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1. Introduccién

La metodologia isotdpica se puede aplicar en los casos de contaminacion por nitratos para discernir la
procedencia del nitrato y los diferentes procesos geoquimicos del ciclo del nitrogeno que pueden tener
lugar en los cursos de aguas superficiales, en la zona no saturada y en los acuiferos (desnitrificacion,

volatilizacion, etc.).

Para poder usar los isétopos como trazadores del origen del nitrato es imprescindible caracterizar
isotopicamente las posibles fuentes de contaminacion. Como el nitrato de los fertilizantes sintéticos se
fabrica a partir de nitrogeno atmosférico (85N = 0%o) y este proceso presenta un fraccionamiento muy
pequefio, el valor de 8'*Nnos de los fertilizantes sintéticos varia alrededor del valor del nitrégeno del aire
(entre +5%0 y -5%0). Vitoria et al. (2004a) determinaron la composicion isotdpica del nitrato de fertilizantes
sintéticos usados cominmente en Espafia, presentando valores de 8'*Nnos entre -1.6%0 y +5.6%0 y de
0'80no3 entre +18.0%o y +25.1%o.

Cuando los residuos ganaderos o los fertilizantes sintéticos amoniacales se aplican a los campos o
durante el tiempo de almacenamiento de los purines en balsas tienen lugar dos reacciones que conllevan
enriquecimiento en 5N y 180 del nitrégeno del amonio residual: la hidrélisis de la urea y la volatilizacién del

amonio (Heaton, 1986):
CO(NHz)2 + H2O — CO2 +2 NH3 <> TNH4* (1)

Tras la nitrificacion del amonio residual (Ec. 2 y 3), el nitrato resultante presenta valores de &'5N iguales a
los del amonio original suponiendo una transformacién completa. El nitrato procedente de la nitrificacion de
los fertilizantes amoniacales presentara por lo tanto valores de 6'5Nno3 entre -1.6%o y +5.6%o. El nitrato
procedente de la nitrificacion del amonio de purines normalmente presenta valores de '*Nnos > +10%o
(Mengis et al., 2001). Vitoria et al. (2004Db) fijaron el rango de valores de 8'5N del nitrato procedente de la
nitrificacion del amonio contenido en residuos organicos esperables teniendo en cuenta el tiempo comdn
de almacenamiento en balsas y suponiendo que durante la nitrificacion el amonio se transforma a nitrato

completamente, obteniendo valores de 8'*Nnos entre +8%o y +16%o.
2NHs* + 302 —2NO2 + H20 + 4H* (2)

2NOz + 0, — 2NOy (3)



Los valores de 8'80 del nitrato resultante corresponden al equilibrio con el oxigeno atmosférico (+23,5%o;
Horibe et al., 1973) y el oxigeno del agua de la zona de estudio, segun la ecuacion de Anderson y Hooper
(1983) (Ec. 4).

0180n03 = 2/3 8'80u20 + 1/3 018002 (4)

Por otro lado, Heaton et al. (1986) determinaron la composicién isotdpica del nitrato generado por
mineralizacién del nitrdgeno organico del suelo, obteniendo valores de &'5Nnos entre +3.0%o y +9.0%0 y

valores de 6'80no3 alrededor de 0%o.

En ciertas condiciones anaerobicas, la presencia de determinadas bacterias puede dar lugar a procesos
de desnitrificacion y, por tanto, a una remediacion natural de la contaminacion. Las reacciones de
desnitrificacion describen procesos de destilacion Rayleigh (Ec. 5 y 6), donde € es el fraccionamiento
isotdpico.

0"Nresigual = 0" Ninicial + €N In ([NO3]residual / ([NO3 Jiniciat) (5)

0'80residual = 0'80inicial + €0 In ([NOB']residuaI / ([NOS']iniciaI) (6)

Segun estas ecuaciones, a medida que disminuye la concentracién de nitrato, el nitrato residual se
enriquece en N y 180. Estudios previos han observado que la relacion de ¢N/eO varia entre 1.3 (Fukada
et al., 2003) y 2.1 (Bottcher et al., 1990). Otros autores han encontrado valores intermedios entre estos
dos extremos (Cey et al., 1999; Mengis et al., 1999; DeVito et al., 2000; Lehman et al., 2003; Otero et al.,
2009) asociados a procesos de desnitrificacion en acuiferos.

