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RESUMEN

Se estudiaron durante tres afos las aguas subterraneas en municipios de Valladolid y Segovia (Espaiia),
detectandose concentraciones de As superiores a los 10 pg/l recomendados por la Organizacion Mundial de la
Salud. El elevado pH y la alta concentracion de bicarbonatos (medias de 8.3 y 210 mg/| respectivamente),
favorecen la desorcidn del arseniato desde los sedimentos al agua. La evolucién temporal mostré disminucion de
arsénico y aumento de nitratos, probablemente estos nitratos favorecieron la oxidacion (quimica/
microbioldgica) del Fe (II), generandose FeOOH que adsorberia As. En zanahorias, la relacion entre el factor de
bioacumulacion con el As soluble en suelo, muestra una acumulacion muy eficiente cuando la media de As
soluble en suelo es 44 pg/Kg y/o poco eficiente cuando la media es 130 ug/Kg, probablemente debido al doble
sistema de transporte Pi/As, uno de alta afinidad operativo en bajas concentraciones y otro de baja afinidad
operativo a altas concentraciones.

ABSTRACT

Groundwaters of two municipalities of Spain (Valladolid and Segovia) were studied during three years. Its results
indicated that As concentrations in groundwater exceed WHO recommendation of 10 -g/l. The high Ph and high
bicarbonate concentration (average of 8.3 and 210 mg/l, respectively) favor the arsenate desorption from
sediments to water. Temporal evolution indicated an arsenic decrease and an increase in nitrates; maybe these
nitrates favored (chemical / microbiology) Fe (II) oxidation, generating FeOOH to absorb As. In carrots, the
relationship of the bioaccumulation factor with soluble As in soil indicates an efficient As accumulation when the
average of soluble As in soil is 44 ug/Kg, and/or a low efficient As accumulation when the average is 130 pg/Kg.
This relationship indicates a high-affinity transport operating at low concentrations and a low-affinity transport
operating at high concentrations, probably due to the double system of Pi/As transport.
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INTRODUCCION

El arsénico (As) es un elemento tdxico y ubicuo en la naturaleza, donde se encuentra en concentraciones traza y
donde su movilidad depende de diversos procesos bidticos y abioticos. Este elemento se encuentra en un nivel
prioritario entre los principales contaminantes del medio ambiente a escala global. La presencia de altos niveles
en el agua, el suelo y los cultivos en muchas regiones del mundo, amenaza la salud humana (Kahlown et al,
2002; Mukherjee et al, 2005; Farooqi et al, 2007; Carbonell-Barrachina et al., 2009). Aunque el agua es la
principal via de entrada en la cadena alimentaria humana, también el consumo de alimentos contaminados de
origen vegetal y animal puede ser otra via importante de captacién. Las manifestaciones clinicas de la
intoxicacion crénica estan asociadas con diversas formas de enfermedades de la piel y dafios en drganos
internos: alteraciones cardiovasculares, renales, circulatorias y respiratorias, en Ultima instancia aparece el
cancer (Hossain, 2006). El inicio de la arsenicosis puede agravarse con la malnutricién y las deficiencias de
micronutrientes u otras enfermedades relacionadas. Williams et a/ (2009), informaron que el As podria
perturbar el balance de micronutrientes en el arroz, limitando los niveles de Se, Zn y Ni.

El agua de bebida normalmente procede de aguas superficiales aunque también de aguas subterraneas,
dependiendo de la disponibilidad local. El contenido de arsénico es muy variable, pero las mayores
concentraciones se han encontrado en aguas subterraneas. En muchas partes del mundo, como Argentina,
Bangladesh, Chile, China, Hungria, India, México, Taiwan, Estados Unidos etc., hay numerosas areas con aguas
subterraneas que tienen contenidos de arsénico mayores de 50 pg/l, superando las directrices de la
Organizacion mundial de la Salud (OMS) de 10 ug/I para el agua de bebida (WHO, 1993).

Las especies solubles de arsénico en un sistema acuatico natural, son controladas por la combinacion del
potencial redox, pH, reacciones de adsorcion en la superficie mineral y la actividad microbioldgica (Matisoff et
al., 1983). Hay diferentes mecanismos de movilizacién de As en las aguas subterrdneas. Smedley y Kinniburgh
(2002), sefialan que la naturaleza andxica de algunas aguas subterraneas reduciria al As (V) a As (III) y
causaria la liberacion del arsénico porque el As (III) es adsorbido menos fuertemente por los oxihidroxidos; sin
embargo, bajo condiciones oxidantes predominaria el As (V) que se movilizaria a valores altos de pH. Nickson et
al. (1998; 2000), McArthur et al., (2001), Kneebone et a/., (2002), han descrito que la disolucion reductora de
los oxihidréxidos y la reduccion de As (V) deben ser considerados como los mecanismos mas probables para
movilizar altas concentraciones de As en la aguas subterraneas de algunas regiones, estos procesos pueden ser
coadyuvados por la accién de microorganismos (Ahman et al., 1997; Cumming et al., 1999; Jones et al., 2000;
Zobrist et al., 2000; Langner & Inskeep, 2000; Haas & Dichristina, 2002). Appelo et al. (2002), puntualizaron el
efecto del desplazamiento por el anion bicarbonato de los arseniatos y arsenitos adsorbidos sobre la ferrihidrita
debido a la competencia por los sitios de adsorcion.

