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Rozdziat 1. Wprowadzenie

1.1. Wstep

Szeroko pojete nauki o $rodowisku obejmuja wiele dyscyplin naukowych, opisujacych oddzialywania
pomiedzy biologicznymi skiadnikami $rodowiska a jego elementami fizykochemicznymi, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zanieczyszczenia i degradacji srodowiska wskutek niekorzystnej dzialalnosci czlowieka o
charakterze zaréwno krotko— jak 1 dlugofalowym. Interdyscyplinarno$¢ badan $rodowiskowych wymusza
wspolprace 1 wzajemne uzupelnianie sie réznych dziedzin nauki. Przyktadowo, zadaniem fizyki w kontekscie
badan srodowiskowych jest przede wszystkim opisywanie cyrkulacji materii i energii w §rodowisku, podczas
gdy chemia pomaga w zrozumieniu transformacji chemicznych wystepujacych zaréwno w poszczegolnych
elementach $rodowiska, jak i w srodowisku jako catosci.

Woda nalezy do podstawowych skladnikéw $rodowiska umozliwiajacych zycie 1 prawidlowe
funkcjonowanie organizméw zywych, w tym czlowieka. Cato§é wody w organizmie cztowieka wymieniana jest
srednio co 20 dni. Dzienne przecigtne spozycie wody przez czlowieka szacuje si¢ na okoto 2,5 litra. 2/3
powierzchni Ziemi pokrywajg akweny wodne moérz i oceandéw. Tylko okolo 1% rezerw wodnych stanowi
ciekta woda stodka w rzekach i jeziorach, ktéra mozna wykorzysta¢ do celéw konsumpcyjnych. Reszta to
stone morza i oceany, para wodna w atmosferze i lodowece.

Prace zwiazane z oceng potencjalnego zagrozenia zrédet wody pitnej obejmuja m.in. wplyw réznych
substancji chemicznych wykorzystywanych w rolnictwie na jako$¢ wéd powierzchniowych i podziemnych.
Takimi zwiazkami sa np. azotany, fosforany, siarczany itp. W przypadku tych pierwszych, w wielu miejscach
na Ziemi zaobserwowano wzrost ich stezenia w wodach powierzchniowych i podziemnych ponad
dopuszczalne normy. Zgodnie z zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) stezenie azotu
azotanowego N(NO3") w wodzie pitnej nie powinno przekraczaé 10 mg/L. Tymczasem w wodach zaréwno
powierzchniowych, jak i podziemnych poziom ten bywa czgsto przekraczany, przede wszystkim wskutek
wprowadzania przez rolnictwo do srodowiska nadmiernej ilosci nawozéw sztucznych oraz zanieczyszczenia
wbd odpadami komunalnymi. Przeklada si¢ to bezposrednio na zagrozenie zdrowia i zycia, szczegdlnie w
przypadku matych dzieci, u ktérych wskutek spozywania wody o duzej zawartosci azotandw moze wystapic
tzw. methemoglobinemia, zwana potocznie ,,choroba bigkitnych dzieci”. Ponadto, w wielu produktach
spozywczych (np. jarzynach) jako pozostalosci po nawozach sztucznych wystepuja nitrozoaminy, zwiazki o
charakterze rakotworczym.

W wyniku przedostawania si¢ do rzek 1 zbiornikéw powierzchniowych $ciekéw i woéd o
podwyzszonym stezeniu azotandéw 1 fosforanéw zachodzi w nich proces eutrofizacji polegajacy na
wzmozonym rozwoju roélinnosci wodnej (gléwnie glonéw) i planktonu, co doprowadza do zaklécenia
rownowagi tlenowej zbiornika. W skrajnych przypadkach przy dnie wytwarza si¢ warstwa beztlenowa i
zachodza reakcje chemiczne z wydzieleniem gazéw, np. CHs, HsS, co prowadzi do wymierania fauny wodne;j.
Obecne w opadach atmosferycznych kwasy siatkowe 1 azotowe powoduja zakwaszanie wielu ciekow i
zbiornikéw, doprowadzajac do powaznych szkéd w lokalnych ekosystemach.

Zrédla azotanéw zanieczyszczajacych wody podziemne i powierzchniowe dzielimy na dwie grupy:
(i) zroédla punktowe (np. zbiorniki na odpady komunalne, szamba, nieszczelne osadniki w oczyszczalniach

$ciekéw, niewlasciwie przechowywane odpady pozwierzece (obornik), oraz (ii) zrédla rozproszone
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(np. nawozy sztuczne i naturalne rozprowadzane na znacznym obszarze). Obecnie tego typu zrédla
zanieczyszczen funkcjonujg przede wszystkim na obszarach wiejskich. Badania tam prowadzone dokumentuja
zarébwno samo przekraczanie okreslonych norm stezen azotanéw w wodach podziemnych, jak 1 procesy
zmieniajace ich zawartosc.