2. Objetivos

Los objetivos principales de este proyecto son (1) determinar el origen del nitrato en las desembocaduras
de los rios Alcanadre, Arba y Clamor Amarga a partir de la composicién isotdpica del nitrdgeno y del
oxigeno del nitrato y (2) evaluar la existencia de procesos de desnitrificacion, asi como aproximar el grado

de atenuacion natural de la contaminacion.



3. Metodologia

Se ha analizado los valores de 8'°N y 680 del nitrato disuelto de las muestras de agua recolectadas por
Zeta Amaltea en los rios Alcanadre (en la estacion de aforo 193 de Ballobar), Arba (en la estacién de aforo
260 de Tauste) y Clamor Amarga (en la estacion de aforo 225 de Zaidin) en Abril, Julio y Noviembre de
2011. También se han caracterizado isotopicamente (3'®Nntota)) 10S residuos ganaderos de la zona, tanto

porcinos como bovinos, proporcionados por Zeta Amaltea.

Todas las muestras, tanto de agua como de residuos ganaderos han sido muestreadas y suministradas a
los laboratorios del Grupo de Mineralogia Aplicada y Medio Ambiente por la empresa Zeta Amaltea. Por

tanto este informe da fe, de las muestras y informacion suministradas por Zeta Amaltea.

3.1. Métodos analiticos

La composicion isotdpica (6'°N y 6'80) del nitrato de las muestras de agua estudiadas se ha determinado
por duplicado. Previamente al analisis, es necesario concentrar los nitratos disueltos en las aguas
mediante columnas de intercambio iénico y posterior precipitacién como AgNOs, permitiendo los analisis
de &N y 6'®0 a partir del precipitado final (Vitoria et al., 2008). La 85N se analiza en un analizador
elemental acoplado en flujo continuo a un espectrometro de masas de relacion isotopica (EA-IRMS). La
0'80 se analiza por pirdlisis en un analizador elemental de conversion a alta temperatura acoplado a un

espectrometro de masas de relacion isotopica (TC/EA-IRMS).

En cuanto a las muestras de residuos organicos, se liofilizaron y molturaron y se procedié al analisis de
O"5Nnwotal por duplicado usando un analizador elemental acoplado en flujo continuo a un espectréometro de

masas de relacion isotopica (EA-IRMS).



4. Resultados

La tabla 1 resume los resultados isotopicos (8'5Ntotar) de los residuos ganaderos analizados.

Tabla |.- Resultados de &"Nwta de las muestras analizadas de residuos ganaderos porcinos y bovinos de la zona

de estudio.

Muestra Tipo de residuo 615”":02’:;' ==y
ALC-1 Porcino +11.9+0.3
ALC-2 Porcino +14.5+0.7
ALC-3 Porcino +12.5+0.2
AR-3 Porcino +14,6 £ 0.4
AR-4 Porcino +15.3+2.6
CA-1 Porcino +20.8 £ 0.2
CA-2 Porcino +9,2+0.1
CA-3 Bovino +9.5+0.0
AR-2 Bovino +6.5+0.4

En la tabla 2 se presentan los resultados isotdpicos (8'"Nnos y 8'80nos) de las muestras de agua de los
rios estudiados tomadas en los meses de Abril, Julio y Noviembre de 2011.

Tabla Il.- Resultados de 8'*Nyos y 5'€0nos de las muestras de agua analizadas de los rios de la zona de estudio.

Muestra O5N-NO3 £ sd (%)  5'80-NOs % sd (%)
Alcanadre en Ballobar (06/04/11) +10.8 £ 0.03 +5.7+0.21
Alcanadre en Ballobar (25/07/11) +8.6 £ 0.07 +5.3+£0.22
Alcanadre en Ballobar (30/11/11) +8.8 £0.01 +5.1 £ 0.08
Arba en Tauste (06/04/11) +10.8 £ 0.03 +5.6 +0.10
Arba en Tauste (26/07/11) +11.6 +£0.13 +7.2+0.08
Arba en Tauste (30/11/11) +11.3+0.04 +6.9 + 0.33
Clamor Amarga Zaidin (06/04/11) +15.0 £ 0.05 +6.0 £ 0.13
Clamor Amarga Zaidin (26/07/11) +15.4 £ 0.02 +8.1 £ 0.08
Clamor Amarga Zaidin (30/11/11) +16.3 + 0.05 +8.0 £ 0.25