Otros aniones que ejercen influencia sobre la movilidad el As son los nitratos, en relacion con la oxidaciéon de Fe
(I1), estos nitratos promueven la aparicion de particulas de Oxihidroxidos de hierro (FEOOH) que pueden
adsorber As y también pueden generar la forma mas oxidada, As (V), que es mas reactivo en este proceso de
adsorcion que el As (III) (Senn & Hemond, 2002). Ademas, los procesos bidticos (desnitrificacion) y abidticos de
reduccion del NOs, preservarian la reduccion de Fe (III), promoviendo la estabilidad de la coprecipitacion o
adsorcion de As en los FeOOH de los sedimentos. En una prueba realizada en Bangladesh, se demostr6é que los
niveles de arsénico disuelto disminuian cuando se inyectaba nitrato en el acuifero, relacionandose este proceso
con mecanismos de adsorcién en FeOOH (Harvey et al., 2002).

En el suelo, al igual que en los acuiferos, el contenido de dxidos de hierro, el pH, el Eh, la materia organica, y la
actividad microbiana tienen efectos influyentes en la adsorcion y la movilidad del As (Elkhatib et a/, 1984;
O'Neill, 1995; Kumpiene et al., 2007). Se ha descrito una buena relacion entre el As soluble en agua del suelo y
el arsénico en los cultivos (Woolson et al., 1971; Deuel & Swoboda; 1972; Sadiq, 1986).
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El arseniato, predominante en suelos oxidantes (Sadiq et a/, 1983; Haswell et al., 1985), es la forma dominante
en cuanto a la fitodisponibilidad en suelos aerdbicos y es un analogo del fosfato (Meharg & Macnair, 1992). Se
ha publicado que el arseniato se absorbe en la raiz a través de los transportadores de fosfato en todas las
especies de plantas ensayadas y posteriormente es reducido a arsenito (Meharg & Macnair, 1992; Wang et a/.,
2002). El fosfato, incluso a baja concentracién, puede desplazar al arseniato de las particulas del suelo
aumentado asi la disponibilidad y la fitotoxicidad; sin embargo, las grandes cantidades de fosfatos compiten con
el arsénico por los transportadores en la superficie de la raiz disminuyendo asi la absorcion y por lo tanto la
fitotoxicidad (Peterson et a/., 1981).

El arsenito se encuentra unido a proteinas quelantes como el tripéptido glutation (molécula relacionada con la
defensa ante el estrés oxidativo), el As (III) forma complejos As-tiol en las raices y tallos de la especie Brassica
Jjuncea L. (Pickering et al., 2000). Se ha observado en una amplia gama de especies vegetales como mecanismo
de resistencia al As, que el arseniato sufre una reduccion a arsenito y forma complejos con moléculas que
contienen grupos tiol como metalotioneinas y fitoquelantes, ademas del glutation reducido (GSH), para ser
posteriormente secuestrado en las vacuolas (Pickering et al,, 2000; Schmdger et al., 2000; Hartley-Whitaker et
al, 2001; Meharg & Hartley-Whitaker, 2002; Zhang et al., 2004). La defensa ante el estrés oxidativo, es un
mecanismo que tienen las plantas para defenderse de factores de estrés externos, ésta se realiza con
antioxidantes de bajo peso molecular, y antioxidantes enzimaticos.

Dentro de la familia de las umbeliferas, la zanahoria ( Daucus carota L.) merece especial atencion por su elevado
consumo como alimento a escala global. El crecimiento de las raices se produce en dos etapas: inicialmente hay
una etapa de activa division celular que genera un crecimiento en longitud, con la produccién y uso de hidratos
de carbono y mas tarde una segunda etapa de elongacion celular con extension en diametro (engrosamiento),
con acumulacion de hidratos de carbono, agua y también sustancias potencialmente toxicas tales como los
compuestos de As (Yathavakilla et al, 2008). Los rabanos (Raphanus sativus L.), que como las zanahorias
tienen raices pivotantes, presentan compuestos azufrados con As (III) en la raiz, el tallo y las hojas, lo cual
indicaria que estos compuestos pueden jugar un papel importante en el transporte y almacenamiento de este
elemento (Smith et al., 2008).

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento de las causas de la contaminacién por arsénico de las
aguas subterraneas de un sub-sector de la Cuenca Terciaria del Duero y su evolucion temporal, asi como el
impacto en el suelo y plantas, a través de la identificacion de factores de bioacumulacién en vegetales utilizados
para el consumo humano y detectar posibles riesgo para la salud.