Efektywne zarzadzanie kontrolg jakosci wod i opracowywanie rozwiazan dla zbiornikéw i ciekdw
wodnych juz zanieczyszczonych azotanami wymaga przede wszystkim posiadania narzedzi do identyfikacji
zrédet zanieczyszczenn 1 badania proceséw determinujacych poziom zawarto$ci azotanéw. Dodatkowe
informacje na temat lokalnych warunkéw hydrologicznych pomagaja oceni¢ potencjalne zagrozenie dla
zblornikéw wody pitnej. Podstawowym problemem w tego typu badaniach jest znalezienie korelacji pomig¢dzy
ilodcig azotanéw wprowadzanych do $rodowiska z poszczegdlnych Zrédel, a ich koncentracja w wodach
podziemnych i powierzchniowych. Ewentualne trudnosci wynikajg z: (i) wystgpowania na danym terenie kilku
zrédet azotandéw o réznym charakterze, (i) niepunktowego charakteru Zrédel i oddziatywania pomigdzy nimi,
oraz (iii) zachodzenia proceséw biogeochemicznych wplywajacych na st¢zenie azotanéw w wodzie.

Badania sktadu izotopowego azotanéw stanowig cenne uzupelnienie tradycyjnych analiz
chemicznych. W wielu przypadkach, ze wzgledu na odmienng azotows i tlenowa sygnature izotopowsa (8N,
8180) poszczegblnych 7Zrédel azotandw mozliwa jest ich identyfikacja. Ponadto, rézne przemiany w
biogeochemicznym cyklu azotu (np. denitryfikacja) zmieniaja sklad izotopowy azotanéw w sposéb, ktory

mozna pdzniej identyfikowac na podstawie analiz izotopowych.

1.2. Cel pracy doktorskiej

Podstawowym celem przedstawionej pracy doktorskiej bylo opracowanie metodyki okreslania skladu
izotopowego azotanoéw rozpuszczonych w wodzie 1 przetestowanie jej w oparciu o pobrane proby wod
pochodzacych z réznego typu srodowisk.

Metody okreslania sktadu izotopowego azotanéw rozpuszczonych w wodzie mozna podzieli¢ na dwie
grupy. Pierwsza z nich polega na ekstrakcji azotanéw z wody 1 takiej ich preparatyce chemicznej, aby otrzymac
substancje, ktére mozna zmierzy¢, wykorzystujac spektrometr mas. W prezentowanej pracy doktorskiej do
ekstrakcji azotandéw uzyto zywic anionowymiennych, a otrzymany po zobojetnieniu tlenkiem srebra Ag,O
azotan srebra AgNOj; przeprowadzano do postaci azotu czasteczkowego Nz (do wyznaczenia 8°N) i
dwutlenku wegla CO> (do wyznaczenia &80). Druga zastosowana metoda wykorzystuje bakterie
denitryfikacyjne, redukujace jony azotanowe NO3~ do podtlenku azotu NoO. W pracy zastosowano bakterie
Psendomonas anreofaciens, poniewaz w procesie metabolicznym denitryfikacja zwiazkdéw azotu zatrzymuje si¢ u
nich na etapie podtlenku azotu N2O. Gaz ten mozna jednoczesnie analizowaé pod katem sktadu izotopowego
azotu 1 tlenu, co znacznie upraszcza calg procedure.

W ramach pracy przygotowano 1 wszechstronnie przetestowano stanowisko do chemicznej
preparatyki prob wod zawierajacych azotany. Zbudowana zostala réwniez linia do ekstrakeji i oczyszczania
N2O. Proces namnazania bakterii i denitryfikacji azotanéw prowadzony byl w specjalnie przystosowanym do
tego typu czynnosci laboratorium Katedry Mikrobiologii, Wydzialu Rolniczo—Ekonomicznego Akademii

Rolniczej w Krakowie.
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W celu sprawdzenia poprawnosci metod analizy skladu izotopowego azotandéw opracowanych w
ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej pobrano szereg prob wod reprezentujacych trzy odmienne
typy Srodowiskowe: wody opadowe, powierzchniowe i wody podziemne. Dla sprawdzenia wplywu czynnikow
antropogenicznych na sklad izotopowy azotanéw w wodzie opadowej zbierano przez okres dwoch lat, od
marca 2004 roku do lutego 2005 roku i od lipca 2005 roku do czerwca 2006 roku, proby opadéw na dachu
budynku Wydzialu Fizyki i Informatyki Stosowanej, Akademii Goérniczo—Hutniczej w Krakowie 1 w
Obserwatorium Meteorologicznym Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej na Kasprowym Wierchu.
Aby zbada¢ wplyw $rodowiska miejskiego na zawarto$¢ i sktad azotanéw w wodach powierzchniowych, w
okresie od lipca 2005 roku do czerwca 2006 roku badano préby wody pobierane z Wisly ze Stopnia Wodnego
»IKosciuszko” (przed Krakowem) i z Mostu Wandy (poza centrum Krakowa) oraz ze zlokalizowanego w
poblizu Krakowa zbiornika wéd powierzchniowych Zalew Kryspinéw 1. Mozliwos$¢  zastosowania
wyznaczonego skladu izotopowego azotandéw do identyfikacji Zrédel zanieczyszczen i badania procesu
denitryfikacji w wodach podziemnych przetestowano w oparciu o proby wody pobrane z dwéch zbiornikdw
wod  podziemnych: z obejmujacego czgs¢ Krakowa i pobliskie okolice Glownego Zbiornika Wéd
Podziemnych 451 ,,Piaski Bogucickie” oraz z polozonego na potudniowy wschéd od Opola Gléwnego
Zbiornika Wéd Podziemnych 333 ,Opole — Zawadzkie”. We wszystkich pobieranych prébach wody
zmierzono stezenie azotandow.