5. Discusion
5.1. Residuos ganaderos

La figura 1 muestra la composicion isotdpica caracteristica de las posibles fuentes de nitrato en la zona de
estudio: nitrato de fertilizantes (Vitoria et al., 2004a), nitrato de nitrificacion del amonio de fertilizantes
amoniacales (Vitoria et al., 2004a), nitrato de nitrificacion del amonio de purines (Mengis et al., 2001;
Vitoria et al., 2004b) y nitrato de mineralizacion del N del suelo (Horibe et al., 1973). Para determinar los
valores de 6'80 del nitrato procedente de la nitrificacién del amonio contenido en los residuos ganaderos y
del nitrato procedente de la nitrificacién del amonio de los fertilizantes amoniacales, segun la ecuacion de
Anderson y Hooper (1983) (Ec. 4), seria necesario disponer del rango de d'80w20 del area de estudio.
Debido a que no se dispone de este dato, se ha procedido a realizar un calculo estimado usando valores
aproximados de 8'80w20 de entre -44%o y -32%0. De esta manera, se ha obtenido un rango de &80 del
nitrato procedente de la nitrificacién del amonio contenido en los residuos ganaderos o en los fertilizantes
amoniacales de entre +1%o. y+5%o. Reiterar que para un célculo mas preciso de los valores de 880 del
nitrato procedente de la nitrificacion del amonio es imprescindible disponer de valores de 6'80 del agua de
la zona de estudio, por lo que para futuros estudios se recomienda analizar isotdpicamente el agua de los
rios estudiados.

En la figura 1 también se han representado los valores de &'"Nnos de nitratos que procediesen de la
nitrificacion completa del amonio de los residuos ganaderos analizado en el presente trabajo, con valores
de &"5Nntotal €Ntre +6.5%0 y +20.8%0. Los valores de 8'80 de estos nitratos se han estimado mediante la
ecuacion de Anderson y Hooper (1983) usando el valor promedio, de nuevo de valores aproximados de
0'80m20 de entre -44%o y -32%0. Todas las muestras de residuos ganaderos analizadas, excepto una, la
AR-2, presentan valores de 8"Nntota propios de residuos ganaderos (85N > +8%o). El residuo bovino AR-
2 se proyecta en el campo de composicion isotopica caracteristica del N natural del suelo, posiblemente
debido a la presencia de restos organicos vegetales en las heces. Los residuos ganaderos analizados
pueden considerarse muy volatilizados debido a sus elevados valores de 8'Nntotal, €Specialmente el purin

CA-1, por lo que su nitrificacion puede dar nitratos con valores de 6'5Nnos muy elevados.
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Figura 1. Diagrama &'N nos3 vs. 8'®0nos. Las cajas representan la composicion isotopica caracteristica de las

posibles fuentes de nitrato (ver texto). Se ha representado la composicidn isotépica de los nitratos que procederian

de la nitrificacion competa de los residuos ganaderos analizados en el presente estudio (ver texto). Las barras de

error muestran la desviacién estandar de los duplicados.

5.2. Muestras de agua de las estaciones de aforo

La composicion isotdpica del nitrato disuelto de las aguas de las muestras estudiadas varia entre +8.6%o y

+16.3%0 para 8'5Nno3 y entre +5.1%o y +8.1%0 para 8'80nos (Fig. 2).Todas las muestras presentan valores

de 8'5Nnos superiores a +8%o, indicando un origen de los nitratos por nitrificacién del amonio de residuos

ganaderos.
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Figura 2. Diagrama 85N nos vs. 8'80nos de las muestras de agua recolectadas en las tres estaciones de aforo en
Abril, Julio y Noviembre de 2011. Las cajas representan la composicidn isotopica caracteristica de las posibles

fuentes de nitrato (ver texto). Las barras de error muestran la desviacién estandar de los duplicados.