MATERIAL Y METODOS

El area objeto de estudio se encuentra en la Cuenca Terciaria del rio Duero, provincias de Valladolid y Segovia
(Espaiia) (Figura 1).

Geoldgicamente la sucesion miocena de este area, puede ser agrupada de manera informal en una serie de
unidades estratigraficas denominadas de muro a techo: unidad de arcosas y paleocanales de arenas y gravas o
facies Villalba de Adaja, unidad margosa o facies Duefas, unidad lutitica o facies Tierra de Campos, unidad
yeso-margosa o facies Las Cuestas y unidad de los carbonatos o facies los Paramos (IGME, 1982; Armenteros,
1991).

La unidad de arcosas y paleocanales de arenas y gravas tiene un espesor de hasta 60 m. La unidad margosa
tiene un espesor de alrededor de 40 m y esta formada por margas vy arcillas. La unidad lutitica tiene un espesor
de alrededor de 80 m y esta formada por arcosas intercaladas con arcillas, arenas con limos, algunos
paleocanales de arenas y gravas. La unidad yeso-margosa tiene un espesor de 80-100 m y esta constituida por
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limos, arcosas, areniscas, conglomerados y algunas capas de sedimentos calizos o de yeso. La unidad de los
carbonatos estd compuesta principalmente por rocas calizas y tiene un espesor de 10-20 m.

Los materiales cuaternarios son principalmente arenas edlicas de 5-15 m de espesor, existen también otros
sedimentos aluviales dispuestos en terrazas.

VALLADOLID

| DUERD RIVEE

[] ALDEAMAYOR DE SAN MARTIN
\

\ [ PORTILLOD - ARRABAL DE PORTILLO
LA PEDRAJA\DE PORTINLD 0
) [ ALDEA DE SAN MIGUEL

ADAJA RIVER

Fig. 1: Situacién de la Cuenca Terciaria del Duero y municipios del area de estudio.

El basamento Precambrico-Paleozoico consiste en rocas metamorficas pizarras arenosas, fillitas, y en menor
cantidad bandas de pizarras negras, grauvacas, cuarcitas y conglomerados intercalados, también hay diversos
tipos de granitos hercinicos con presencia de mineralizaciéon (Sn, W, S, As, etc.) en numerosas ocasiones, sobre
todo hay que destacar la presencia de pirita en las pizarras negras (IGME, 1982).

La Cuenca del rio Duero contiene quizas el mas importante sistema de acuiferos de la Peninsula Ibérica; se
pueden subdividir en varios acuiferos regionales (IGME, 1980). En los terrenos cuaternarios hay varios acuiferos
superficiales no confinados situados en las capas de arenas de 5-15 m de espesor ("Arenales"), muy
permeables. Ademas, en algunas zonas del area de estudio, se encuentran otros acuiferos libres en calizas
(fracturas y cavidades) del Mioceno Superior (facies "Los Paramos"). Los acuiferos mas importantes son los mas
profundos (acuifero profundo multicapas) situados en arcosas y paleocanales de arenas y gravas, facies "Villalba
de Adaja" (Mioceno Inferior y Medio), sus sedimentos alimentaban un sistema lacustre cuyo registro actual es la
facies Duefas.

Los acuiferos profundos se recargan con el agua de lluvia retenida temporalmente por los superficiales (430
Hm?>/afio) y por el flujo subterraneo desde los bordes paleozoicos del suroeste de la regién (10 Hm*/afio). El
drenaije es al rio Duero (235 Hm?/afio). Estos acuiferos presentan problemas de sobreexplotacion la captacion es
de 50 Hm?/afio en los pozos superficiales y 155 Hm>/afio en los profundos.
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El clima de la regién es mediterraneo continental con baja humedad, la precipitacién anual es 500 mm muy
irregular y normalmente ausente en julio y agosto. Durante la estacion seca el balance hidrico es negativo.

Los pozos muestreados se localizan en las provincias de Valladolid y Segovia. Se completa un total de tres
campafas de muestreos (afios 2001, 2003 y 2007), para ver la evolucion temporal los aguas. Desde febrero a
mayo de 2001 se muestrean 30 pozos (se seleccionaron finalmente 28 pozos). En el ano 2003 se realiza el
segundo muestreo, se eligen 35 pozos. Durante el afio 2007 se realiza el tercer muestreo con un total de 30 pozos.