Rozdzial 1 rozprawy doktorskiej wprowadza w problematyke zanieczyszczenia woéd azotanami i
wyznaczania ich sktadu izotopowego oraz przedstawia zalozenia pracy. Rozdzial 2 opisuje cyrkulacje azotu i
jego zwigzkéw w przyrodzie oraz zaburzenia tego cyklu wywolane dzialalnoscia cztowieka. W rozdziale 3
przedyskutowano problem wplywu zanieczyszczen azotanami na organizmy zywe 1 przedstawiono regulacje
prawne normujace dopuszczalne poziomy stezen tychze zwigzkéw. Rozdzial 4 zawiera krotkie oméwienie
zagadniefi dotyczacych zmian skladu izotopowego azotandw i procesow naft wplywajacych. W rozdziale 5
przedstawiono przeglad dotychczas stosowanych metod okreslania skladu izotopowego azotanéw oraz
szczegotowo opisano metody pomiarowe opracowane 1 wdrozone w ramach niniejszej pracy. Rozdzial 6
zawiera wyniki pomiaréw skladu izotopowego azotandéw w réznego typu probach srodowiskowych. Ostatni

rozdzial 7 stanowi podsumowanie przeprowadzonych prac.



Rozdziat 2. Azot w przyrodzie

Azot nalezy do pierwiastkow o podstawowym znaczeniu dla wigkszosci proceséw biologicznych. Wchodzi
m.n. w sklad aminokwasow (cegielek tworzacych biatka), czy zasad (wraz z cukrem—pentozg 1 reszta
fosforanowa tworzacych czasteczki kwaséw nukleinowych). Rozmaite procesy, takie jak np. wiazanie czy
denitryfikacja, prowadza do transformacii jednego typu zwiazkdéw azotu w drugie. Réwniez czltowiek poprzez
produkcije zwigzkow azotu (np. amoniaku, kwasu azotowego) i stosowanie ich w gospodarce 1 rolnictwie (np.

jako nawozow sztucznych) ingeruje coraz bardziej w naturalny cykl obiegu azotu w §rodowisku.

2.1. Podstawowe informacje o azocie

Nazwa pierwiastka pochodzi z jezyka greckiego od sléw nitron (po lacinie nitrium) 1 genes. Stowem nitron
nazywano mineraly — zawierajace azotan potasu badz sodu — z ktérych mozna bylo otrzymaé azot. Stowo genes
oznacza natomiast morgqey. W jezyku greckim agotikos oznacza nie podtrgymujacy $ycia. Azot zostal wyizolowany
z powietrza w 1772 roku jednoczesnie przez Carla Scheelego, Josepha Priestleya i Henry’ego Cavendisha. Jako
odkrywce tego pierwiastka przyjmuje si¢ jednak szkockiego fizyka Daniela Rutheforda, ktéry w 1772 roku
pierwszy opublikowal rezultaty swoich badan. Pragnac podkreslic wyjatkowa obojetnosé na spalanie i
negatywny wplyw na podtrzymywanie zycia, Antoine Lavoisier wprowadzil termin azote, ktéry upowszechnit
sie pozniej w wielu jezykach, w tym w polskim.

Azot to siédmy pierwiastek pod wzgledem czestosci wystgpowania we Wszechswiecie. Catkowita
abundancja azotu na Ziemi wynosi 0,03%. W przyrodzie pierwiastek ten wystepuje zaréwno w stanie wolnym,
w postaci czasteczki N, w ktorej atomy azotu polaczone sg wiazaniem potréjnym, jak i w stanie zwigzanym w
licznych zwiazkach chemicznych. Azot czasteczkowy jest gléwnym skladnikiem powietrza. W suchym
powietrzu jego stezenie wynosi 78,08% (objeto$ciowo). Calkowita masa azotu w atmosferze ziemskiej wynosi

w przyblizeniu 4-10'> ton (education.jlab.org). Dla poréwnania, objetoSciowy udzial azotu w atmosferze

sasiednich planet w Ukladzie Stonecznym wynosi: 3% (Wenus) 1 2,7% (Mars) (www.boc.com). Obecnosé
azotu stwierdzono réwniez w atmosferze Tytana, najwickszego ksiezyca Saturna.

