biodisponible decrecié en
menor proporcion a la cantidad removida del suelo. Con estos resultados se asume
que las caracteristicas del suelo como el contenido de arcilla y/o materia organica
afectaron la extraccion con n-butanol.

La teoria de que el mezclado del suelo acelerd la remocion del antraceno fue
confirmada. Reafirmamos que los microorganismos del suelo son capaces de remover
el antraceno y que la biodisponibilidad del contaminante afecta ésta disipacion. Con el
simple mezclado del suelo se incrementd la biodisponibilidad del antraceno. La
cantidad de antraceno extraido con la técnica exhaustiva fue similar en los diferentes
tratamientos, excepto en el dia 7. Del dia 14 en adelante, el antraceno extraido fue
menor en el suelo que se mezcl6 cada 7 dias en comparacion a los otros tratamientos.
Y a partir del dia 28, el antraceno ya no se encontrd en el suelo mezclado cada
semana. Después de 56 dias el antraceno ya no se detect6 en el suelo que se mezcld
cada 14 dias. Después de 56 dias, en el suelo mezclado cada 28 dias, la
concentracion de antraceno fue significantemente mas baja que en el suelo que nunca
se mezcld, y en el dia 112 ya no se detecté antraceno en el suelo. En el suelo que
nunca se mezcld, 210 mg de antraceno/kg de suelo seco aun fueron detectados a los
112 dias.

El mezclado alteré las propiedades fisicas y quimicas del suelo, rompiendo los
agregados, redistribuyendo la humedad en el suelo, y exponiendo el carb6n organico y
los nutrientes, con lo cual se estimul6 la actividad microbiana (Doran 1982; Melope y

col. 1987).
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Etapa Il. Estudio comparativo de la eficiencia en la remocion de antraceno en

dos suelos, usando diferentes técnicas de remediacion.

La concentracion de antraceno disminuyd en ambos suelos, el agricola y el de
pastizal. Esta se llevo a cabo en las primeras semanas de incubacion.

Se sabe que la aplicacién de surfactantes acelera la remocion de HAPs en el suelo,
pero no siempre. En el estudio reportado aqui, el surfactante inhibi6é la remocién del
contaminante. Al final de la dinamica, aln se detect6 el 60% de antraceno en el suelo.
Existen varios reportes donde indican que la biodegradacion de los HAPs en la
presencia de surfactantes sintéticos se inhibe. Diferentes procesos pueden explicar
este comportamiento. Primero, el surfactante puedo haber inhibido la actividad
microbiana en el suelo o pudo haber disminuido la biodisponibilidad del antraceno
(Chen y col. 2000). Segundo, pudo presentarse una competicion entre las fuentes de
carbono debido a una mayor biodegradabilidad del surfactante en comparacion al
contaminante, y por lo tanto se inhibié la degradacién del contaminante (Makkar y
Rockne, 2003). Tercero, el surfactante pudo incrementar la biodisponibilidad del
contaminante y éste al ser liberado inhibié la actividad microbiana (Christofi y Ivshina,
2002).

La aplicacién de material organico redujo la concentracién de antraceno en ambos
suelos, en comparacion al tratamiento control. Después de 112 dias, Unicamente 17 y
88 mg de antraceno/kg de suelo seco se encontraron en el suelo de pastizal y en el
agricola, respectivamente. Creemos que la actividad microbiana del suelo fue
estimulada por la aplicacién del material organico (Tejeda, 2009). La materia organica
es un contribuyente importante en la biodegradacién, ya que ésta proporciona
nutrientes y substrato de carbono para la biomasa microbiana. Ademas, la elevada
actividad microbiana libera enzimas que podrian participar en la degradacion de los

contaminantes del suelo.
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La concentracion de antraceno se redujo drasticamente en el suelo mezclado, y al
dia 56 el contaminante ya no fue detectado. Al parecer el simple mezclado del suelo
incremento el contacto entre el contaminante y los microorganismos. El aumento de la
disponibilidad del antraceno combinado con la capacidad de los microorganismos
autoctonos para metabolizar el contaminante, condujo a una disminucion casi lineal del
antraceno en el suelo.

En el tratamiento con lombrices también se encontré una alta disminucién, sin
embargo aun se detecté antraceno en el suelo después de 56 dias. Después de 112
dias, sin embargo, ya no fue detectado antraceno en el suelo. La capacidad de las
lombrices para acelerar la eliminacién de los HAPs del suelo estd bien documentada
(Schaefer y Filser, 2007; Tomoko y col. 2005). Las lombrices excavan, mueven, airean
y mezclan el suelo, y de esa forma aumentan el contacto entre los microorganismos y
el contaminante (Ceccanti y col. 2006; Chaudhuri y col. 2012; Schaefer y col. 2005).
Por consiguiente, la actividad microbiana se estimula y acelera la eliminacién del
contaminante. Rajiv y col. (2008), menciona que las lombrices también tienen un
efecto sobre la estructura de las comunidades bacterianas y fungicas cuando pasan el
suelo a través de su intestino, lo que podria aumentar la eliminacién del contaminante.

Tanto la aplicacion de lombrices y el mezclado del suelo, son técnicas viables para
eliminar los HAPs como el antraceno. Sin embargo, el costo de utilizacion de las
lombrices y la dificultad de mezclar un suelo de manera adecuada en el campo,
podrian ser una limitante de las dos técnicas. Por un lado, las lombrices necesitan un
ambiente estable, sin temperaturas extremas, preferentemente cercano a la
neutralidad y humedad suficiente. También tienen que ser alimentadas con el fin de
mantener o aumentar su actividad. Por otro lado, puede ser dificil mezclar un suelo a
fondo, y mas en condiciones de campo. Sin embargo, la mezcla del suelo semanal y el
mantenimiento de un contenido de agua adecuado, podria ser la manera menos
costosa para remediar un suelo contaminado con hidrocarburos policiclicos
aromaticos.
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10.- Conclusiones

No hubo una diferencia significativa en la remocién del antraceno relacionado a las
capas, profundidad del suelo y fluctuaciones en el contenido de agua durante la
dindmica. Tampoco se encontrd alguna diferencia entre los dos tratamientos, el abierto
y el cerrado.

La capacidad de la poblacion microbiana para degradar los HAPs no fue un factor
limitante, pero la biodisponiblidad del contaminante si. La biodisponibilidad del
contaminante fue incrementada por la manipulacién del suelo (mezclado) pero no por
el contenido de agua fluctuante. La cantidad del contaminante que fue extraido con n-
butanol no fue correlacionada con la cantidad de HAPs removidos del suelo, vy
tampoco fue relacionada a su biodisponibilidad en el suelo.