Analisis de las aguas

Las muestras de agua se recogieron en botes de polietileno esterilizados e “in situ” se separaron porciones de
las muestras para el estudio de la concentracion de hierro que fueron acidificadas con acido clorhidrico al 1%
para evitar la precipitacion de los oxihidroxidos de hierro. También “in situ” se analizd pH, Eh, y conductividad
eléctrica (CE). En el laboratorio se filtraron las aguas con filtro de 0.45 micras. El As se analizd con un
espectrofotémetro de absorcion atdmica, Varian spectra AA-220 y generador de hidruros VGA-76, siguiendo el
método de Jiménez et al. (1996). La precision analitica fue determinada con BCR y material de referencia CRM-
320 y US Geoldgicas Survey Referente G-1. La precision del método fue valorada por ejecucion de analisis de 10
veces para una muestra. La desviacion estandar fue 5-10%.

Los nitratos fueron analizados por cromatografia idnica (Metrohm), los bicarbonatos por titulacion y el Fe por
espectrofotometria de absorcion atémica.

Para los andlisis microbioldgicos del agua, alicuotas de las muestras de algunos pozos guardadas en
contenedores estériles, se almacenaron a 4° C hasta su analisis, que se realizo en las 24 horas siguientes. Se
filtraron 50 ml de agua en una membrana Millipore de 0.45 micras y los filtros se pusieron en la superficie de
placas Petri con LB Agar (Miller, 1972) y Agar de cetrimide (Brown & Lowbury, 1965). Las placas se incubaron
en condiciones aerdbicas a temperatura de 26° C durante dos dias, obteniéndose las colonias aerdbicas. Se
realizaron test de rutina para la identificacién de las colonias (tincion Gram. y citocromo oxidasa).

Para realizar el ensayo en invernadero, la muestra de suelo fue recogida en una parcela situada a (41° 20
36.33N 49 28 44.89 W), en la localidad de Remondo, provincia de Segovia. Esta es una zona de agricultura
intensiva situada en el area de estudio, afectada por la presencia de As en el agua de riego procedente de
aguas subterraneas. La muestra de suelo correspondiente al horizonte Ap, se tomd en los primeros 20 cm de
profundidad, este suelo esta clasificado como Arenosol cambico (Forteza Bonnin & Garcia Rodriguez, 1988)

Analisis de propiedades del suelo

Para el analisis de las propiedades del suelo, las muestras de suelo fueron secadas a peso constante con
circulacion de aire a 50 °C, mezcladas, homogeneizadas y pasadas a través de un tamiz de 2 mm. Las fracciones
menores de 2 mm fueron usadas para determinar las propiedades en suelo, el pH fue determinado
potenciométricamente, el carbono organico (CO) y carbono inorganico (carbonato calcico) por un carmdgrafo H.
Wostoff. GMBH y la capacidad de intercambio catidnico por el método Chapman (Chapman, 1965).

Andlisis del contenido de As de suelos y rocas

Las muestras de suelo y de rocas se molieron y homogeneizaron a particulas de menos de 0.1 mm para su
andlisis. Alicuotas de 0.1 g fueron digeridas con 5 ml de agua regia + 1 ml de HF usando un horno de
microondas CEM MDS-2000 a presion de siete atmdsferas durante 30 minutos. Las determinaciones de arsénico
fueron realizados por espectrofotometria de absorcién atdomica usando un Varian spectra AA-220 y generador de
hidruros VGA-76, siguiendo un método de Jiménez et al. (1996). La precisidon analitica fue medida con material
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de referencia BCR CRM-320 (sedimento de rio) y U.S. Geological Survey Reference G-2 granito. Se valoré la
precision del método con el andlisis de 10 veces la muestra. La desviacion estandar relativa fue entre 5-10%.

Para realizar el analisis del arsénico soluble en agua: se mezclaron el suelo y el agua miliQ en proporcion 1:10 y
la solucién fue agitada 24 horas usando un agitador rotatorio. La solucion fue centrifugada a 3000 rpm vy el
sobrenadante fue recogido y filtrado con un filtro de 0.45 micras. La concentracién de arsénico en el
sobrenadante se determind por espectrofotometria de absorcion atdmica.

Ensayo en invernadero

Para el ensayo en invernadero que se inicid el 1/6/2008, se prepararon 21 tiestos con 4 kg de muestra de suelo
cada uno y se sembraron 6 semillas de zanahoria ( Daucus carota L. variedad comercial Nantesa). En funcién de
los valores de pF (pF 4.2, Humedad = 2.68% y pF 2.7, Humedad = 14.79%) se regaron con un media de 200
mil/dia). Se utilizaron 5 tiestos como control y el resto se regaron con aguas que contenian cantidades
crecientes de As: 4 tiestos con 20 ug/l, 4 con 50 pg/l, 4 a 100 pg/l y 4 a 150 pg/I. El abonado de realizé en dos
aplicaciones (los dias 01/06/2008 y 19/08/2008), con las siguientes componentes y dosis respectivamente:

*  NH..NO;: 1.143 g; 0.171 g
»  K,H.PO,: 0.503 g; 0.075 g
+  K,SOq: 0.245g; 0.037 g
»  CaCl,.2H,0: 0.522 g; 0.078 g

»  MgS0,.7H,0: 0.304 g; 0.045 g

A los 30 dias se hizo un clareo y se dejaron 4 plantas por tiesto. A los 131 dias de iniciado el ensayo se realizd la
recoleccion. Se obtuvieron un total de 61 muestras de tejido de raiz y 61 muestras de tejido de hojas.