Azot nalezy do piatej grupy ukladu okresowego — azotowcow. Jest niemetalem. W fazie stalej
wystepuje w kilku postaciach. Oznacza si¢ je literami z alfabetu greckiego: a«, B, y, 8, €, {, 1, 6. Azot cechuje
dosé duza biernos¢ chemiczna, wynikajaca z wysokiej energii wigzania w czasteczce (945,33 kJ/mol). W
podwyzszonej temperaturze reaguje z metalami aktywnymi, tworzac azotki. W wysokiej temperaturze taczy sie
z wodorem 1 tlenem, tworzac amoniak i caly szereg tlenkéw azotu. Z niemetalami typu siarka, fosfor czy jod
azot reaguje w obszarze wyladowania luku elektrycznego. Atom azotu posiada siedem elektronow: dwa
elektrony na pierwszej powloce (oba na podpowtoce 1s) oraz pig¢ elektronéw na drugiej powloce (dwa na
podpowloce 2s i trzy na podpowloce 2p). Dlatego tez w wickszosci zwigzkéw bywa tréjwartosciowy.
Znanych jest 15 izotopoéw azotu o liczbach masowych od 10 do 24, z czego tylko dwa sg trwale: N
(99,634%) 1 >N (0,366%) (education.jlab.org). Abundancja izotopu "N w powietrzu jest stata (Junk i Svec,
1958) ze stosunkiem izotopowym SN/MN=1/272. Z tego wzgledu sklad izotopowy azotu wyraza sig

najczesciej wzgledem azotu atmosferycznego No.
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2.2. Formy wystepowania azotu w przyrodzie

Azot wytwarzany jest w trakcie reakcji termojadrowych zachodzacych we wnetrzu masywnych gwiazd w

ramach tzw. cyklu weglowo—azotowo—tlenowego CNO, zwanego tez cyklem Bethego—Weizsickera (von

Weizsicker, 1938; Bethe, 1939). Badajac widmo elektromagnetyczne w dalekim ultrafiolecie (90-120 nm),

wykryto obecno$¢ azotu réwniez w przestrzeni miedzygwiezdnej (fuse.pha.jhu.edu).

Oprécz formy czgsteczkowej (N2) azot jest skfadnikiem wielu zwiazkéw nieorganicznych, takich jak

np. amoniak, kwas azotowy i jego sole — azotany. Tzw. ,,woda krélewska” (mieszanina kwasu azotowego

HNO:s i solnego HCI) byta znana juz w $redniowieczu alchemikom, uzywajacym jej do rozpuszczania zlota.

Azot wchodzi réwniez w sklad zwigzkéw organicznych, m.in. niezbednych dla Zycia bioczasteczek (kwaséw

nukleinowych, biatek, lipidéw). Tabela 2.1 przedstawia przeglad podstawowych grup zwiazkéw azotu.

Tab. 2.1. Przeglad podstawowych nieorganicznych i organicznych zwigzkow azotu.

Grupa Najwazniejsze Wystepowanie i zastosowania
zwiazki
ZWIAZKI NIEORGANICZNE
Kwas azotowy —HNO; — wytwarzanie innych azotanéw (NaNO;—KNO;—HNO:),
i azotany — NaNO;, KNOs, — otrzymywanie azotan6éw organicznych, np. nitrogliceryny, trinitrotoluenu (HNO3),

(azotany (V))

NH4NO;, Ca(NOs)2,
Pb(NOs3)2, CuNO3)2,
AgNO3, LINOs

— rozpuszczanie metali szlachetnych (mieszanina kwaséw HNO; i HCl w stosunku objetosciowym 1:3,
tzw. woda krolewska),

— rozpoznawanie bialek w reakcji ksantoproteinowej (HNO3),

— wykrywanie aldehydow w tzw. probie Tollensa (AgNO3),

— przemyst farmaceutyczny (HNO3),

— produkcja materialéw wybuchowych (HNO3, NaNOs, NH4NO3, AgNO3, Pb(NO3)., LiNO3),

— nawozy sztuczne (NaNO;3;, KNO;, NHsNO3, CaNO3)2),

— konserwowanie migsa (NaNOs, KNO3),

— postebrzanie luster i otrzymywanie substancji swiattoczutych (AgNO3),

— srodek antyseptyczny i sterylizacyjny (AgNO3),

— sktadnik ciektych paliw rakietowych (HNO3),

— kolorymetryczne wykrywanie narkotykéw np. heroiny, morfiny (HNOs),

— produkgja lodéw (KNO3),

— wytwarzanie past do zebow (KNO3),

— produkgcja barwnikéw (Pb(NOs)a).

Kiwas azotawy
iazotyny
(azotany (III))

— HNO:>
— KNO2, NaNO,
NH4NO:

— konserwacja zywnosci (KNO2, NaNOy),

— przemyst farmaceutyczny (produkcja azotynu pentylu — leku przy dlawicy piersiowej),

— produkcja barwnikéw (KNO»),

— w fotografii jako uczulacz (sensybilizator) (KNOy),

— przeciwdzialanie korozji metali i stopow (NaNOy),

— w medycynie: obnizanie ci$nienia krwi, udraznianie uktadu oddechowego i pokarmowego (NaNOy),
— antidotum przy zatruciu cyjankami (NaNOy),

— pestycyd i §rodek przeciwko gryzoniom (NH4NO»).