El nitrato de los tres emplazamientos se diferencia isotopicamente, presentando en general las muestras
de Clamor Amarga valores de 8'°N y 80 mas enriquecidos que los de las muestras de Arba, y éstas a su

vez, valores mas enriquecidos que los de las muestras de Alcanadre (Fig. 2).

Vitoria et al. (2004b) determinaron que para purines con &'SNnws+ de entre +8% y +10%o, el
almacenamiento en balsas durante 6 meses suponen un enriquecimiento en 8'SN por volatilizacién hasta
valores de entre +8%o y +15%0. Las muestras de agua recolectadas en el rio Clamor Amarga presentan

valores de 0'Nnos superiores a +15%0, lo que podria deberse a procesos de volatilizacion o de

10



desnitrificacion. El hecho de que las muestras con valores mayores de 8'"Nnos presenten valores mas
elevados de 6'®0Onos, sugeriria la existencia de procesos de desnitrificacion. En las muestras estudiadas
se observa ademas una correlacién positiva (r2= 0.63) entre 3"*Nnos y 8'80nos (Fig. 2), con una relacién
¢N/eO de 3.1, que se encuentra por encima del rango de valores de la bibliografia para la desnitrificacion
en acuiferos (entre 1.3 y 2.1, Bottcher et al., 1999; Fukada et al., 2003). Teniendo en cuenta la
composicion isotopica de los nitratos de las muestras podria decirse que las muestras de Clamor Amarga
estarian desnitrificadas, especialmente en las campafias de Julio y Noviembre, mientras que en Alcanadre
no hay desnitrificacion y en Arba el alcance de la atenuacion natural del nitrato seria de menor grado. El
hecho de que la linea de desnitrificacion sea definida por distintas cuencas fluviales, y no por la variacién
estacional, puede justificar el valor mas elevado de la relacion eN/€O de 3.1. Esta estaria influenciada por
la posible variacion de los valores iniciales de la composicion isotopica inicial del nitrato (8'5Nnos Y

0'80no3) en las distintas cuencas que explicaria un error en la estimacion de la relacidn eN/eO.

Para poder confirmar la hipdtesis de la existencia de procesos de desnitrificacion, es necesario disponer
de datos de 8'80 del agua de los rios, ya que los elevados valores de &'80Ono3 observados podrian
deberse a la nitrificacion del amonio de los residuos ganaderos a partir de un agua mas evaporada (con
valores de 6'®0n20 mas empobrecidos que los usados en la presente estimacion). Por tanto, se

recomienda analizar isotopicamente el agua de los rios.

En el caso de que realmente estén teniendo lugar procesos de desnitrificacion, se recomienda la
realizacion de experimentos de laboratorio con el propio material de la zona de estudio para poder
determinar los fraccionamientos isotopicos (en Y €o) propios del area de estudio y asi poder estimar de
manera precisa el grado de atenuacion natural de la contaminacion. A pesar de que no se disponen de los
fraccionamientos propios de la zona de estudio, a partir de los fraccionamientos encontrados en la
bibliografia se puede aproximar el grado de atenuacion natural de acuerdo con la siguiente expresion:

B residual) ~Oinicial)

DEN(%):{l—W} 100 = 1—e[ : ] x 100 7)
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A partir de los valores de en extremos encontrados en la bibliografia (-22.9%., Aravena y Robertson, 1998 y
-4%., Pauwels et al., 2000) se puede aproximar por ejemplo una atenuacion natural en las muestras de
Clamor Amarga en Julio y Noviembre préoxima al 30% en el caso de la estimaciéon mas conservadora (en= -

22.9%0) y préxima al 90% en el caso de la estimacién menos conservadora (ex=-4%o) (Fig. 3).