La remocion del antraceno fue mas répida en el suelo de pastizal que en el
agricola, y la aplicacion de lombrices en los dos suelos aceleré su remocion; sin
embargo, el mezclado del suelo fue el mejor tratamiento. La aplicacion de material
organico también fue benéfico para la remocién. El surfactante no iénico inhibié la

remocién del contaminante del suelo.

11.- Recomendaciones
- Identificar las poblaciones microbianas (bacterias) que participan en la remocion de
antraceno al aplicar las cinco diferentes técnicas de remediacion, en los suelos
agricolas y de pastizal.
- Comparar las comunidades microbianas presentes en los dos suelos contaminados

con antraceno sometidos a los cinco diferentes métodos de remediacion.
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Anexos

Se anexan los articulos publicados de las dos etapas del trabajo:
1. “Removal of anthracene from recently contaminated and aged soils”. Water Air
Soil Pollut. (2013). 224:1420.
2. “Mixing of anthracene-contaminated soil: A simple but efficient remediation

technique?” Ecotoxicology and Environmental Safety. 2013 (96) 238:241.
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Abstract Remediation of anthracene from spil was
faster in the topsod than in the lower layers, Tt was
mist ¢lear whether this was due & higher anthracene
bipavailability or an increased microbial degradation
in the topeoil layer Therefore, an arable soil was
contaminated with 500 mg anthracene kg ' dry soil,
and its removal was monibored with anoedvaustive
technique and with a-bumnol i determine its bioavail-
ability in thiee layers Additonally, part of the con-
taminaied w0il was siored aerobically for 112 days
{oonsidered the agod soil), and the anthracense was
moniinred thereafier. A fter 112 days, 360 mg anthra-
cene kg ! was removed from fhe sol, but its dissipa-
tion was mot affected by the layer, depth, and
flucthustions i water content or the nteraction be-
tween. In the aged so0il stored for 112 days, only
170 mg anfiracene kg © was removed. In the subse-
quent e ubation of the aged sedl, 273 mg anthracene
kg ' was removed within 28 days, and after 112 days,
nd conmminant was detectable in de spil. An addi-
tipnal experiment confirmad the hypothesis that sim-
ply mixing the soil accelerated the remowval of
anthracene. Miting the soil every 7 days removed all
anthracene from the soil within 28 days, while in the
undisturbed soil, 301 mg mthracene kg " was stil
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extractable. It can be concluded that mixing the sod
acceleraied the removal of anthracene, but T teations
in waker content did not. The anthracene extracted
with a-butanl was not related to the amount removed
and 5 thus ot & good indicaior of bicavailability of
anthracene in s,

Keywords Dirying and wetting of snil - Exhaustive
eavtrac tion techmigue - n- Butanol - Soi profile - Soil
TXiTE

1 T troed e thom

Different factors control the removal of hydoca fsons
from =0il (ie, soil properies, charactenistics of the
contaminant, and the s0il microbial population)
(Chung and Alexander 2002; Stroud et al. 2007). Tt
is well kovown that sod micreprganiams are capable of
degrading petrolewm {(Van Hamme ot al. 2003;
Haritash and Eaushik 200%). Even the most recalei-
trant components, such as polycyclic aromatic hydno-
carbsons { FAHs), are removed from soil (Haritssh and
Eaushik 2008 ). However, e more complex the PAH
is (Le., the higher the number of aromatic rings), the
lower its removal ke from soil (Stowd o al 20070
For instance, phenanthrens, a three aromatic-ring
PAH, is removed fasier from soil than benzolalpyrens
which has five aromatic rings (Stowd o al, 2007,
Orweghaor ot al. 20010). Extreme =il conditions, suwch
& low or high pH or extreme salt or heavy metal

&) Spcinger
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content, and lack of nutrients {e.g, ™ or P) might
inhibit microbial activity and conseguenthy the remowy-
al of PAHs from s0il However, even in an N-depleed
=0il with a high pH and high electmlytic conductivity,
anthracens, phenantrene, and benzolajpyrene remoy-
al was not impoded (Betancur-Galvis et al. 2006)

Snil chamcierstics are ako known to affect te
bicavailbiity of FAHs and thus their removal from
wpil (Chumeg and Alexamder 2002). PAHS are known to
be soguesiered in s0il as they are fixed on the an
matrix, physically smbilized within soil aggregaies, or
react with 2oil organic material making them naocees-
sible for s0il microorganiams (Swindell and Feid
2, Yang et al. 20000 As such, aging of contami-
maded s0il might reduce the amount of e polutant
and will limit its remowval from 2ol (Whike et al. 1900,
Mam and Alescander 208017,

In a previous sudy, it was found that applying &
drying—we tting cycle to 20il acceleraied the removal of
anthracens from the (—2-cm layer compared to the 2—
| 2- amd 12-22-¢cm layers (Vizguez-Mifez et al.
2009, Tt was speculated that fluchsations in water
conient, most accentuated in the iopsoil lyer, liberat-
ed some of the sequestered snthracene from sod,
thereby stimulating its remowval. If thiz hypothesis is
comact, then the bicavailability of the contaminsant
will e highse s when the water content fluchsied freely
than when it did not. To test this hypothesis, soidl
columns were contaminated with anthracene, left to
age or not while the spi water conient was allowed to
fhecuaie or was kept constant The concentration of
anthracene was messured with an exhsustive tech-
migue i determine its removal (Song et al. 1995)
and with a non-sdhaustive exraction method & doter-
mine its Wioavailability (Liste and Aleosnder 204002),
The objective of this resesrch was to debemuine (1) if
anthracene extracied with a-butanol comelated well
with its removal from soil, (2) if fluctheatng waier
content affected the disspation of anthracens from
w0il, and (3] ifaging of the soil affected the dissipation
of the contaminant in different soi layers.

1 Materials and Methisds
2.1 Chemicals Thsed

Anthmeme with purity =98 % was obtained from
Sigma-Aldrich (USA). Acetone with purity =997 %

£ Spmnge

amedd a-butanol with purity =994 % wene ohtained from
LT Baker (LISA).