Andlisis de As en los tejidos vegetales

Para la determinacion de As en tejidos de zanahorias, los tejidos vegetales se lavaron con agua, se enjuagaron
con agua desionizada y se secaron al aire a temperatura ambiente durante varios dias y después se secaron en
el horno a 60°C hasta peso constante. Posteriormente, se homogeneizaron y molieron a menos de 1 mm para el
andlisis. Alicuotas 0.5 g de muestra de raiz y de hojas, fueron digeridos con 2 ml de agua, 2 ml de agua
oxigenada y 8 ml de HNOs™, usando un microondas CEM MDS-2000 a 9 atmosferas de presion durante 10
minutos y a 12 atmdsferas de presion durante 15 minutos. Después de refrigerar el producto de la digestion fue
pasado a través de un filtro Whatman n° 540, previamente lavado. Los tubos de digestion se lavaron tres veces
pasando el agua a través del filtro y los materiales resultantes de la digestion fueron enriquecidos con H,SO,
(0.5 ml). Posteriormente, se procedid al calentamiento a 230°C durante 2-3 horas para la concentracion por
evaporacion hasta 0.5 ml aproximadamente. Finalmente, se adicionaron 5 ml de acido ascorbico 25%, 5 ml de
ioduro potasico 25% y acido clorhidrico 2 M hasta alcanzar un volumen de digerido de 25 ml (Hammel et a/,
2000). La concentracion de As fue medida por duplicado utilizando un Varian spectra AA-220 con generador de
hidruros VGA-76 AAS

La curva de calibracion, mostrd valores de R2 >0.98 en todos los casos. El analisis de un material de referencia
certificado (hojas de maiz FD8 Comision de la Comunidad Europea dentro de la agrupacion de investigacion
ISPRA), no fue significativamente diferente del valor del certificado 0.77 + 0.1 mg/kg). La mayor concentracion
de arsénico de los controles fue de 0.09 ug/! y el limite de deteccién de 0.07 pg/l.

El factor de bioacumulacion (FB), fue calculado como la relacion entre la concentracion de arsénico en planta
respecto la concentracion de arsénico soluble en agua del suelo.

FB As= [AS pianta/ AS solub suelo] @mbos en g por kilogramo.
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Los graficos se realizaron con el programa de estadistica SPSS 12.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del analisis de las aguas recolectadas, muestran que los valores medios de As mas
elevados corresponden a pozos profundos. En las aguas subterraneas estudiadas se observa que el rango de Eh
varia de 135mV a 668mV (Tabla 1) y de acuerdo con el diagrama Eh-pH para el sistema As-agua la especie
termodindmicamente estable es HAsO, 2 (Masscheleyn et a/., 1991).

Tabla 1: Resumen estadistico de Eh de las aguas

Propiedad Afo | Rango Media Desviacion tipica
Eh (mV) 1 135-281 198.7 38.3

2 217-668 332.9 96.3

3 144-241 201.8 22.8

El hierro disuelto en las muestras de agua es bajo 0.05-0.310 mg/I (Tabla 2), considerando el hierro disuelto
como el hierro total que pasa a través del filtro 0.45 micras, el cual puede incluir hierro inorganico, organico y
coloidal (adsorbido a arcillas, FEOOH y materia organica).

Tabla 2: Resumen estadistico de la concentracién de hierro de las aguas

Propiedad Afio | Rango Media Desviacion tipica
Fe (mg/l) 1 ]0.005-0.310| 0.03 0.066
9 2 |0.005-0.300| 0.03 0.050
3 10.005-0.099| 0.02 0.023

A las condiciones sefaladas anteriormente, hay que afiadir que no hay correlacién significativa entre Fe y As.
Por lo tanto, se puede concluir que en este ambiente dxico y con baja concentracion de hierro, los iones de
bicarbonato podrian ser la causa principal de la movilizacion de As desde los sedimentos al agua subterranea.