@ Alcanadre £
@ Arba
@ Clamor Amarga
—m—eN =-22.9 (Aravena y Robertson, 1998) 40%
—3—eN = -4 (Pauwels et al, 2000)
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Figura 3. Diagrama 85N o3 vs. 8'80no3 de las muestras de agua recolectadas en las tres estaciones de aforo en
Abril, Julio y Noviembre de 2011. Se han representado los porcentajes de desnitrificacion calculados usando los
valores de €N extremos encontrados en la bibliografia (-4%., Pauwels et al., 2000 y -22.9%., Aravena y Robertson,
1998). En funcién del fraccionamiento que se use se obtienen grados de desnitrificacion diferentes. Cuanto mas

alto es el fraccionamiento (en valor absoluto), mas conservadora es la estimacion.
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Las principales caracteristicas hidrolégicas del sector se pueden resumir en:

1) La hidrogeologia de la zona esta constituida por dos unidades: una unidad superficial constituida por
materiales cuaternarios correspondientes a un glacis de muy poco espesor que descansa discordante

sobre un acuifero de materiales terciarios constituido por calizas, lutitas y yesos;

2) El contacto entre ambas unidades acuiferas proporciona excelentes vias para el drenaje subsuperfical

de las aguas freaticas (Abraho et al., 2011);

3) Los cauces son receptores de las aguas subterraneas a través de una red de corrientes intermitentes

que fluyen a través de la parte superior de las capas terciarias por el acuifero cuaternario;

4) El acuifero cuaternario tiene poca capacidad de regulacién y su recarga corresponde principalmente

con retornos de riego.

Los procesos de desnitrificacion suelen estar relacionados con ambientes anoxicos y por tanto,
dificilmente se dan en aguas superficiales que suelen estar oxigenadas. Por ello, aqui y como hipotesis
se considera que los procesos de desnitrificacion (atenuacion natural de la contaminacion), al tratarse de
rios receptores de las aguas fredticas, podrian tener su origen en la zona de interaccion entre el agua
subterranea y el agua superficial que pueden actuar como zonas riparias. Se trata de zonas de transicion
entre el ecosistema terrestre y el acuatico, que constituyen puntos de encuentro de aguas superficiales y
subterraneas, los cuales suelen contener sedimentos ricos en materia organica, que favorecen los
procesos de desnitrificacion. Para verificar este modelo conceptual, se recomienda el estudio local de las
aguas freaticas en zonas cercanas a los margenes de los rios. Debido a que en estas zonas la mezcla de
aguas con distinto contenido en nitrato puede enmascarar las evidencias de atenuacion natural, el uso de
la metodologia isotopica es imprescindible para poder determinar la existencia de procesos de

desnitrificacion.

13



6. Conclusiones

Los valores de la composicion isotdpica del nitrogeno total de las muestras de purines y estiércol bovino
estudiadas presentan valores congruentes con la literatura. Solo una de las muestras de bovino, presenta
valores isotdpicos inferiores a los esperados, seguramente debido a la presencia de restos vegetales con

el estiércol.

El nitrato disuelto presente en las aguas superficiales de los cauces de Arba, Alcanadre y Clamor Amarga

tiene su origen en fertilizantes organicos procedentes de fuentes ganaderas.

Teniendo en cuenta la composicion isotopica de los nitratos de las muestras podria decirse que las
muestras de Clamor Amarga estarian desnitrificadas, especialmente en las campafias de Julio y
Noviembre, mientras que en Alcanadre no hay desnitrificacion y en Arba el alcance de la atenuacion

natural del nitrato seria de menor grado.

Se recomienda realizar el analisis isotopico de la molécula del agua, con el fin de confirmar la existencia
de procesos de atenuacion natural (desnitrificacion) y descartar, aunque sea poco probable, que se trate

de un efecto producido por la evaporacién del agua conjuntamente con la volatilizacién del amonio,.

En el caso de que realmente estén teniendo lugar procesos de desnitrificacion, se recomienda la
realizacion de experimentos de laboratorio con el propio material de la zona de estudio para poder
determinar los fraccionamientos isotopicos (en y €o) propios del area de estudio y asi poder estimar de

manera precisa el grado de atenuacion natural de la contaminacion.

Como aproximacion provisional, a partir de los valores de en bibliograficos extremos (-22.9%., Aravena y

Robertson, 1998 y -4%,, Pauwels et al., 2000) se puede aproximar por ejemplo una atenuacion natural en
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las muestras de Clamor Amarga en Julio y Noviembre préxima al 30% en el caso de la estimacion mas

conservadora (en= -22.9%0) y proxima al 90% en el caso de la estimacion menos conservadora (en=-4%o).