22 Sampling Site, Colloction, and Charse terization
of Sail

S0il was collected in Ovumba, State of Mexico,
Mexico (ML 19°42°, WL 98°4%"). Demils of the sam-
pling site can be found n the study of hMéwdez-
Bautizta et &l (2010 Soi was sampled at random by
augering the (—15-cm top layer of five plots of ap-
procimately 0.5 ha, The soil from each plot was
poled, and a5 such, a ital of five 2oil samples were
obtined, This field-based replication was maintsinad
in the incubation study, The sandy loam soil with pH
76 and EC 1.15 4% m™" had an organic O content of
T2gC kg_'mldapm'r.idcxi:c distribution of £70 g
kg " sand, 90 gkg ' clay, and 40 gkg " silt, all on a
dry matier base.

23 First Experiment: Effect of Fluctusting Water
Content, Sodl Depth, and A ging

Twenty-ome grams of anthracens was dissolved in2 L
aceione, and this solution was added to the 42-kg snil
from each sample (p=3), resulting in a final comncen-
tration of 500 mg anthracene kg * dry soil. This con-
centration allows the smdy of the removal of
anthracene from soil and the factors controlling it
{Contreras-Flamos et al. 2006, 2008, 2009, The soi
was placed under vacuum in a desiccator for 30 min 20
that the scetone was removed from the soil A fist
factor that was studied was the effoct of aging on the
removal of anthracens from te soil Half of the con-
mminated ol of cach phot (7=3) was addod to 1L
pobrvinyl chloride { FYVC) recipients and stored in FYC
drums for 112 days (e, considened the “aged™ soil).
The PYWC drums contained a 50-mL mecipient with
| M MaldH to trap the OO0 evolved and distilled waier
i avoid desiccation of te ol samples. Every wodk,
e PO droms were opened and aired for 10 min to
avoid anaerobic conditions in the soil. The 500-mL
| B MadH was replaced each month,

Thee otheer haalf of the 20l was wsed immediately to
awdy the effect of depth on te dissipation of anthea-
cenee from the soil {Le., this was considered the “mewly
contaminated” sei). The soil was addod o PYC tubes
(diameter 105 cm) of three different lengths, A first
et of five PWC tubes which were 10 cm long was
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filled with 1.5 kg of s0il 20 that & sod byer of § am
was ohtained; a socond set of five PYC tubes which
ware 6 cm long was filled with 3 kg of soil o that a
soil layer of 10 cm was obmined, a third et of five
PWC tubes which were 60 cm long was filled with
6 kg of 2oil 5o that a soil layer of 20 cm was obtained.
A third factor, fluchesting water conient, was studied
by covering half of the FYC colmmns with perforated
almminum foi o tat acstion eocurned and Theehes-
tigns in water content were small. As such, the waier
conient in the spil could flucusie freely in half of te
colmnns (i, columns that wene wot covened), and in
the pther half of the columns, waker conient of the soil
was preserved by preventing evaporation,

Every ofwrday in e evening st sround & pom, 2 g
of s0il was taken from each sod layer, weighied, and
dried ovemnight af 100 *C. The next moming, the soil
was weightod, the water content calculatod, and the
20il column adjusted to 50 % WHC as determined at
the onset of te operiment when necessary, The sndl
colunns were placed ina greenhouse, After @, 1, 3, 7,
14, 28, 56, and 112 days, 2 s0il sample was taken from
the I—5-cm layer of cach of te columns (tmee sam-
ples), 5—10cm layer (two samples), and 10-20-cm
layer (one zample). Each sample from the differont
s0il layers was analyzod for anthracene extracted with
an ethaustive method and with sdbutamnol. The aogper-
imental procedure describad above was applied also to
the soil tat was stored in PYC droms for 112 days
(Le., the aged soil).

2.4 Second Experiment: Sodl Miting

In the zoil stored for 112 days, the concentration of
antiracens (306 mg athracene kg ' dry soil) was sig-
mificanthy barger then thet im the soil which was incubat-
ed fior llim{lﬁﬂmmﬂrmkg"hﬂlj.m
only difference between the two soilk was the fact that
the latber was disurbad when s0il samples were taken,
while the former was left undisturbed during storage. To
st dhee Tyt sis thet sl disturbemes had amn imgsorsnt
impact on the removal of anthracens, the folowing
treatments were applied & the soil

Thirty-two subsanples of 15 g of dry sodl from each
s0il smmple (A=5) were added to 120-ml glass flasks,
spiked with 500 mg anthracene kg ' dry soil, and the
acctone was removed Trom the soil &5 describad in the
first experiment. Four different treaments were appliad
to the anthracene-contaminaied soid. The firs & soil

samples wene mixed every T days for 2 min, the sooomnd
# s0il samples woerne mixod every 14 days for 2 min, and
thee thind 8 soil samples were mixed every 28 days fior
2 min, while the remaining § so0il amples werne not
mixed and served a5 a condral. The 1 20-mL flasks were
placad in 1-L glass jas containing 10 mL distilled water
i avoid desicestion of e so0il and a 25-mL glass flask
contining 20 mL | M NaOH to map the evobved COs
The glass jars wene aitight sealed and incubsed fior
112 days. After 0, 1, 3, 7, 14, 28, 56 and 112 days
one glass jar from each reatment was selected at ran-
dhiorn &l openvied, aned the soil was anabyzed for anthrs-
oo a5 deseribed earlier, Every week, all glass jars were
aired for 5 min to avoid anserobic conditions in the apil

25 Soil Chemical Analysis

Concontration of anthracene n the soil was anabyzod
using an exhapstive ulirasonic ecraction method de-
velopad by Song et al. (1995). Detik of the technigue
s can e found in e study of Confrorss-Ramos et
al, (2008).

Bivavailability of anthracene in the soil was deter-
mined using & non-echaustive extraction with a-buta-
nexl (Liste and A lexander 2002 The 10-g subsample
of 20il was exiracted with |5 mL a-butanal and shaken
for 5 muin, The sodl-a-duotame] mixhre was left to stand
for 30 min and centrifuged at 3, (M6 rpm for 10 min.
The supematant was decanted and evaporaied in the
dark under & continuous airflow at mom bempserawre
for 48 h. Two milliliters of aceione was addod to the
residue and analyzed for anthracese. A solution of &-
bwtamel with & known concentration of anthracene was
wed to determine the amount of antracene that was
lost during the procsdure & each sampling day.
Although, the amount of athracene lost during the
procedure was <2 %, te data reported were adjusted
for these small losses.