Van Geen et al. (1994), sugirieron que los aniones de carbonatos adsorbidos sobre la goethita reducen su
capacidad de adsorcién. Pantsar-Kallio & Manninen (1997), constataron la habilidad del bicarbonato para extraer
As de un suelo contaminado. Los resultados de Anawar et a/ (2004), muestran que las soluciones de
bicarbonato extraen el As adsorbido sobre arcillas, arenas y limos. La accion de los carbonatos en la adsorcién
sobre la superficie de los minerales, esta asociada a reacciones de cambio de ligando con liberacién de agua y/o
OH™ que incrementaria el pH. A pH alto se ve favorecida la desorcion de HAsO,~ por la competencia con HCOs y
OH". Por lo tanto un posible mecanismo de liberacion del As seria: que en los acuiferos hay sedimentos que
contienen cantidades altas de As adsorbido, cuando estos sedimentos entran en contacto con aguas con una
gran cantidad de carbonato disuelto, el As puede ser movilizado por desplazamiento desde la superficie del
mineral; este proceso estaria favorecido por concentraciones altas de OH", en un area de pH elevado (Dzombak
& Morel, 1990). A un pH de 8, la adsorcion de la ferrihidrita a una presion de CO, de 0.018 atm (200 mg/kg de
bicarbonato) es aproximadamente 500 veces menor que sin la presencia CO, (Gustafsson, 2009). En la area de
estudio analizada, la concentracion de carbonatos es elevada en los datos de las tres campanas (Tabla 3). Esto
mismo ocurre con la presencia de otros iones competitivos como fosfatos o silicatos.

Cuando la variable independiente es el pH se produce una desorcion que crece exponencialmente en un ambito
cercano a 8.5 (Dzombak & Morel, 1990). En el area de estudio analizada en este trabajo, el pH tiene valores
cercanos a 8 o superiores en las tres campanas (Figura 2).
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Tabla 3: Resumen estadistico de la concentracién de bicarbonatos de las aguas

Propiedad Ao Rango Media Desviacion tipica
HCO5™ (mg/I) 1 59.0-378.0 178.4 71.1
2 92.0-413.0 | 202.2 59.8
3 45.3-386.0 | 177.5 94.7
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Fig. 2: pH de las aguas en las tres campafiias

Los materiales de la Cuenca del Duero poseen contenidos de As que son relativamente bajos. El arsénico contenido
en las muestras de rocas y sedimentos de las columnas estratigraficas estudiadas no es muy alto, con un rango
entre 1.8 y 47.6 mg/kg. Los valores mas altos (30.0-47.6 mg/kg) se encontraron en muestras de rocas opalinas
con mas de 3% de contenido Fe,0s; pertenecientes al Paledgeno, en algunas arcosas rojas del Mioceno Medio
(facies Villalba de Adaja) y margas organicas de color negro pertenecientes a la facies Zaratan (facies palustre del
Mioceno Medio) (Sahun et al, 2004) con un contenido de As medio de 13-17 mg/kg, mientras que los valores
mas bajos fueron encontrados en las calizas (1.8-4.0 mg/kg del Mioceno Superior, facies Los Paramos).

Los procesos de liberacién de As también pueden ser coadyuvados por determinados microorganismos que
disuelven los FEOOH reduciendo el Fe*3. Esta movilizacion de As ha sido propuesta por Langner & Inskeep
(2000) en la reduccion de Fe por Clostridium sp y por Cumming et al. (1999) con Shewanella algae Strain Bry.
Los resultados de los analisis microbioldgicos muestran la presencia de colonias Gram™ y oxidasa™ incluidas en el
género Pseudomonas. Estos microorganismos producen una serie de biomoléculas denominadas siderdéforos que
acomplejan fuertemente el Fe incrementando la disolucion de los oxihidroxidos de Fe (Kalinowski et al., 2000;
Maurice et al, 2000; Newman & Banfield 2002; Violante et al, 2003). Este proceso podria liberar el As
adsorbido en los oxihidroxidos de Fe. Por consiguiente ademas del As liberado por el bicarbonato, otro
mecanismo de movilizacion podria ser la liberacion del As de los 6xidos de Fe inducido por moléculas quelantes
producidas por microorganismos ( Pseudomonas).

Sobre la evolucion temporal del contenido de arsénico, se observan diferencias significativas a lo largo de los tres
afos estudiados. Los datos muestran una disminucion del contenido de arsénico a lo largo de los 3 afios (Tabla 4)
y por otra parte, se observo un aumento del contenido de nitratos en el mismo periodo de tiempo (Tabla 5).
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Tabla 4: Resumen estadistico de la concentracién de arsénico de las aguas

Desviacion
Propiedad | Afo | Rango | Media tipica
1 ]120-260 | 93 60
2 | 3-187 48 45
As (ug/l)
3 5-51 15 10

Tabla 5: Resumen estadistico de la concentracién de nitratos de las aguas

Desviacion

Propiedad | Afio | Rango | Media tipica
1.0-

1 218.0 | 41.0 59.4

NO3 2 1%73_0 37.0 44.8

(mg/l) ' . '
7.0-

3 423.0 | 81.9 93.8

Se observa asimismo, que las areas con mayor contenido de As son las que tienen menor contenido de Nitratos
(Figuras 3y 4).

