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S u m m a r y. Changes of the 15N/14N 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

and fertilizers in groundwaters is provided.
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Celem niniejszej pracy jest przedstawienie mo¿liwoœci
wykorzystania trwa³ych izotopów azotu w szeroko pojê-
tych badaniach ochrony wód. Przedstawiono uogólniony
obieg azotu w przyrodzie ze szczególnym uwzglêdnieniem
naturalnych zmian sk³adu izotopowego i tych wymuszo-
nych przez cz³owieka. Nale¿y mieæ nadziejê, ¿e równie¿ w
Polsce badania sk³adu izotopowego azotu pos³u¿¹ do
wykrywania Ÿróde³ zanieczyszczeñ i identyfikacji proce-
sów modyfikuj¹cych zwi¹zki azotowe.

Trwa³e izotopy azotu

W przyrodzie wystêpuj¹ dwa trwa³e izotopy azotu: 14N
(99,63%) i 15N (0,37%). Sk³ad izotopowy zwi¹zków azotu
mierzy siê za pomoc¹ spektrometru masowego do którego
azot wprowadza siê w postaci gazowej. Konieczne jest
wiêc poddanie zwi¹zków azotu preparatyce chemicznej
tak, aby dany zwi¹zek azotu wystêpuj¹cy w próbce (np.
NO 3

� ) zosta³ zamieniony w azot gazowy o sk³adzie izoto-
powym reprezentatywnym dla próbki. Wyniki s¹ przedsta-
wiane jako wartoœci w odniesieniu do miêdzynarodowego
wzorca, którym jest azot atmosferyczny:
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gdzie: Rp jest stosunkiem izotopów 15N/14N w próbce, a
Rw jest wzorcem (N2-AIR), którego dystrybucjê prowadzi
Miêdzynarodowa Agencja Atomowa w Wiedniu.

Wspó³czynnik frakcjonowania izotopowego zdefinio-
wany jest jako:

� =
R

R
a

b

[2]

gdzie: Ra i Rb w przypadku azotu s¹ stosunkami izoto-
pów15N/14N w a i b, np. NO 3

� i N2. Wspó³czynnik frak-
cjonowania izotopowego jest miar¹ zró¿nicowania
izotopowego zachodz¹cego w procesach fizycznych lub
reakcjach chemicznych. W przypadku zwi¹zków azotu s¹
to zwykle reakcje kinetyczne, nie zaœ równowagowe. Lek-
ki izotop jest zawsze preferowany przez enzymy bakteryj-
ne prowadz¹ce reakcje chemiczne, st¹d substrat takich

reakcji enzymatycznych jest zawsze wzbogacony w ciê¿ki
izotop (�15N), a produkt zubo¿ony w ciê¿ki izotop.

Czêsto wspó³czynnik frakcjonowania izotopowego jest
zastêpowany przez frakcjonowanie � wyra¿ane w promi-
lach, bêd¹ce ró¿nic¹ wartoœci �(‰) dwóch sk³adników,
np. NO 3

� i N2 uczestnicz¹cych w procesie.
Zwi¹zki azotu w przyrodzie wystêpuj¹ na wielu stopniach

utlenienia od -3 w NH4 do +5 w NO3
- , co powoduje, ¿e wiel-

koœæ frakcjonowania izotopowego jest znacz¹ca. Obok
sk³adu izotopowego azotu (�15N) mierzonego w zwi¹zkach
azotu istnieje mo¿liwoœæ poznania sk³adu izotopowego tlenu
(�18O) w azotanach, co umo¿liwia bardziej wszechstronn¹
interpretacjê i zrozumienie sk¹d pochodz¹ zwi¹zki azotu i
jakim procesom podporz¹dkowane by³y zmiany ich sk³adu
izotopowego. Sk³ad izotopowy rozszerza zatem w znacznej
mierze informacje otrzymane dziêki pomiarom stê¿eñ
zwi¹zków azotu w wodach (Kendall, 1999).