Amoniak
i zwiazki amonowe

—NH;

— sole NH4*, np. NH4Cl,
NH4F, NH4Br, NH4l,
NHsHCO3, (NH4)2SOs4,
NH4ClO;

— popularny rozpuszczalnik nieorganiczny metali z I i IT grupy uktadu okresowego (NH3),

— wskaznik do wykrywania wielu gazéw (NH3),

— odkazanie wody (NH3), konserwacja i spulchnianie zywnosci (NH4CI),

— produkgja papieroséw (dodatek NHj3 poprawia transfer nikotyny do krwi),

— paliwo w silnikach rakietowych (NH3),

— elektrolit w suchych ogniwach Leclanchégo (NH4CI),

— lek na kaszel, dodatek do paszy dla bydla, sktadnik szamponu (NH4CI),

— produkgcja nawozéw sztucznych, weglanu sodu (sody amoniakalnej) — metoda Solvaya,
materialéw wybuchowych, cyjanowodoru (NH3) i innych soli amonowych,

— produkgja tzw. metoda Ostwalda tlenku azotu NO — pétproduktu do otrzymywania HNO3; (NHs),

— czynnik chlodniczy (NH3),

— nawdz sztuczny i sSrodek wspomagajacy dzialanie insektycydéw, herbicydéw i fungicydéw
((NH4)2SO4),

— garbatstwo 1 przemyst drozdzowy ((NH4)2SO4),

— przygotowanie tras narciarskich — utrwalanie i opéznianie topnienia pokrywy $niegowej (NH4CI).
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Grupa

Najwazniejsze
zwigzki

Wystepowanie i zastosowania

ZWIAZKI NIEORGANICZNE (c.d.)

Tlenki azotu

—N20, NO i NO: (tzw.
NOx-y), N2O3, N2Og,
N20s, NOs

— przemyst spozywczy — srodek spulchniajacy i konserwujacy (N20),

— ,,gaz rozweselajacy” (N20) — usmierzajacy bol, stosowany w poloznictwie i dentystyce,

— $rodek poprawiajacy osiagi silnikéw samochodowych (N20),

— sktadnik paliwa w silnikach rakietowych (N20),

— produkgja azotynéw (N20),

— powstrzymywanie agregacji leukocytéw i plytek krwi, obniZzanie cisnienia krwi, niszczenie
bakterii chorobotwérczych (NO),

— neuroprzekaznik w obwodowym i o§rodkowym uktadzie nerwowym (NO),

— produkcja materialéw wybuchowych (NO», N2Os).

ZWIAZKI ORGANICZNE

Aminokwasy — aminokwasy kwasne, — material budulcowy tancuchéw peptydéw i biatek,
obojetne i zasadowe — produkgja neuroprzekaznikéw (glicyna, kwas glutaminowy),
— 20 aminokwaséw — transport lipidow w komorkach (karnityna),
podstawowych — synteza puryn i pirymidyn — ich pochodne wchodza w sklad czasteczek DNA i RNA (kwas
(tworzacych asparaginowy, glicyna),
polipeptydy — synteza hemu (glicyna),
organizmow zywych) — sktadnik lekow przeciwko przezigbieniu, grypie i opryszczce (lizyna),
— wiazanie NH3 powstajacego przy metabolizmie azotu (glutamina),
— wytwarzanie hormondw (tryptofan, tyrozyna).
Biatka — taficuchy — material budulcowy dla organizmu,
polipeptydowe (>100 — katalizatory reakcji biochemicznych (enzymy),
aminokwas6w) — transport tlenu z ptuc do tkanek (hemoglobina),

— biatka proste i zlozone | — regulacja stezenia mikroelementéw we krwi i wewnatrz komorki, np. Fe (transferyna),
— rozpoznawanie antygenéw chorobowych (immunoglobuliny),

— wytwarzanie i przekaz impulséw nerwowych.

Kwasy nukleinowe | — DNA i RNA — magazyn kodu genetycznego dla organizméw zywych i wickszo$ci wirusow,
— produkcja biatek,

— katalizator reakcji biochemicznych (RNA).

2.3. Obieg azotu w przyrodzie

Mianem cykli biogeochemicznych okresla sie krazenie pierwiastkéw 1 ich zwigzkéw chemicznych pomiedzy
biotycznymi i abiotycznymi cze$ciami globalnego ekosystemu Ziemi. Cztery z nich: wegiel, wodor, azot i tlen
stanowia znakomitg (u czlowieka 90,3%) czes¢ biologicznego budulca formujacego, oprécz wody 1 substancii
nieorganicznych, réwniez szereg wysoce zroznicowanych zwigzkéw organicznych: bialek, lipidéw i1
weglowodanow.

Cykl azotowy opisuje krazenie w przyrodzie azotu i jego zwiazkéw chemicznych oraz ich chemiczne
przemiany wskutek proceséw o charakterze zaréwno biologicznym, jak 1 abiotycznym. Wyrdznia si¢
zwyczajowo cztery gldwne rezerwuary tego pierwiastka: atmosfere, oceany, lad 1 skorupe ziemska (Rys. 2.1).
Krazenie azotu pomiedzy rezerwuarami w ramach catego cyklu jest procesem ztozonym i sklada si¢ z szeregu
reakciji fizykochemicznych. Wyrdznia si¢ w nim kilka mniejszych sub—cykli:

— cykl amoniakowo—amonowy (NH3/NH4*) (Rys. 2.3),
— cykl tlenkowo—azotanowy (NOx/NOj37) (Rys. 2.4),
— cykl wiazaniowo—denitryfikacyjny (Rys. 2.5).