El arsénico adsorbido en los coloides del suelo aumenta en presencia de nitratos, esto puede ser propiciado porque
la oxidacién (quimica o microbioldgica) del Fe (II) favorece la aparicion de FeOOH, que son los compuestos mas
importantes en la adsorcion de este elemento (Alvarez-Benedi ef a/, 2003; Weber et al, 2001; Smedley &
Kinninburg, 2002; Senn & Hemond, 2002; Hoeft et al., 2002; Rhine et al., 2007; Sun et al, 2008). Por otro lado,
como se ha citado anteriormente, el contenido de hierro del agua varia entre 0.05 y 0.310 mg/I|, este hierro es en
realidad el total de Fe que pasa por un filtro de 0.45 micras y que puede incluir el Fe (III) y/o Fe (II) formando
compuestos inorganicos, organicos y coloidales (Bauer & Blodau, 2009). Esto podria representar una cantidad
suficiente de hierro para adsorber las concentraciones de arsénico en el agua (Tabla 2).

En el area de estudio, la superficie agricola bajo riego se ha incrementado alrededor del 20% (JCYL AEDCYL,
2004; 2008), esto ha supuesto que la aplicacion de nitrato, debido al uso generalizado e intensivo de
fertilizantes nitrogenados, también se haya incrementado. Se ha demostrado que el nitrato, actia como aceptor
terminal de electrones en los sistemas acuaticos y promueve la formacion de As (V) y Fe (III), incluso bajo
condiciones de anoxia (Senn & Hemond, 2002). Seguin Hohn et a/. (2006), en un estudio sobre el transporte de
arsénico en un acuifero en el Cabo Cod Massachusetts (EE.UU.), la inyeccidén de nitratos y oxigeno oxidd al
hierro, y el arsénico (V) se uni6 a los oxihidréxidos de hierro recién formados. En una prueba en Bangladesh,
donde se inyectaron nitratos en un acuifero, se demostrd que los niveles de arsénico disuelto se habian
reducido, probablemente como resultado de la adsorcion en los FeOOH (Harvey et al, 2002). Estudios de
laboratorio han identificado bacterias que pueden realizar la oxidacion de Fe (II) mediante la reduccién de NO3
(Senn & Hemond, 2002), y pruebas de campo indican que el NOs puede influir en el ciclo del Fe, el cual actia
como dador de electrones incluso en presencia de materia organica, formandose FEOOH (Postma et al., 1991).El
incremento de nitratos en aguas subterraneas (Branson et al., 1975), podria haber favorecido la precipitacion de
los oxihidroxidos de hierro, donde el arsénico puede ser adsorbido, ademas el nitrato también puede inhibir la
reduccién Fe (III) en los sedimentos de los acuiferos, evitando la disolucién los FeOOH y asi promover la
inmovilizacién del arsénico.
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Fig. 4: Distribucién de nitratos

El suelo seleccionado para el ensayo de invernadero, es pobre en materia organica, P biodisponible, y presenta
pH cercano a la neutralidad. El analisis granulométrico del suelo, indica textura arenosa, ya que la roca madre
son arenas eolicas del Cuaternario y en consecuencia, la capacidad de intercambio catidnico (CIC) es muy baja,
1.76 meqg/100 g. El As soluble del suelo después de los ensayos, presentd variaciones dependiendo de su
concentracion en el agua de riego con valores de 28, 44, 130, 170 y 196 ug/kg para los tratamientos con
concentraciones en el agua de riego de 0, 20, 50, 100 y 150 pg/l, respectivamente.

El contenido de arsénico de las muestras de raices de zanahoria, regadas con agua con concentraciones de As de
100 y 150 pg/l, mostrd resultados mas elevados que los valores de referencia en vegetales (0.01-1 mg/kg de peso
seco) (Kabata-Pendias & Pendias, 1992), superando los limites establecidos para los productos alimenticios (0.5 a
1 mg/kg de peso seco), estipulado por la legislacién de muchos paises, por ejemplo, Alemania, Reino Unido, India
y los Paises Bajos. A pesar de los niveles altos de As encontrados en la raiz de zanahoria, éstos son menores que
los resefiados en zanahorias cultivadas en suelos contaminados con As (Grant & Dobbs, 1977; Helgesen & Larsen,

1998; Vela et al., 2001; Pizarro et al., 2003; Pendergrass & Butcher, 2006).

Los contenidos de arsénico en las muestras de zanahoria, mostraron diferencias significativas en los distintos
tratamientos con concentraciones crecientes de As en el agua de riego, en cuanto a la acumulacién de arsénico
tanto en las hojas como en la raiz. No se encontraron alteraciones en el crecimiento o sintomas de toxicidad
como decoloraciones o necrosis en las hojas. La relacion entre la acumulacion de As en tejidos y el contenido de
arsénico en el agua de riego muestra, en general, que el almacenamiento de arsénico en las hojas y las raices
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es mayor cuando la concentracion de arsénico en el agua de riego es mas alta, habiendo una muy buenas
correlaciones entre As en agua, As soluble en suelo, As en hojas y As en raices (Figura 5 y Tabla 6),
observandose también una mayor acumulacion en las hojas que en las raices.
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Fig. 5: Analisis multivariado: As agua, As soluble suelo, As hojas, As raiz