26 Statistical Anslyses

For the first experiment, concentrations of anthracene
were subjecied to an analysis of vanance using FROC
GLM (SAS 1989) to ea for significant differences
etwesn sxil depth (colemns of 5, 10, or 20 cmn), soid
layer (-5, 510, and 10-20 cm) and treatment | open
versus closed columns), and their interactions, For the
seonnd exporiment, concantrations of anthracene were
subjocted to an analysis of varianee using FROC GLM

) Spinger
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(SAS 1989 i test for significent differences be-
twoen different times of mixing {every 7, 14, and
28 days or never].

3 Results

3.1 Experiment 1: Bemoval of Anthracene
from Becently and Aged Contaminated Soils

Just after contaminating the soil, 93.7+3.7 % of the
addad S{-mg anthracoe was extracted from te sl
with the exhsustive technigue (Fig. 1; Table 1) The
removal of anthracene was most accenfuated i the
beginming, and half of the addod anthracene was dis-
sipated from the spil within 28 days. Afier 112 days,
&b % of the anthracene added was removed from the
soil {Fig. 1; Table 1) The ramoval of anthracene from
the ol was not significantly affoctad by the layer or
depth of the soil profile (Fig. 1). The amount of
anthracens removed from te coverad soil (e, sodl
in which fluchestions in water content wene prevenied)
was the same as that in the open soil (e, 2oil in which
the water content flucusmed freely) (dats wot shown).

Just after contaminating the soi, 886+ 8.6 % of the
addod 5{-mg anthracene was extracted from the il
with a-butanol (Fig. 2; Table 1) The decrease in the
amount of anthracene as dewmined with a-buwtamndal
was near linear, After 112 days, only 181 £1000 % of
e anthracens addod was mooovensd with s-butamnl
from the spil (Fig. X; Table 1), The removal of anthea-
cenee from the sod was not significantly affected by the
layer or depth of the soil profile (Fig. 1)

In the aged soil (Le., stored for 112 days), 304+
2 mgke ™" or 60.8+86 % of he added S00-mg an-
thracene was extracied from the soil with the exheus-
tive echnigue|Fig. 1; Table 1) During the subsagquent
acrobic ine whation, the removal of anthracens from the
aged ol followed & simiar patiern as fouwnd when the
anil was freshly contaminaied as most of the anthea-
cene was removed within 28 days (273 mgkg ')
However, sfter 112 days, no anthracens was extract-
dhle from the aged sod. The removal of antwacene
from the aged soil was not affocted significanthy by the
layer or depth of the soil profile or fluctustions in
water content. The amount of anthracene removad
from the covered aged sodl (iLe., ol in which T hea-
tiomns in water content wene prevented) was the same s

8 .. 8 8 f
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Fig 1 Concenimtion of anfracens fmgky " soil) in the 0-5.am
lyer of & 0=5-an soil profile §filed sianplsd, m the 0=5an
{emepey s guare and 5=10-am (il square) layars of o O=]10-an
soil profile, and in the O=5om (ewpny cindid, S=10am (fled
eireke), and 10=20om layess (cmpy frigngle) of o O=20-cm sail
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o il o eviracied with an exhawstive smation fsdm iqoe forsail
monhated o F242 9C for 112 days in which the waisr oomient
finctmaed or for soil spiked with anthmemne, oonditionsd for
112 days (aged soil), and ncobatesd in whidh the waer coment
foctnaied for 112 days. Bars are 41 sandand deviation
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Table | Pemwenige of anthracens extracied with an echan stive echniqoes and wit a-bonol jost after application of the oon tuminmnt
{day 0} and afier 112 days, and in soil conditioned ©r 112 days and then incuhated serobimlly for 112 days

Exiraction fechmiqoe Day O (%) Day 112 ) Aged saoil, condiioned for 112 days
Doy 0 (%) Diay 112

E xhanstive 9373 340459 60 8+d 5 1]

a-Batmnal SEELES 181100 51648 i

“Valo=s are meas + sonderd deviations {(F0 05)

that in fhe open aged soil (e, il n which the water
conient flectusted freely) (date ot shown).

In the aged sodl stored for 112 days, 51,6448 % of
the added 500-mg anthracens was extracted from e
a0il with a-butanol (Fig. 2; Table 1). The docrease in
the ammumt of antfracene extractable with s-butamo
was faster in e aged than in te wewly contaminated
soil, A fber 56 days, no anthracens was extractable with
n-butanol from the aged sodl

3.2 Experiment 2: Bemoval of A nthraoen e from a Sodl
Mixed Fegularhy

The amount of snthracene eaotraced with te edhaus-
tive echnique was similar in the different trestments
until day T {Fig. 3a). From day 14 onwards, the an-
thracene extracted was lower in te soil mixed every
T days than in the other treatments, and already affer
28 days, nov anthracense was detectable in the sodl
mixed every woek. From dey 28 onwards, the amount

Fig. 1 Concentration of an- o
thracens (mgkg ' soil)
eximoind with m-bmimnol Br
soil monhated at X242 °C
for 112 days in which the
wter aomiend foctneied or
for sail spiked with anthm-
cene, comditiomed for

112 dmys {aped soil ), and
incuhased in which the water
conient focinaied for

112 days. Lepends can b
found in Fig. 1. Bars am ]
siandard devistion

Clawriiron af sl e g ky ey al)

=
=]
;

of extractable snthracene was lower in the ol mived
every 14 days than in the unmixed soil and the soi
mixed every 28 days, and after 56 days, no anthracene
wis detectable n the soil moved every 14 days In the
anil mixed every 28 days, the conceniration of anthra-
cone was significantly lower than that in the wnmixed
snil after 56 days, and after 112 days, no anthracens
was detected. In the unmived soil, 210 mg anthracene
kg™ was still extractable after 112 days, The extract-
ghility of anthracene from the regularly mixed or un-
mixed 20il was similar when an exhaustive method or
abutanol was used, but the amount was generally
lower in e Bter tan in the former (Fig. 3b).

4 Dhsc ussbon

Thee amuount of anthracens recoverad with the exheus-
tive Eechnigue was 94 %, Similar resulis have beon
regportod im literatune. Femd ndez-Luguedio ot al {2008,

Babraction with okl

Mg wril incubaied

=05 o iy of 0 30 o ol
—8—3 W by of -2 o ol
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Fig 3} Concentration of an-
thracens {mgks ' sail) in
soil never mixed {awpdy
sgquare) or mixed every

T days (flled square), overy
14 days {opam cirele), or
ax exirached with san ex-
hanstve techmiqoe or b n-
huianal inonbhaied for

112 days. Bars ae 4] stmn=
dard denviation

g &8 & 2

8
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—o— 5ol mam cvry M
—4— 5ol minca cvory I8 i

M) reported 93 % for recovery, Contreras-Bamos et
al. (2006, 2008) 94 % and Alvarer-Bernal ot al
(2006) 96 Y.