W atmosferze podstawows forma wystepowania azotu jest czasteczkowy Nz (ponad 99%), reszta to
gléwnie N2O. Pozostate zwiazki azotu cechujg niskie stgzenia i wzglednie krétkie czasy przebywania w
atmosferze (ponizej 1 roku). Niektore z nich, jak amoniak, wychwytywane sa przez kwasowe gazy, aerozole i

wodg, przez co zawarto$¢ NHs w powietrzu maleje z wysokoscia (Hoell 1 in., 1980).
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Rys. 2.1. Globalny cykl azotowy (Séderlund i Svensson, 1976; McElroy i in., 1976; Jaffe, 1992). W ramach
poszczegdlnych rezerwuaréw podano wielkosci zasobow poszczegdlnych zwigzkow i form wystgpowania azotu (w TgN,
1Tg = 10'%g). Liczby w nawiasach oznaczaja roczne zmiany wielkosci danego rezerwuaru (w TgN/rok) wskutek
przeptywu zwiazkéw azotu. Wielkoéei strumieni azotu (w Tg/rok) przedstawiono w postaci strzalek. Strumied azotu
wiazanego antropogenicznie zaznaczono na czerwono. Oznaczenia: DON — rozpuszczony azot organiczny, PON —
czasteczkowy azot organiczny.

Roéwniez w oceanach dominuje rozpuszczony Na (95%), na drugim miejscu sytuuja si¢ azotany i
rozpuszczona materia organiczna. Rezerwuar morski zawiera jednak tylko niewielki utamek catkowitego
niezwigzanego Nz (ok. 0,5%). Innych gazéw (np. N2O) réwniez jest mniej w oceanie, przede wszystkim ze
wzgledu na ich sltabsza rozpuszczalno$é.

Na ladzie podstawowa forma wystgpowania azotu jest martwa materia organiczna w glebie,
przewazajaca nad formami nieorganicznymi i biomasa rodlinno—zwierzeca. Duzy wplyw na zawarto$¢ azotu na
ladzie majq lokalne warunki klimatyczne: w rejonach cieplejszych jest go wigcej w poréwnaniu z obszarami

chlodniejszymi.

2.4. Zaburzenia cyklu azotowego wskutek dziatalnosci cztowieka

Jak juz wspomniano, cykl azotowy sklada si¢ z szeregu proceséw o charakterze zaréwno biologicznym, jak i
abiotycznym. Obieg tego pierwiastka jest jednak zaburzony w skali lokalnej i globalnej, w wyniku dzialalnos$ci

cztowieka (Vitousek i in., 1997). Mianem tzw. kaskady azotowe okredla si¢ sekwencyjny transport azotu

pomiedzy poszczegdlnymi ekosystemami, inicjowany przez czynnik antropogeniczny (Rys. 2.2).

13



Rozdzial 2. Azot w przyrodzie

S Zjawiska w
A.tlﬂ “SfEl ﬂ stratosferze
A
Fawartost *> Widsalnosé w Efekt
ozoHN ———»{atmosferze (5 F) cieplarniany
T A
Produlicja 0
energii
Produkcja NHy )_ Rolniciwo L
L naTow Uprawa Hodowla Lasy i laki
roélin 7| awierzat
Ludnnﬁé NDI’E- Gleba desttrylikarca
{zywnosé, prremyst) N, dwnthos Lad
Czlowiek ———>{ Wody
oruntowe
denitryfikacja -
L A L 4 l
Waod
puwier:ch::lim\'e > Wybrzeza Oceany
demitryfikacia denitryfikara
Woda

Rys. 2.2. Wplyw czynnika ludzkiego na krazenie azotu w poszczegdlnych rezerwuarach (Galloway i in., 2003).
Oznaczenie: SF — smog fotochemiczny.

Zasadniczg role odegralo tutaj wprowadzenie w latach 1910-1914 nowoczesnej technologii produkeji
amoniaku z wykorzystaniem azotu atmosferycznego, tzw. procesu Habera—Boscha (N2+3H—2NHs).
Umozliwil on wytwarzanie na szeroka skalg nawozéw sztucznych, co jest szczegdlnie wazne w kontekscie
wzrostu liczby mieszkaicow Ziemi i zapotrzebowania na zywnosé. O’Neill (1993) podaje, ze ilos¢ azotu
wykorzystywanego do produkcji nawozéw wynosi 80 TgN/rok, przy 140 TgN/rok wiazanego przez
mikroorganizmy.