Jak wynika z tab. 1, g³ównym zbiornikiem azotu na
Ziemi jest atmosfera. Inne zbiorniki azotu s¹ o kilka rzê-
dów wielkoœci mniej zasobne, ale œredni sk³ad izotopowy
azotu g³ównych zbiorników nie odzwierciedla znacznie
wiêkszego zró¿nicowania izotopowego wystêpuj¹cego w
ró¿nych indywiduach chemicznych w obrêbie zbiorników
(ryc. 1).
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Ryc. 1. Uproszczony schemat obiegu azotu i sk³adów izotopo-
wych azotu i tlenu
Fig. 1. Simplified scheme of nitrogen cycle and resulting iso-
topic composition



Obieg zwi¹zków azotu w przyrodzie oraz
frakcjonowanie izotopów azotu i tlenu

Podstawowe procesy przemiany zwi¹zków azotu i
towarzysz¹ce im zmiany sk³adu izotopowego (ryc. 1)
odbywaj¹ siê w glebie i p³ytkich warstwach wodonoœnych.
Wody podziemne strefy aeracji stanowi¹ wiêc g³ówn¹ dro-
gê przenoszenia zwi¹zków azotu poprzez etapy nitryfikacji
i denitryfikacji. Bardzo wa¿nym etapem obiegu azotu jest
wi¹zanie azotu z powietrza przy udziale niektórych bakte-
rii i jego transformacja w amoniak.

W wyniku reakcji wi¹zania i metabolizmu bakteryjnego:

N2 + 3H2O � ���� �
3
2
O2 [3]

powstaje amoniak, który jest hydrolizowany w œrodowi-
sku glebowym. Reakcja hydrolizy NH3 + H2O = NH 4

	 +

OH- jako jedyna z reakcji transformuj¹cych zwi¹zki azotu
jest odwracalna i frakcjonowanie izotopowe azotu pomiê-
dzy jonem amonowym, a amoniakiem mo¿e osi¹gaæ 35‰:
14NH3 + 15 NH 4

	 = 15NH3 + 14NH 4
	 [4]

W strefie aeracji czêœæ zredukowanego azotu, nie asy-
milowanego przez roœliny i nie podlegaj¹cego nitryfikacji
trafia wprost do atmosfery jako NH3. Przyswajanie jonu
amonowego przez systemy korzeniowe roœlin mo¿e powo-
dowaæ wzbogacenie pozostaj¹cego w glebie w ciê¿ki izo-
top azotu (�15N) nawet o 13‰ (tab. 2).

Proces nitryfikacji polega na utlenieniu amoniaku lub
jonu amonowego do jonu azotanowego i odbywa siê w
dwóch etapach. Frakcjonowanie azotu powoduje zubo¿e-
nie NO 3

� w 15N do 35‰.

4NH 4
	 + 6O2 � 4NO 2

� + 8H+ + 4H2O [5]

4NH 4
	 + 8O2 � 4NO 3

� + 8H++ 4H2O ��	

Czêœæ azotanów z procesu nitryfikacji jest pobierana
przez do korzenie roœlin. Te same procesy powoduj¹ frak-
cjonowanie tlenu w azotanach (Böttcher i in., 1990). Dwa
atomy tlenu w procesie nitryfikacji pochodz¹ z wód grun-
towych (�18O 
 -10‰ na obszarze Polski) i jeden z tlenu
atmosferycznego (�18O = 23‰). Nitryfikacja zgodnie ze
wzorami [5] i [6], nastêpuje dwustopniowo, najpierw pod
wp³ywem bakterii utleniaj¹cych Nitrosomonas, a póŸniej
Nitrobacter.