Thee remwal of anthracene from the agriculiural soi
followed a well-deseribod patern, with most of e
dizsipation ecouming in e first 28 days, Hamd et al
{2007 reported similar resuls as te fastest remowval of
anthracens: from il oocumed in the first 30 days of a
1 20-day incubation. Rhylend et al. {1900) also found
that the most rapid rate of remediation eccuwrmed during
the first 12 weeks, and by week 30, 90 % of the poly-
cyclic hpdrocarbon (TPH) was degraded. Hamd ot al
{2007 reporied that 63 %% of the applied anthracene was
removed within 122 days. In the exporiment nepsortod
here, similar amounts of anthracene (66 %) were ne-
moved from e soil after 112 days, In odher sudies,
evin lrger amounts wene removed: Betancur-Cralvis et
al (206) reporiod a removal of 84 %, and Femdndez -
Luquedbe et al (2008) & removal of 85 Y afier | 12 days
Fermdmedez-Luguedio ot &l (2009 found, however, that
only 49 % of anthracene was removed in an allealine—
saline soil after 112 days. Differences in soil characker-
istics might explain these differences in the removal of
PaHs from sod (Lima et al 20017

Thee amoumn tof anthracens recovened with s-butanol
was GE.6 % at te onset of te expeiment. Larger
amounts exracted with a-butsngl have been reportad
by Mam and Alexander (2001, They recovened 98,7
and 1048 % phenanthrene from soils incubated at 4
and 21 *C, respectively. However, White et al. { 1999

£ g

T lduyx]

reported that only 6.9-358 % of the added phenan-
thremne was eotractable with a-butanel from a st loam
apil and 93-35.5 % from peat spil. As mentionod
Iefiore, differences in exiractability are defined by the
exctraction metusd, te e and comncentration of the
contaminant, and the soil charactenistics.

Fluctuating water content or depth of te sod pro-
file did not affect the removal of anthracene friom both
the recently conmminaied or aged soil In a previous
experiment, the flucheations in water condent stimulat-
ad the removal of anthracene from the: bop 0-2-cm ol
layer, but not from the lower soil layers (Viaguez-
Mifez et al 20%). However, manipulating the soi
(L., sampling) did sccelerae the removal of anthra-
oo from the 20il. The soil teat was aged for 112 days
was not disturbed. After 112 days of aging, 304+
2? mg anthracene kg ' was detected in the soil
Howewer, i the incubated and regulary sampled soil,
only 170+30 mgke ' was found. As such, sampling
e soil (Le, digurbing if) removed an additionsl
130 mg anthracene kg, The dynamics of anthracene
in the “newh™ contaminatod soil suggesied that the
removal of anthracene after 112 days would be slow or
non-exizient (Fig. 1) However, manipulating the agad
apil (ie., adding it to the PV colunms and sampling
it) induced an immediate removal of anthrscene that
was similar to that in the jud-contminaied soil, amd
all the anthracene detected in te aged soil at time 0
{ie., 304+72 mg anthracene kg ') was removed with-
in 56 days
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The idea that mixing the soi acceleraied the remaov-
al of anthracene from the soil was confirmed in te
senpnnd experinoent. Miving the ol every T days ne-
maovad all anthracene from the soil after 28 days, while
in the undisturbed soil, 301 mg anthracene kg™ soil
was still esttractable. This indicated cleardy that micro-
organians inthe sodl are perfoctly capable of removing
anthracene from the soil, but that availabiity of te
contminant affecs ik dissipaton. Simply mixing the
sgil increased the bicavailability of anthracene.
Mixing alters soil physical and chemical properties,
breaks agrregates spart; rodistributes carbson, nitrogen,
and waler, and exposes erganic carbon and nutrienis,
which will stimulate microbial activity (Doran 1982,
Melope o al. 1987T). It is clear, however, that sodl
characteristics will affect the removal of anthrcoe
and that even mixing might mot aceelerate the remaowval
of a comvtaninsamnt,

The anthracene extracted with a-butanol is consid-
ered i berelated to its bioavailahility. However, in the
experiment neported hene, that relationship is guestion-
able. For nstance, the amount of anthracens extracied
with a-butansl had a shower docrease than the amount
remdoved from the soil. As such, the mtio between the
anthracens removed from the soil and that which was
extractable with a-butanol changed over time.
Additionally, at the onset of the egperiment with e
agod apil, te amount of athracene that was extract-
able with n-butanol was 258+24 mgkg ', whike fhe
total amount as determined with the exhaustive tech-
nigue was 304+322 mgkg ™. All the anthracene
dewected in the agod soil at time 0 was emoved from
the soil. As such, 46 mgke " was removed which was
niit extractable with a-butanal.

£ Concluson

In the experiment reported here, the capacity of the
microbial population to degrade PAHs was not the
limiting factor in the removal of anthracene, but e
hicavailability of the contmminant The bioevailability
of the contaminant was increased by soil manipula-
tign, bt ot by fluchesting water comtent. The amuuwnt
of the contaminent that was extracted with a-butanol
did not comelae with the amount of PAHs remowad
from the apil. As such, extraction of anthracene with
n-bumnol was not related i its bioavailahility in this
anil.

Consequently, if a s0il i contaminated with PAHS,
regular mixing with an adequate aeration will mai-
e the memeval of the contaminant. Minimizng soi
depth and mainmining an adoquaie water content will
further simulate dissipation of PAHs Application of
nuirients {ie, W and F) might be required i simulate
microbial activity when the spil is contaminated with
large amomis of hydmocaibons as they ae chamacter-
izod by low W and P contents.