Innym przejawem ingerencji cztowicka w naturalny obieg azotu w przyrodzie jest emisja do atmosfery
tlenkéw azotu przy spalaniu paliw kopalnych w silnikach spalinowych i piecach. Wysoka temperatura
wytworzona w tego typu urzadzeniach pozwala na bezposrednie laczenie Nz z Oz (im wyzsza temperatura,
tym wigksza ilo§¢ produkowanych NOx—6w). W globalnym ujeciu ilo§¢ emitowanych w ten sposéb do
atmosfery tlenkéw azotu nie przekracza kilku procent naturalnej produkcji. Lokalnie, emisja tlenkéw azotu
moze jednak doprowadzi¢ do przekroczenia norm ste¢zenia kilkadziesiat, a nawet kilkaset razy. Skutkuje to
powstawaniem w obrebie duzych aglomeracji, w obecnosci intensywnego nastonecznienia, tzw. smogn
Jfotochemicznego. Jest to mieszanina tlenkéw azotu — gléwnie NO», ozonu troposferycznego, lotnych zwiazkéw
organicznych — tzw. VOCs (z ang. wolatile organic compounds) — aldehydow, ketonéw, azotanéw itd. W celu
zmniejszenia ilosci zanieczyszczen emitowanych przez silniki samochodowe instaluje si¢ katalizatory

umozliwiajace redukcje tlenkdw azotu do azotu czasteczkowego.
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Rys. 2.3. Cykl amoniakowo—amonowy (strumienie i zmiany wielko$ci rezerwuaréw wyrazono w TgN/rok) (Jaffe, 1992).

Antropogeniczna emisja do atmosfery zwiazkéw azotu ma réwniez szerszy, globalny kontekst. Cho¢
obecny w atmosferze amoniak pochodzi przede wszystkim z amonifikacji i ulatniania z odpadow
pozwierzecych (Freney i in., 1983), to réwniez, cho¢ w mniejszym stopniu, emitowany jest on podczas
stosowania nawozéw sztucznych i przy spalaniu paliw. W obecnosci wody, z czasteczek NH3 tworza si¢ jony
amonowe NHy*. Wickszo$¢ amoniaku wraca na powierzchnie ziemi z opadami, jako NH4*, lub w ramach
suchej depozycji, jako gazowy NHs, a niewielka czes¢ utlenia si¢ do tlenkéw azotu (Rys. 2.3). Amoniak badz
jony amonowe moga zostaé wykorzystane w obrebie biosfery przez wybrane organizmy. W trakcie nitryfikacji
jony amonowe utleniane sa do azotanéw (Réwn. 2.1 1 2.2), ktére, w przeciwienstwie do NHj; lub NH4*, jest w

stanie przyswaja¢ wickszos¢ roélin:
2NH, +30, - 2NO; +4H" + 2H,0 2.1)

2NO; +0, - 4NO; 2.2)

W cyklu tlenkowo—azotanowym depozycja sucha i mokra azotanéw oraz tlenkéw azotu NO i NO,
réwnowazy emisje do atmosfery NOx—6w (Rys. 2.4). Podstawowym Zrédlem NOx—6w jest antropogeniczne
spalanie zaréwno paliw kopalnych (w silnikach samochodowych i elektrowniach), jak i biomasy, mniejsze

znaczenie odgrywajq tutaj blyskawice, pozary, wybuchy wulkanéw i dzialalno$¢ mikroorganizméw (Rown. 2.3
12.4).

N, +0, - 2NO (2.3)

N, +20, = 2NO, (2.4
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Rys. 2.4. Cykl tlenkowo—azotanowy (sttumienie i zmiany wielko$ci rezerwuaréw wytazono w TgN/rok). Na czerwono
zaznaczono strumien $cisle antropogeniczny (Jaffe, 1992).

Emitowany do atmosfery tlenek azotu NO moze by¢ w troposferze utleniany do NO». Powyzszy

proces ma charakter wieloetapowy:

OH+CH, —» H,0+CH,
M+CH, +0, - CH,0, +M
CH;0, +NO - NO, +CH;0CH , +20, +2NO — CH,0 +2NO, + H,0 (2.5)
CH,0+0, - HO, +CH,0
HO, + NO - NO, + OH

gdzie: M — czasteczka absorbujaca energie (np. Ny).

Wytworzony NO» moze zosta¢ rozlozony do NO przez promieniowanie sloneczne (A<410 nm), z

wytworzeniem wolnego tlenu, ktory z Oz produkuje ozon:

NO, —25NO+0 (2.6)
0,+0+M—>0;+M 2.7)

albo przereagowac z rodnikiem OH:
NO, +OH+M — HNO,; +M (2.8)
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HNO:3 jest usuwany z atmosfery w postaci depozycji suchej lub mokrej jako wolny kwas, badz po zwigzaniu
np. z obecnymi w atmosferze jonami amonowymi jako NH4NOs.

Jezeli stezenie NOx—6w w powietrzu osigga poziom okolo 30 ppt, to produkcja ozonu zaczyna
odgrywaé znaczaca role (Jaffe, 1992). W warunkach fotochemicznego smogu stezenie O3 rzedu kilkuset ppb
staje si¢ niebezpieczne dla zdrowia. Czas zycia NOx—6w w troposferze szacuje si¢ na 1-30 dni (Séderlund i
Svensson, 1976; Garrels, 1982; Crutzen, 1988). Kontrola poziomu stgzenia NOx—6w staje si¢ szczegOlnie
wazna w aspekcie redukeji stezenia ozonu w dolnej atmosferze (Liu i in., 1987; Liu i in., 1988). W dolnych
warstwach atmosfery utlenianiu moze ulec réwniez amoniak, cho¢ proces ten odgrywa mala role jako
»studnia” dla NHs. W niektorych regionach wplywa jednak na poziom stezenia NOx—6w (Stedman i Shetter,
1983).