Tabla 6: Coeficiente de correlacion, tamafio de muestra, valor de P

As agua As soluble suelo [As hojas As raiz
As agua 0,9451 0,9361 0,9226
(56) (56) (56)
<0.05 <0.05 <0.05
As sol suelo |0,9451 0,8279 0,8168
(56) (56) (56)
<0.05 <0.05 <0.05
As hojas 0,9361 0,8279 0,9672
(56) (56) (56)
<0.05 0.05 <0.05
As raiz 0,9226 0,8168 0,9672
(56) (56) (56)
<0.05 <0.05 <0.05

Sin embargo, se observa una elevada disminucién de la correlacion cuando se relaciona el factor de
bioacumulacién y el As soluble en suelo, tanto en las hojas como en las raices (Figuras 6 y 7), los datos
muestran que ambos Organos presentan una acumulacion muy eficiente de arsénico en suelos con una
concentracion media de As soluble de 44 ug/Kg y/o poco eficiente en suelos con una concentracion de As
soluble de 130 ug/Kg , tanto en raices como en hojas.

La absorcién de As en zanahorias presenta una cinética similar a la absorcion del Pi (Fosforo inorganico) con un
sistema de transporte de alta afinidad que opera a bajas concentraciones en la solucion del suelo, y un sistema
de baja afinidad a altas concentraciones (Clarkson, 1984; Ullrich-Eberius et a/, 1984; McPharlin & Bieleski, 1987,
Ullrich-Eberius et a/., 1989; Meharg & MacNair, 1992; Furihata et al., 1992).
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Fig. 6: Relacion As soluble en suelo/ Factor de bioacumulacion, en hojas R= 0.55, P<0.05
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Fig. 7: Relacién As soluble en suelo/ Factor de bioacumulacién en raiz. R= 0.6 P<0.05

La concentracion de Pi disponible en el suelo utilizado es de 8.3 mg/kg, si se estima que menos de un 10% del
Pi disponible esta en la solucion del suelo (Bushman et a/., 2009; Mengel et a/., 2001), la concentracion de Pi en
solucion podria ser <10 pg/l y producirse transporte de alta afinidad. En relacion con el As, es posible que
cuando la concentracion de As soluble sea cercana a 44 ug/Kg, la cantidad de As en la solucion del suelo esté
cercana a la gama de transportadores de alta afinidad. Por el contrario, en el caso de una concentracion As
soluble en suelo alrededor de 130 ug/Kg, el As en la solucidn del suelo podria estar mas cercano al rango de
concentracion para los transportadores de baja afinidad, lo que podria explicar la menor eficiencia en la
absorcion. A pesar de que el fosfato inhibe la absorcion de arsénico por las plantas debido a la competencia
entre ellos (Meharg et al, 1994; Cox et al, 1996; Pickering et al., 2000), su influencia podria ser despreciable
debido a la muy baja concentracion de P respecto al As.
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En cuanto a la mayor concentracion de As en las hojas que en la raiz (Figura 8), hay que destacar que la
zanahoria es una planta bienal. Durante el primer ano las hojas producen sustancia de reserva que se almacena
en la raiz primaria y durante el segundo afio las hojas vuelven a brotar desde la raiz y el alimento acumulado se
usa para alargar el tallo e iniciar la floracion. El hecho de que la primera roseta de hojas, que servira para
realizar la fotosintesis solo durante el primer afo, contenga mayor cantidad de As que la raiz, donde se
encuentran las reservas que proporcionaran la energia para la reproduccion, parece indicar un mecanismo de
proteccion de la zanahoria del proceso reproductivo.
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Fig. 8: As en hojas y As en raices

CONCLUSIONES

Las aguas subterraneas presentan concentraciones de As andmalas que superan los 10 ug/Il. El agua tiene un
alto contenido de bicarbonato disuelto que puede movilizar el As por desplazamiento de las superficies
minerales, ya que el bicarbonato puede competir con el arseniato por los sitios de absorcion en los FeOOH
presentes en el acuifero. La desorcion del arseniato esta favorecida a pH alto y es coadyuvada por la presencia
de determinados microorganismos. En la evolucién temporal se observa que un alto contenido de nitratos en el
agua subterranea, puede dar lugar a la oxidaciéon de Fe (II), que conduce a la formacién de FeOOH, que pueden
adsorber el arsénico disuelto, lo que puede causar una disminucion del contenido de As en el agua
paralelamente al aumento de la concentracion de nitratos.

En cuanto al impacto del As sobre suelos y cultivos, la raiz y las hojas de zanahoria mostraron una muy eficiente
acumulacion de As cuando el contenido medio de As soluble en suelo era de 44 pg/Kg, mientras que cuando la
concentracion era de 130 pg/Kg se observd una menor eficiencia en la acumulacion, siendo la afinidad del As
por las hojas mayor que el de las raices.
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