Admowledgments £ vy reosived gramtaided soppont fom
Consgo Madonal de Ciencla v Temodogds™ (OONACYT, Méx-
ica)l The mssanch was findsd by Gmvesay Méxica).
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Mixing of an anthracene-contaminated soil: A simple but efficient
remediation technique?
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ARTICLE INFOD

ABSTREACT

Articke himrye Contamination of soils with palyopclic anomatic hydrocarbons (PAHs) is a serious problem in petroleum
Rensived 9 Apl 200 producing cuntries, such as Méwion, and emvironment-friendly smsy io apply ischniques ane nequined in
Recevad in @etied fm ameerae the removal of the contaminanis. Remoswal of sithraene wa maonitored in an arable and 2
25 June: 2003 pasture soil regularly miced or amended with o rganic material, 2 non-ionic surfctant (Sorfnal® 285 )ar
mnll"'y’“]“! - earthwarms (Eisemin fetids (%wvigny 1526)) In hoth soils the same results were obtaned although the
remenal of athraene was fxier from the pesture than from the arable soil The Gstest removal of
Mgty amthracene was obtained when the soil was mived every 7 days and no contaminant was detected in
Birdegradaion hbaoth soils after 56 days. The second fas st removal of anthracme was oh@ined when eanthworms wene
e added to soil and no contaminant was deteched in both soils afier 112 days Appliation of arganic
5_.:“_3 maberial that served as feed for the santhworms also accslerated the nemova of the contaminamt
jpared to the un ded s0il, but application of the surfcant inhibied the dissipation of the
mtﬂmﬁﬂﬂdﬂzmﬁdmﬂmmmmm]w}mnﬂmtw:w
while 621 was dissipaied in the un, ded sail after 112 days. it was found that simply mixing a soil
remerved anthracens fxier than when earthworms wene applied, while the application of the surbcmnt

inhibited the remowval of anthrarens by the amtachthonous soil miooorganismes.
& 20113 Flsevier Inc. All rights reserved.
1. Dt poeilis et they are alen seen & benefidal organisms o crop growth and

Potpcyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are 2 group of organic
compounds with 2-13 ammatic rings Some PAHs might be
carcinogenic to humans and animals [Skupinsa et al, 2004).
The remdoval of PAHS from contaminsted eceystems is thus of
gresl importance and dilferent techniques hove been spplied o
remedizie hydrocarbon-contaminated soils (Khan et al_ 2004).
The choice of technology and remedistion strategy de pends on site
comditions, contaminant, and the impact of the chosen & chnalogy
[Khan et al, 2004) Remediation techniques are based on bislogi-
cal, phiysical, demical, physicochs mical methods o combinations
of these (Van Hamme et al | 2003), but those commonly used
inchude burying, evaporation, dispersion amd washing Thess
technologies, h T, are expendive and can lesd o incomplete
demmpaition of contaminants (Das and Chandran, 2001 ), while
affecting the soil microorganisms that degrade the contamd nant

Earthworms are perhaps the most important sodl organisms in
terms of their inflence on soil propertes (Udovic and Lestan, 2007
Earthworms ane important processors of soi organic matter [ S0M)
and mirtrienl Wmover in lefmesrsl eoEyEEML I APOSCONEEML

& armespoaeding, 2o Fax: 457 55 5T 3303
E i) addwes dencboavae ralrnee oo | L Dersdoosren)

OMT-ES S -aee N mamer © 3013 Ebesber Inc. ANl righns neserved.
g e oo ivaryg 00 0 5. e v 0 3 5L (B

actively promoted (Fonte et al, 20000 In soil they stimulxie PAHs
o graciation, and by consuming organic matter, they may reduce
adsorption of e contaminant, there by increasing its Iionil sbility
and removal from soil (Maol-Da-Luz et sl 302)

Although some contaminants may be soluble in water, other
inherent plyscochemical properties make them particularly poo-
bl ematic, especially, water immiscibility. The we of surfsctants o
enhance the removal of soil contaminants has received i noneased
altention i recent years. Surfsctants are & class of natral and
synthetic chemicals that promote the wetting, sohubilization,
eimidlafication and removal of vanous types of orgamc and
imorganic contaminants fom $oil (Das and Chasdran, 2001;
Wang and Mulligan, 2004) Surfactants molecules may ferther-
more infleene the disolution of desorption prooess s artad g
ey thve P HS-waber i nterface. The iy lorm e mi -micel e, wiich may
adelerate the PAHs-relesse and subsequently their remaoval from
soil (Johnsen et al, 2051

i previous researdy, it was foumnd that misking & sod sooske rated
the removal of anthrace e (Delgado- Balbuena et al, 20013 ). Mixing
& sl liber stes organic material, such &8 organic contaminants, s
snil aggregates are broken-up so that contaminants become
available for microbisl degradation. Avtochihonus ol migoon-
ganians remove PAHS from soil (Dues and Chandran, 2011 Khan
etsl, 2004; Qasemisn et 51, 2012 ) amd bioremed stion technigues
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itheat irvcrease e svailabil ity of 2 ootamingnt, such a5 mixing, will
inress its disipation. As part of 3 study into the te chnigiess st
remove PAHS from sodl, fouwr different me thods were companed for
their capacity to remove anthracene from soil Anthracens was
wied &8 & model for PAH degradation in soil (Moody et 51, 2001;
Prasanna ef s, XNe0E; Qasemian et al, 2012 ) However, removal of
& three-ring PAHs is fster from Soil than the &ssi pation of a five-
ring PAHs such a5 benzola)pyrens (Alvarer-Bernal et al, 2006)
Tws sails (an arable and a pasture soil) were spiked with
anthrascene and amended with organic material (carmol, Doucis
caralal ) that served a3 food for eanhiworms, e organic i ber
plis the earthworm Hsenda fefidn (Sxigny, 1826, 2 non-ienic
surfactant (Sufymol® 485) or miked regulady while the removal
of the contaminant was monibored in an serobic incubation
experiment The oljective of this research wa o comparne
different strategies to remediste anthrsosns -contsm nabed Soil
amd determine which technique might be the best to remove
PAHE frodm sodl

2 Maedalc nd el
20, Ohemiak sl

A Eace e with purity > B was obined fram Sigma-Aldsch (USK) and
acmane with porky > S.7% fram [T Baker (LSA) The non-ionid smbomn
Sufyred® 455 wis chiained from Air Frodeos and Chemicls de Moo 5. &
TV (Méxica) It i an hocybed moeonks of 3475205 M- 508 o 4, 7-
iod with J0mel of stjlene cotse (B0 per makeouk [y OHL M) and a
medennla rwiesght of 1 546 and a WA o 112 mumedL
[ Mzseiman and Chandes, 2000,

232 Somplieg e colernion and chamaenbasan of sail

T sodls wiene mied in vhis aody One arable sodl was collaoned in Jeomiba
[Sme of Mewo, Mo ML B £ WL 55 45 In anwage dbimde
g mad and dunoeisd by 3 sob-homd empaae Gdimoe with 3 meean
ammmal wmperanre of HUE T and seerage annma ] pecipitrion of 577 mm malindy
i June i st (hps) wers insgigetume ) De ks of the o mpling sie: can be:
o i Wi - Bawdiera ex al [ 2000). The: sandy boam w0l had a pH 75 and B
LI585 aned am argands © comnent of T3 Oy wiith 2 pamichs sive disnrierion of
ET0g Mg sand, 90 gy clay w40 g st Thee e BecdSineg ca pacity (WHC) wias
50y sedl.

