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Frakcjonowanie trwalych izotopow azotu w obiegu naturalnym —
implikacje dla badan zanieczyszczen wod podziemnych
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and fertilizers in groundwaters is provided.

Stable isotope fractionation of nitrogen in the natural cycle — implication for the studies of groundwater

Summary. Changes of the ""N/"*N isotopic composition in the natural nitrogen cycle have been described. As
the nitrogen natural cycle is heavily perturbed by humans, one of the isotopic method of identification of manures
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Celem niniejszej pracy jest przedstawienie mozliwos$ci
wykorzystania trwatych izotopoéw azotu w szeroko poje-
tych badaniach ochrony wdd. Przedstawiono uogolniony
obieg azotu w przyrodzie ze szczegdlnym uwzglednieniem
naturalnych zmian sktadu izotopowego i tych wymuszo-
nych przez cztowieka. Nalezy mie¢ nadziejg, ze rOwniez w
Polsce badania sktadu izotopowego azotu postuza do
wykrywania zrédet zanieczyszczen i identyfikacji proce-
sow modyfikujacych zwiazki azotowe.

Trwale izotopy azotu

W przyrodzie wystepuja dwa trwate izotopy azotu: ‘N
(99,63%) i "°N (0,37%). Sktad izotopowy zwiazkéw azotu
mierzy si¢ za pomoca spektrometru masowego do ktorego
azot wprowadza si¢ w postaci gazowej. Konieczne jest
wigc poddanie zwiazkdéw azotu preparatyce chemicznej
tak, aby dany zwiazek azotu wystgpujacy w prébee (np.
NO7) zostat zamieniony w azot gazowy o sktadzie izoto-
powym reprezentatywnym dla probki. Wyniki sa przedsta-
wiane jako warto$ci w odniesieniu do migdzynarodowego
wzorca, ktorym jest azot atmosferyczny:
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gdzie: R, jest stosunkiem izotopoéw “N/"*N w probee, a
R, jest wzorcem (N,-AIR), ktorego dystrybucj¢ prowadzi
Migdzynarodowa Agencja Atomowa w Wiedniu.

Wspolczynnik frakcjonowania izotopowego zdefinio-
wany jest jako:

Rﬂ
R, (2]
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gdzie: R, 1 R, w przypadku azotu sa stosunkami izoto-
pow " N/"“N w a i b,np. NO; i N,. Wspdtczynnik frak-
cjonowania izotopowego jest miara zréznicowania
izotopowego zachodzacego w procesach fizycznych lub
reakcjach chemicznych. W przypadku zwiazkow azotu sa
to zwykle reakcje kinetyczne, nie zas rownowagowe. Lek-
ki izotop jest zawsze preferowany przez enzymy bakteryj-
ne prowadzace reakcje chemiczne, stad substrat takich
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reakcji enzymatycznych jest zawsze wzbogacony w cigzki
izotop (8'"°N), a produkt zubozony w cigzki izotop.

Czgsto wspodtczynnik frakcjonowania izotopowego jest
zastgpowany przez frakcjonowanie A wyrazane w promi-
lach, bedace roznica wartosci &(%o) dwoch sktadnikow,
np. NOji N, uczestniczacych w procesie.

Zwiazki azotu w przyrodzie wystepuja na wielu stopniach
utlenienia od -3 w NH, do +5 w NO;", co powoduje, ze wiel-
kos¢ frakcjonowania izotopowego jest znaczaca. Obok
sktadu izotopowego azotu (8'°N) mierzonego w zwiazkach
azotu istnieje mozliwo$¢ poznania sktadu izotopowego tlenu
(6"0) w azotanach, co umozliwia bardziej wszechstronna
interpretacj¢ 1 zrozumienie skad pochodza zwiazki azotu i
jakim procesom podporzadkowane byty zmiany ich sktadu
izotopowego. Sklad izotopowy rozszerza zatem w znacznej
mierze informacje otrzymane dzigki pomiarom stgzen
zwiazkow azotu w wodach (Kendall, 1999).

Jak wynika z tab. 1, gldownym zbiornikiem azotu na
Ziemi jest atmosfera. Inne zbiorniki azotu sa o kilka rzeg-
dow wielko$ci mniej zasobne, ale $redni sktad izotopowy
azotu gldwnych zbiornikéw nie odzwierciedla znacznie
wigkszego zréznicowania izotopowego wystgpujacego w
roznych indywiduach chemicznych w obrgbie zbiornikow
(ryc. 1).
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Ryc. 1. Uproszczony schemat obiegu azotu i sktadéw izotopo-
wych azotu i tlenu
Fig. 1. Simplified scheme of nitrogen cycle and resulting iso-
topic composition
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Tab. 1. Zasobno$¢ i sklad
zbiornikéw azotu na Ziemi
Tab. 1. Abundance and isotope composition of main nitrogen
pools in the Earth

izotopowy azotu gléwnych

Zbiornik reservoir N(g) (%) 8N (%o)
Atmosfera atmosphere 4.10" 90 0

Ocean ocean 3.10" <1 5

Gleby (organiczny azot) 10’ <1 -4do2
soil (organic nitrogen)