Koñcowym etapem, zamykaj¹cym cykl obiegu azotu,
jest denitryfikacja przy udziale bakterii, tj. powstawanie N2

w s³abo napowietrzonych glebach i anaerobowych izolo-
wanych poziomach wodonoœnych oraz innych stratyfiko-
wanych cia³ach wodnych, jak niektóre jeziora.
Przypuszcza siê, ¿e denitryfikacja bilansowa³a wi¹zanie
azotu do okresu industrialnego kiedy cz³owiek zaburzy³
naturalny obieg azotu. Podczas denitryfikacji przy udziale
bakterii Thiobacillus denitrificans ciê¿kie izotopy 15N i 18O
s¹ wybiórczo zatrzymywane w jonach NO 3

� (NO 2
� ) zawar-

tych w wodach podziemnych i powierzchniowych, a frak-
cjonowanie pomiêdzy NO 3

� i N2 wynosi od 25 do 35‰
(Mariotti i in., 1981), tzn. powstaj¹cy azot mo¿e byæ
zubo¿ony nawet o 35‰ wzglêdem pocz¹tkowego azotanu:

5CH2O + 4NO 3
� + 4H+

� ��� � �C�2 + 7H2O [7]
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Ryc. 2. Zakresy sk³adów izotopowych azotu i tlenu w azotanach.
Wk³adka A pokazuje kierunek ewolucji stê¿eñ i sk³adu izotopowe-
go tlenu i azotu w NO3

� w procesie mieszania NO3
� wód podziem-

nych NO3
� z pochodz¹cym z nawozów sztucznych (strza³ka

przerywana �18O, strza³ka ci¹g³a �15N). Wk³adka B pokazuje kie-
runek ewolucji stê¿eñ i sk³adu izotopowego tlenu i azotu w NO3

� w
procesie mieszania wód NO3

� podziemnych z NO3
� pochodz¹cym

ze œcieków (strza³ka ci¹g³a — �
15N, strza³ka przerywana — �

18O)
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 NO3

� in the proces of mixing of gro-
undwater NO3

� with that derived from artificial fertilisers (bro-
ken line — �

18O, continuous line — �
15N). Insert B indicates the

direction of changes in concentration and isotopic composition of
NO3

� in the proces of mixing of groundwater NO3
� with that

derived from manure or sewage (broken line — �
15N, continuous

line — �
18O)

Zbiornik reservoir N(g) (%) �
15N (‰)

Atmosfera atmosphere 4  1021 90 0

Ocean ocean 3  1019 <1 5

Gleby (organiczny azot)
soil (organic nitrogen)

107 <1 -4 do 2

Biosfera biosphere 1015 <1 -2 do 2

Tab. 1. Zasobnoœæ i sk³ad izotopowy azotu g³ównych
zbiorników azotu na Ziemi
Tab. 1. Abundance and isotope composition of main nitrogen
pools in the Earth

Proces process �(‰)

Wi¹zanie fixation: N2 � NH 4
	 -3 do 1

Pobieranie: assimilation NH 4
	

� komórka cell -13 do 1

Wolatylizacja volatilisation: NH 4
	

�NH3 -35*

Amonifikacja manification: komórka cell �NH 4
	 -1

Pobieranie assimilation: NO 3
�

� komórka cell -23 do -11

Nitryfikacja nitrification: NH 4
	

� NO 3
� -35 do -12

Denitryfikacja denitrification: NO 3
�

� N2, -35 do -25

*oznacza wartoœæ w stanie równowagi dla 25oC, is an equilibrion
value at 25oC, frakcjonowanie podano wed³ug konwencji: � = �produkt-
�substrat, dane wed³ug ró¿nych autorów, fractionation is given in terms
� = �produkt-�substrat, data according to different authors

Tab. 2. Przybli¿one wielkoœci frakcjonowania izotopowego
zwi¹zków azotu

Tab. 2. Approximate isotope fractionation of nitrogen compounds



W pewnych œrodowiskach pobieranie polegaj¹ce na
przyswajaniu jonu przez roœliny i ich system korzeniowy
jest procesem konkurencyjnym do denitryfikacji (Buzek i
in., 1998).