Thee scoared v s 3 [pa e ol collaoned bn oo higoe de Faner (S of Veoons,
ko) (ML B SO, WL SE" 43°) The weather ot the mumpling site b wamm with
amn average s | emperanare of 25 °C I & charaonerized by aberedan peecipin -
TR Y SCOTENSE T i o] o I DAY W e 0D v Tt vy ] 5l vy
BH 59 and BT LOSSH had an C content 132 g Cficg and & panticle sine
disribation of TH gy sand, £ glly cay and 337 gikg s The WHE was 130

il
Sl s i T el B o 30 mves 5 et 0-1 5 0m top-Laper of e

plos of apesmasly 05ha. The sl from sach ph was podied and as soch a

miral of nen s mm[h-ﬂmﬁmﬂlmﬂ!m
ripllica o was mainrainesd n e L
23, Experivsml sor-sp

Aol el 100 ey o e wodll v coeni ordnnesd it S00 o anrihe cene fiog dry
sl Indrially, 00 g ol was sploed with 5 g antiras e dialed in ATL aoemee
and placed ondsr aomem N oo Seshoramnd for 30mEn S0 S the anEREE W
remewead froan the sodl The B0 by comaminansd soll was hen mibed with he
i ey, S0 iy soil. Fewe differenn oeammens Wt appled o e anvhoosnes-
NG ninarsd 2ol In 3 firs 2ol W e with Mand adolr E fsd
v of 035 g abvrainsd Sroan BEOOL (Xalapa, Veraonoe, Méwkos) and with 3
wmnm“mmguﬂmmmu.a

el s i whith &0 oinga mic maerial [ and) Snery e
muﬂﬂlnﬂhlm‘mm&aﬂm:ﬂh
e nta et fram Shatof S oeganes mmarerial applied bn oo thisd westent, ol
s ninad sty 7 days fr 10 min bn 2 S Sodl Wz Sl with
249 gy ol sorbaoant Sodyned® 455 and mived (Sakomdn-Hendndez, 2003,
wm:hﬂb,haﬂtmﬂ“ktmﬂm
it chity of e 3wt 5 condd

st TS

T hinded sob-cimphes of S00g of Bath sodk were 28868 B polysdng
ool [ PVC] moless (e eer 00U5 o, Rengih 20 o ¢ onTaining a 5 om Laper of
e o e wodcanks noocle. The amoent of Sodl addnd no dhe P mobes wa
soch dhar a 10om Lyer wa cévained The PWC colomrs wee oonensd i
(o] abwrrdndorn Gl s rhar aemsen o pocsibde, Bt e porarion Bmied.

Each onher day Bn the eeening amand G00 pum, 2 g was taken (o s
TR, it e e Arhe ezt ar 1000 Thet ST IR, Mt Arind sl
was weigned, S waresr conent caloolaed and e Sodl codomn adjennd o X
WHIC when " T el ciborrares e placed n 2 greenboaee. Aler 13,7,
14 28 55 and 112 A, 3 20y sl savphs was e fram each codordn and
TGO anThranen s Wit i ol e SOTaT o e | Saag o al, 9SS

24, 5ol ool ol

Tt o esnimraton of 3 nhrace s i S ool wos Senenmined 2 noedified
i e RGNS NG Iae e denoribeid By Sy o all [ 99 Bleflg 3
L5 g sob-armipde of sadl was mibssd with 3 anhydroes sodiom solphae o fam 2
e v, Pl in 2 Pres Dobe and 10/m L3 cetore was a0ded The mimme was
mechanically sholen on 2 e 2 0 min and the mbes wem plosd in 2
snanbcaring Bah ar 30-40C fr 20min. The exnos wee sepa e foan e ol
By v s it TOCNEN g o T v, e vefoci [oioecit 0 vt B acia i i i
Th eMEOS wie evapemnd and duived in 0 ml aosone. Each sample was
analyed o anthe cene: an 3 Agent Tachnodegy 48501 Fenmeryha nia, US54 fimed
‘i 2 e bz o deramed.

A HAS codomn frommn Hewler-Padcard wikh keogh 5 om, ey Slameer
053 mam, and filmn shicioness 1.5 pm was meed o seurae e aodrace e wid
camis g He fowing a2 rae of 7 ooljmin. The: o MSm peomone o 40 C wa
inreased & POC o a rae of 2°Cimin mainGinsd ar FO°C for Smin The
T e of the Enjaorar wos 280 T aned vhar of e SEATA WEE 300C The
e o Bim i o coer Gl analysis was 03 o of 3mlwracenes per by of dey ool The

al et e i e wasSEE
el VRS o I i et 2T Bl el el W < K, i whae el
o e omall baaRes.

15, Sewimcal etk

(MmOt S of Enhac e wire subjar e W an anaysis of W kanoe esing
PR G [SAS, 198290 ) o e for Shgnificant Siflemnoes Bemenasn e Dematdlarion

iy hed R paiated e aoahEme N, L. the Smpling W Done SesTRTEE,
ik corcidenad In e ool analysis

3. Resuls and discusion

The concentration of anthracene decreased in both the arable
amd pastire soil and 2 ppraimately 190 mg anthracs nefkg dry soll
was atill detected in the control treatment after 112 days (Fig 1a,
I It s weell lavoiwn that sutodtionois miooos gani s emove
PAHs from soil (Hodokswa et sl 2009) The decnesie in antlrs-
e gver time s followed 2 well known patterm with most of
the disipation occurming in the firda weels of the incubation
{ Contrer ss-Ramas o al., 2008)