Biosfera biosphere 10" <1 -2do2

Obieg zwiazkow azotu w przyrodzie oraz
frakcjonowanie izotopéw azotu i tlenu

Podstawowe procesy przemiany zwiazkdw azotu i
towarzyszace im zmiany sktadu izotopowego (ryc. 1)
odbywaja si¢ w glebie i ptytkich warstwach wodonos$nych.
Wody podziemne strefy aeracji stanowia wigc gtowna dro-
g¢ przenoszenia zwiazkow azotu poprzez etapy nitryfikacji
1 denitryfikacji. Bardzo waznym etapem obiegu azotu jest
wiazanie azotu z powietrza przy udziale niektorych bakte-
rii 1 jego transformacja w amoniak.

W wyniku reakcji wigzania 1 metabolizmu bakteryjnego:

N,+3H,0 = 2NH; +%OQ [3]

powstaje amoniak, ktory jest hydrolizowany w srodowi-
sku glebowym. Reakcja hydrolizy NH; + H,O = NH +
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Ryec. 2. Zakresy sktadow izotopowych azotu i tlenu w azotanach.
Wktadka A pokazuje kierunek ewolucji stezen i sktadu izotopowe-
go tlenu i azotu w NOJ w procesie mieszania NO; wod podziem-
nych NO; z pochodzacym z nawozéw sztucznych (strzatka
przerywana 8'°0, strzatka ciagta 8"°N). Wktadka B pokazuje kie-
runek ewolucji stgzen i sktadu izotopowego tlenu i azotu w NO; w
procesie mieszania wod NO; podziemnych z NO; pochodzacym
ze §ciekow (strzatka ciagla— 8N, strzatka przerywana — 6'°0)
Fig. 2. Range of isotopic compositions of nitrogen and oxygen in
nitrates. Insert A shows the direction of changes in concentration
and isotopic composition of NOj in the proces of mixing of gro-
undwater NO; with that derived from artificial fertilisers (bro-
ken line — 8"0, continuous line — 8"°N). Insert B indicates the
direction of changes in concentration and isotopic composition of
NOj in the proces of mixing of groundwater NO; with that
derived from manure or sewage (broken line— &'°N, continuous
line — §"0)

OH’ jako jedyna z reakcji transformujacych zwiazki azotu
jest odwracalna i frakcjonowanie izotopowe azotu pomig-
dzy jonem amonowym, a amoniakiem moze osiagac¢ 35%o:

“NH;+ " NH = 15NH; + 14NH [4]

W strefie aeracji czg$¢ zredukowanego azotu, nie asy-
milowanego przez ro§liny i nie podlegajacego nitryfikacji
trafia wprost do atmosfery jako NH;. Przyswajanie jonu
amonowego przez systemy korzeniowe roslin moze powo-
dowaé wzbogacenie pozostajacego w glebie w cigzki izo-
top azotu (8'°N) nawet 0 13%o (tab. 2).

Proces nitryfikacji polega na utlenieniu amoniaku lub
jonu amonowego do jonu azotanowego i odbywa si¢ w
dwach etapach. Frakcjonowanie azotu powoduje zuboze-
nie NO; w "N do 35%o.

4NH? + 60, = 4NO; + 8H' + 4H,0 [5]

4NH! +80, = 4NO; +8H++4H,0 [6]

Czg$¢ azotandw z procesu nitryfikacji jest pobierana
przez do korzenie roslin. Te same procesy powoduja frak-
cjonowanie tlenu w azotanach (Béttcher i in., 1990). Dwa
atomy tlenu w procesie nitryfikacji pochodza z wéd grun-
towych (80 = -10%o na obszarze Polski) i jeden z tlenu
atmosferycznego (8'°0 = 23%o). Nitryfikacja zgodnie ze
wzorami [5] 1 [6], nastgpuje dwustopniowo, najpierw pod
wptywem bakterii utleniajacych Nitrosomonas, a pozniej
Nitrobacter.

Konicowym etapem, zamykajacym cykl obiegu azotu,
jest denitryfikacja przy udziale bakterii, tj. powstawanie N,
w stabo napowietrzonych glebach i anaerobowych izolo-
wanych poziomach wodono$nych oraz innych stratyfiko-
wanych cialach wodnych, jak niektére jeziora.
Przypuszcza sig, ze denitryfikacja bilansowata wigzanie
azotu do okresu industrialnego kiedy cztowiek zaburzyt
naturalny obieg azotu. Podczas denitryfikacji przy udziale
bakterii Thiobacillus denitrificans cigzkie izotopy "N i '*0
sa wybiodrczo zatrzymywane w jonach NO; (NO, ) zawar-
tych w wodach podziemnych i powierzchniowych, a frak-
cjonowanie pomigdzy NO; i N, wynosi od 25 do 35%o
(Mariotti i in., 1981), tzn. powstajacy azot moze by¢
zubozony nawet 0 35%o wzgledem poczatkowego azotanu:

5CH,0 +4NO; +4H' = 2N, + 5CO, + 7H,0 [7]

Tab. 2. Przyblizone wielkosci frakcjonowania izotopowego
zwigzkow azotu
Tab. 2. Approximate isotope fractionation of nitrogen compounds

Proces process A(%o)
Wiazanie fixation: N, = NH; -3do 1
Pobieranie: assimilation NH; = komorka cell -13do 1
Wolatylizacja volatilisation: NH,; =NH; -35%
Amonifikacja manification: komérka cell =>NH -1
Pobieranie assimilation: NO; = komorka cell -23 do-11
Nitryfikacja nitrification: NH,; = NO; -35do -12
Denitryfikacja denitrification: NO; = N,, -35do -25

*oznacza warto$¢ w stanie rownowagi dla 25°C, is an equilibrion
value at 25°C, frakcjonowanie podano wedtug konwencji: A = &,
Ogupsirats dane wedtug roznych autordw, fractionation is given in terms
A =0, 00u-Osubsia data according to different authors
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W pewnych $rodowiskach pobieranie polegajace na
przyswajaniu jonu przez rosliny i ich system korzeniowy
jest procesem konkurencyjnym do denitryfikacji (Buzek i
in., 1998).

Znane sa przyklady, gdy przyroda do redukcji za
posrednictwem bakterii Thiobacillus denitrificans wyko-
rzystuje siarczki (Bottcher i in., 1990):

2H,S+6NO; +16H" = 280; +3N,+ 10H,0 [8]

W takich przypadkach modyfikowany bedzie takze
sktad siarki w reakcji [8] co stwarza dodatkowe mozliwosci
interpretacji izotopowej jezeli zostana zmierzone sklady
izotopowe H,S 1 SO~

Wplyw nawozow naturalnych i §ciekéw na sklad
izotopowy azotan6w w wodach podziemnych

Wymywanie nawozow sztucznych i Sciekow prowadzi
do zwigkszenia zawartoSci NO; w wodach podziemnych.
Jednakze odrdznienie, na podstawie podwyzszonych stezen
NO;, wplywu nawozéw sztucznych od $ciekéw nie jest na
0g6l mozliwe. Takie mozliwosci oferuje poznanie charakte-
rystycznego sktadu izotopowego (8"°N i §'*0) azotanow
wod podziemnych, nawozow sztucznych i Sciekow (ryc. 2).
W przypadku $ciekdw i nawozoéw naturalnych wartosci 8'°N
azotanOw wzrastaja wraz ze wzrostem st¢zenia w wodach
podziemnych, a wartoéci 8'*Oyo- pozostaja niezmienne
(ryc. 2). Sytuacja jest odwrotna w przypadku powstawania
NO; zrozkladu nawozow sztucznych, gdy ze wzrostem ste-
zenia azotanOw wartoSci 618NNO; pozostaja stale, a warto$ci
6180N0; wzrastaja. W czgsci A pokazano, jak sktad izotopo-
wy tlenu i azotu w NO; w wodach podziemnych zmienia
si¢ wskutek mieszania z azotanami ze $ciekdw i nawozow
naturalnych: linia ciagla oznaczono zmiany wartosci 8"°N,
linia przerywana 8'°0, (NO) oznacza stgzenie jonu azota-
nowego. W czgsci B pokazano jak sktad izotopowy tlenu i
azotu w NO; zmienia si¢ wskutek mieszania z azotanami z
nawozow sztucznych: linia ciagla oznaczono ewolucj¢ war-
tosci 8N, linia przerywana 8'°O.

W ramach projektu PHARE i wdrazania dyrektywy
azotanowej EU we wspotpracy z Ministerstwem Ochrony
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Srodowiska i Panstwowym Instytutem Geologicznym, w
Instytucie Nauk Geologicznych PAN zaadaptowano meto-
dyke oznaczania sktadu izotopowego azotu w azotanach i
jonie amonowym (Le$niak & Zawidzki, 2005). Zastosowa-
na metodyka wykorzystuje metodg redukcji azotanow sto-
pem Devarda do jonu amonowego i jego stracenia jako soli
NH,CI, a nastgpnie zredukowanie jonu amonowego roz-
tworem bromianu litowego do gazowego azotu, ktorego
sktad izotopowy oznaczany jest na spektrometrze maso-
wym Finnigan Delta+.

W obliczu wzrastajacego zagrozenia mozliwos$¢ wska-
zania zrodta zanieczyszczen azotanami lub jonem amono-
wym wod podziemnych lub odréznienia zanieczyszczen
pochodzacych z nawozoéw sztucznych od nawozdéw natu-
ralnych jest nie do przecenienia.

Niniejsze opracowanie zostalo czgsciowo wsparte grantem
przez Ministerstwo Srodowiska w ramach zawartej umowy (Ana-
lysis of water samples for isotopes of nitrogen under the Twinning
Covenant “Water resources protection vis-a-vis agricultural
impacts”) finansowanej przez projekt PHARE PL 0105.01.
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