Znane s¹ przyk³ady, gdy przyroda do redukcji za
poœrednictwem bakterii Thiobacillus denitrificans wyko-
rzystuje siarczki (Böttcher i in., 1990):

2H2S + 6NO 3
� + 16H+ = 2SO 4

2� + 3N2 + 10H2O [8]

W takich przypadkach modyfikowany bêdzie tak¿e
sk³ad siarki w reakcji [8] co stwarza dodatkowe mo¿liwoœci
interpretacji izotopowej je¿eli zostan¹ zmierzone sk³ady
izotopowe H2S i SO 4

2�

Wp³yw nawozów naturalnych i œcieków na sk³ad
izotopowy azotanów w wodach podziemnych

Wymywanie nawozów sztucznych i œcieków prowadzi
do zwiêkszenia zawartoœci NO 3

� w wodach podziemnych.
Jednak¿e odró¿nienie, na podstawie podwy¿szonych stê¿eñ
NO 3

� , wp³ywu nawozów sztucznych od œcieków nie jest na
ogó³ mo¿liwe. Takie mo¿liwoœci oferuje poznanie charakte-
rystycznego sk³adu izotopowego (�15N i �

18O) azotanów
wód podziemnych, nawozów sztucznych i œcieków (ryc. 2).
W przypadku œcieków i nawozów naturalnych wartoœci �15N
azotanów wzrastaj¹ wraz ze wzrostem stê¿enia w wodach
podziemnych, a wartoœci �

18ONO3
� pozostaj¹ niezmienne

(ryc. 2). Sytuacja jest odwrotna w przypadku powstawania
NO 3

� z rozk³adu nawozów sztucznych, gdy ze wzrostem stê-
¿enia azotanów wartoœci �18NNO3

� pozostaj¹ sta³e, a wartoœci
�

18ONO3
� wzrastaj¹. W czêœci A pokazano, jak sk³ad izotopo-

wy tlenu i azotu w NO 3
� w wodach podziemnych zmienia

siê wskutek mieszania z azotanami ze œcieków i nawozów
naturalnych: lini¹ ci¹g³¹ oznaczono zmiany wartoœci �15N,
lini¹ przerywan¹ �

18O, (NO 3
� ) oznacza stê¿enie jonu azota-

nowego. W czêœci B pokazano jak sk³ad izotopowy tlenu i
azotu w NO 3

� zmienia siê wskutek mieszania z azotanami z
nawozów sztucznych: lini¹ ci¹g³¹ oznaczono ewolucjê war-
toœci �15N, lini¹ przerywan¹ �

18O.
W ramach projektu PHARE i wdra¿ania dyrektywy

azotanowej EU we wspó³pracy z Ministerstwem Ochrony

Œrodowiska i Pañstwowym Instytutem Geologicznym, w
Instytucie Nauk Geologicznych PAN zaadaptowano meto-
dykê oznaczania sk³adu izotopowego azotu w azotanach i
jonie amonowym (Leœniak & Zawidzki, 2005). Zastosowa-
na metodyka wykorzystuje metodê redukcji azotanów sto-
pem Devarda do jonu amonowego i jego str¹cenia jako soli
NH4Cl, a nastêpnie zredukowanie jonu amonowego roz-
tworem bromianu litowego do gazowego azotu, którego
sk³ad izotopowy oznaczany jest na spektrometrze maso-
wym Finnigan Delta+.

W obliczu wzrastaj¹cego zagro¿enia mo¿liwoœæ wska-
zania Ÿród³a zanieczyszczeñ azotanami lub jonem amono-
wym wód podziemnych lub odró¿nienia zanieczyszczeñ
pochodz¹cych z nawozów sztucznych od nawozów natu-
ralnych jest nie do przecenienia.

Niniejsze opracowanie zosta³o czêœciowo wsparte grantem
przez Ministerstwo Œrodowiska w ramach zawartej umowy (Ana-
lysis of water samples for isotopes of nitrogen under the Twinning
Covenant “Water resources protection vis-�-vis agricultural
impacts”) finansowanej przez projekt PHARE PL 0105.01.
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