Application of surldant is kaown (o socelerate te removal of
PAHs lrom soil, bt not abways(Paria, 2008; Singh et al, 200711t is
aigumed that the surfsctant increstes the biosailsbility of the
drocartson by a paralle] action of desorption and solubilization
of the comtaminant, terely [souring the emoval of the con-
taminant (Christoll and Ivihing, 2002) In the study reported hers,
ithe srlygant inhibvited the removal of the contaminant (Fig. 1a,
bl Afver 112 days more than half of the applied anthracens
(approximately 300mg anthraceneky dry sodl) was not removed
from the soi amended with the surfbctant Seversl studies
repeirted that biodegradation of PAHS inthe prese nee of synthetic
surfactants was inhilsited (Paria, 2008: Singh ot 2l 2007 Difle rent
processes might explain a decrease in the removal of anthrscens
from the sufsctant-amended soi. First, the surfsctant might
imibibyit thee microbial sctivityin soil or the sufactant might meduce
thee bioavailability of anthracense (Chen ot sl 2000) Second, if the
sudsctant is highly biodegradsble, then them might be competi-
tion between carbon sowoces, so that the degradstion of the
oontaminant i inhibited (Makkar and Rockne, 2003 | Third, the
surfactant might imcnease the svailability of thee contaminant and
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the liberated polhetant might inhibit the microbisl sctivity
{(Christofi and 1vihina, 2000 ) Appliction of 2 surisctant, however,
hivess, vt Shwiays i bt e removal of & contam nant from sodl For
instanos, Maklar and Rockne (2003) reported that an increased
application of 2 arctant inressed the disipation of anthrscens
from il Consequently, the effect of a surfactant on the removal of
a contaminant will depend on the type of contaminsnt, sod
characteristics andfor e microbial popilstion (Paria, 2008)

Application of the organic material redued the come niraton
of anthracens strongly in both soils compared to the wnamended
sail (Fig 11 After 112 days, anly 17 mg anthracene/kg remained in
thee pasture soil and 38 mg anthrascens/ke in the arable soil 1t can
e Inypothesized that the soil microbial sctivity was stinila ted by
the application of the organic materisl (Tejeds, 2009) Organic
matter is an important @t biator 1o biodegradati on asit provides
mistrients and provides C sulstrate tothe micrbial bomass (Bento
et al, 2005; Contreras-Ramos et al, 2007) Incressed microhial
activity will relesse enoymes that might participate in the degra-
dation of the contaminant from $oil The applicition of metrents,
espedally N, to a hydrocarbon contaminated sodl might incresse it
remival & petralenm is low in nutrents which might beamme a
limiting fsctor in its biode gradation (Xu and Dbbard, 2003).

The concentration of anthrscene dropped sharply in the mised
sodl and alter 56 days no contaminant was deected (Fg- 1L It
appears that smply mixing the sodl increased the contad betwesn
the contaminant and the soi micoorganisms. The increased
avail ability of the anthracens comibined with the capacity of the
autochthonoes microonga nisms tometabolize the contaminant led
o & near linear deaesse of anthracene in sdl Additionally, mixing
the soil will incresse seration and the degradation of PAH stars
with oxidation of the contaminant, e.g. catalyzed by disype nates
aind mondaygenaies (Das and Chandran, 2011 ] As such, a ligher
Oy comtent in sodl 25 4 result of misxding will scoelerate the removal
of anthracene from soil A sharp drop in the concentration of the
contaminant was ako loand in the sarthworm-amended $oil, but
soime anthracemne was still detected after 56 days. After 112 days,
Iivwever, all anthrscens was removed [om soi. The apacity of
earthiworms o aaelerste the removal of PAHS from soil is well
documented (Schaefer and Filser, 2607; Tomoko et al, 2W05) The
earthworms burrow through the soil They move, serate and mix
thee soil, and incresse the @ntact between the microorganisms and

avial and eardveoemn s (o) of sorfaorant (4], or mibed ey sewen days (+) Sail was inoobared ar 335 2 °C o 10 dys Bas are 4 1 sandind

the contaminant (Ceccanti ef al, 2006 Chowdineri et al, 2002;
Schasfer et al, 2005 Gasequently, the microbial activity is
stimuls ted and the removal of the contaminant scoslerated Rajiv
el al (2008 ime ntiodmed that the earthiwvorineg aio heve an effect on
the strudure of the baderial and fungal communities when they
pass through the earthworm gut, which might incresse the
remival of the contaminant The contribution of the earworms
thee el vess i e degradation of the ontanmina nsis sl diguted
&% it i argued that the microonganisms in the gut are respons ble
for imost of the diss pation (Hickman amnd Reid, 2008)

Bath applying earthwoerms and miving the soils are viable
techniques to remove PAHS, such a5 anthracene, from soil How-
ever, te oottt of using earthworms and the dificulty 1o mix 2 soil
adequately in the field might pote constraing on a wider applica-
tion df both techmigiees. On e ome hand, eathworms meed a
stable emvironment, without extreme high of low bemperatures
preferential by near newiral pHs and sulficient modsture. They ako
meed o be fed 40 & o maintain oF increxe their sctivin
Additionally, earhwoms ane expendive 1o cullivate of bo puanchase.
For instance 1 kg of earthworms oosts approcimately 40 USD
(Dendooven et 2, 20110 On the other hand, it might be difficult
1o mix 4 il thorowghly and smccessively in the field 2 was done
in this laboratory study. However, mixing 2 sodil weekly while at
the same lime incorporating organic materal and s ntsning an
adequate soil water content o that micobial adhity is not
inhibited, might prove the lesst costly way 1o remediste 3 soi
contaminated with PAHS.

The removal of anthrscens was beter from the pasture than
from the arable soil The organic C content was nearly twice o
Tigh in the pasture soil than in the arable soil Consequently, the
higher C substrate in the pasture soil sustsins 3 higher metabolic
adtivity. This higher metabolic sctivity of the microbial organisms
inthe paature sod will aocelerste the removal of the contaminant
from soil

4. Conclissin
The autochthonows microrganisms in the two soils degraded

the anthracens elficiently, but applying organic material soceler-
ated the removal of the contaminant Application of eanhwoms
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oF mixing the soil regul arly increased the disipation of anthr scens
signifbcant]y compared bo the whame nded $oil oF $odl applied with
organic materdal with the latter technigue resulting in the baes
removal of the pollutant The activity of the eanhworms and
miking the il incrested the contsct between the organic com-
o and the ol microorganisme stimulsting the removal of the
anthracene. The appliction of the surfsctant, however, inhi bibed
ithe removal of anthracens.
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