Como hipétesis de partida, se considera que los procesos de desnitrificacion (atenuacién natural de la
contaminacion), al tratarse de rios receptores de las aguas freaticas, podrian tener su origen en la zona de
interaccidn entre el agua subterranea y el agua superficial que pueden actuar como zonas riparias. Para
verificar este modelo conceptual, se recomienda el estudio local de las aguas freaticas en zonas cercanas

a los margenes de los rios.

15



7. Bibliografia

Abrahao. R., Causapé. J., Garcia-Garizabal, |., Merchan, D. (2011) Implementing irrigation: Water
balances and irrigation quality in the Lerma.basin (Spain). Agricultural Water Management, 102
(2011) 97-104

Andersson, K.K., y Hooper, A.B. (1983) O and H.0O are each the source of one O in NO2- produced from
NH3 by Nitrosomonas: "®N-NMR evidence. FEBS Letters, 164, 236-240.

Aravena, R., y Robertson, W.D. (1998) Use of multiple isotope tracers to evaluate denitrification in ground
water: Study of nitrate from a large-flux septic system plume. Ground Water, 36, 975-981.

Bottcher, J., Strebel, O., Voerkelius, S., y Schmidt, H.L. (1990) Using isotope fractionation of nitrate
nitrogen and nitrate oxygen for evaluation of microbial denitrification in a sandy aquifer. Journal of
Hydrology, 114, 413-424.

Cey, E.E., Rudolph, D.L., Aravena, R., y Parkin, G. (1999) Role of the riparian zone in controlling the
distribution and fate of agricultural nitrogen near a small stream in southern Ontario. Journal of
Contaminant Hydrology, 37, 45-67.

Devito, K.J., Fitzgerald, D., Hill, A.R., y Aravena, R. (2000) Nitrate dynamics in relation to lithology and

hydrologic flow path in a river riparian zone. Journal of Environmental Quality, 29, 1075-1084.

Fukada, T., Hiscock, K.M., Dennis, P.F., y Grischek, T. (2003) A dual isotope approach to identify

denitrification in groundwater at a river-bank infiltration site. Water Research, 37, 3070-3078.

Heaton, T.H.E. (1986) Isotopic studies of nitrogen pollution in the hydrosphere and atmosphere - A review.
Chemical Geology, 59, 87-102.

16



Horibe, Y., Shigehara, K., and Takakuwa, Y. (1973) Isotope separation factor of carbon dioxide-water
system and isotopic composition of atmospheric oxygen. Journal of Geophysical Research, 78,
2625-2629.

Lehmann, M.F., Reichert, P., Bernasconi, S.M., Barbieri, A., y McKenzie, J.A. (2003) Modelling nitrogen
and oxygen isotope fractionation during denitrification in a lacustrine redox-transition zone.
Geochimica et Cosmochimica Acta, 67, 2529-2542.

Mengis, M., Schif, S.L., Harris, M., English, M.C., Aravena, R., Elgood, R.J., y MacLean, A. (1999) Multiple
geochemical and isotopic approaches for assessing ground water NO3 elimination in a riparian zone.
Ground Water, 37, 448-457.

Mengis, M., Walther, U., Bernasconi, S.M., y Wehrli, B. (2001) Limitations of using 8180 for the source
identification of nitrate in agricultural soils. Environmental Science and Technology, 35, 1840-1844.

Otero, N., Torrentd, C., Soler, A., Mencio, A., and Mas-Pla, J. (2009) Monitoring groundwater nitrate
attenuation in a regional system coupling hydrogeology with multi-isotopic methods: The case of
Plana de Vic (Osona, Spain). Agriculture, Ecosystems and Environment, 133, 103-113.

Pauwels, H., Foucher, J.C., y Kloppmann, W. (2000) Denitrification and mixing in a schist aquifer: influence

on water chemistry and isotopes. Chemical Geology, 168, 307-324.

Vitoria, L., Otero, N., Soler, A., y Canals, A. (2004) Fertilizer characterization: Isotopic data (N, S, O, C, and
Sr). Environmental Science and Technology, 38, 3254-3262.

Vitoria, L., Soler, A., Canals, A., y Otero, N. (2008) Environmental isotopes (N, S, C, O, D) to determine
natural attenuation processes in nitrate contaminated waters: Example of Osona (NE Spain). Applied
Geochemistry, 23, 3597-3611.

17