Strumien antropogeniczny tlenku azotu (I) (zwanego réwniez podtlenkiem azotu N2O) do atmosfery
szacuje si¢ na poziomie 3—11 Tg/rok (Weiss, 1981; Hahn i Crutzen, 1982; Stedman i Shetter, 1983). Transport
N2O z troposfery do stratosfery odbywa si¢ na drodze dyfuzji turbulentnej i zalezy od gradientu stezenia tego
gazu oraz od wspoélczynnika dyfuzji turbulentnej. NoO w stratosferze przyczynia si¢ do niszczenia obecnego
tam ozonu, zabezpieczajacego powierzchnie Ziemi przed szkodliwym promieniowaniem nadfioletowym.
Obecne w stratosferze promieniowanie sloneczne o dlugosci fali ponizej 250 nm (nadfiolet) dostarcza energii
wystarczajacej do ztamania wigzatl chemicznych w czasteczkach docierajacego tu N2O 1 wytworzenia Nz (95%
reakeji) lub NO (5% reakcji):

N,0— 3 NO+N 2.9)
N,0—2 5N, +0 (2.10)

NO moze powsta¢ réwniez w wyniku reakcji NoO ze wzbudzonymi atomami tlenu, wytwarzanymi przez

promieniowanie krétkofalowe:

N,0+0 —2NO @.11)

Powstaly w stratosferze NO jest waznym czynnikiem niszczacym ozon. Proces ten przebiega w nastepujacy

sposob:

0, +NO - NO, +0,

0, +0 — 20, (2.12)
NO,+0—->NO+0,

Fotochemiczna produkcja wolnego tlenu, a w konsekwencji Os, przewaza nad wytwarzaniem NO,
przyczyniajacym si¢ do niszczenia ozonu, jednakze pojedyncza czasteczka tlenku azotu moze katalizowaé
rozpad wielu molekut Os.

Ingerencja czlowicka w naturalny obieg azotu najbardziej uwidacznia si¢ w przypadku cyklu

wigzaniowo—denitryfikacyjnego (Rys. 2.5). Emitowane do atmosfery Nz i NoO wytwarzane sa w trakcie

17



Rozdzial 2. Azot w przyrodzie

denitryfikacji azotanow, przy czym N2O moze by¢ réwniez cze¢Sciowo konsumowany w trakcie denitryfikacji.
Mimo iz w sumie jest to najstabiej poznany proces, zaklada sig, ze zaréwno w §rodowisku ladowym, jak 1 w
oceanach denitryfikacja pelni role mechanizmu réwnowazacego doplyw azotu do rezerwuaréw (Burns i
Hardy, 1975; Delwiche, 1981; Rolston, 1981; Stedman i Shetter, 1983). Niektére badania (Weiss, 1981)
wskazujg jednak na mozliwy brak réwnowagi w cyklu denitryfikacyjnym ze wzgledu na czynniki

antropogeniczne.
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Rys. 2.5. Cykl wiazaniowo—denitryfikacyjny (strumienie i zmiany wielko$ci rezerwuaréw wyrazono w TgN/rok). Na
czerwono zaznaczono strumienie antropogeniczne (Jaffe, 1992).

)

8

Wzrost ilo$ci azotu wiazanego antropogenicznie z atmosfery nalezy rozpatrywaé w kontekscie
wplywu tego czynnika na pozostale elementy cyklu azotowego, np. na ilo§¢ emitowanych do tropo— i
stratosfery tlenkéw azotu. Transfer netto azotu z atmosfery do skorupy ziemskiej, ladu i oceanu szacuje si¢ na
ok. 81 TgN/rok (Rys. 2.1). Stedman i Shetter (1983) przypuszczaja, ze wigkszo$¢ tego strumienia kierowana
jest do oceanéw, prowadzac do wzrostu zawartos$ci w wodzie zwiazkéw azotu, gléwnie azotanéw (o okoto
0,01%/rok). W konsekwencji rosnie intensywnos¢ denitryfikacji i emisja N>O do atmosfery. Zmiana
chemizmu azotowego woéd oceanicznych wplywaé moze réwniez na gatunki roélin i zwierzat bytujacych w

oceanach.
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Rozdziat 3. Problem zanieczyszczenia wod azotanami

Gwaltowny wzrost liczby ludnosci w XIX wieku wymusil koniecznos$é polepszenia wydajnosci rolnictwa.
Skutkowato to upowszechnieniem stosowania nawozow. Poczatkowo uzyskiwano je z wydobywanego guana i
mineralnych azotanéw. W XX wieku pojawila si¢ mozliwo$¢ chemicznej syntezy nawozéw — w latach 1905—
1910 Fritz Haber opracowal technologi¢ syntezy amoniaku, ktéra pézniej na skale przemystows rozwinat Carl
Bosch. Od potowy XX wieku rozpoczal si¢ dynamiczny wzrost ilosci wprowadzanego do srodowiska tzw.
azotu reaktywnego (mianem azotu niereaktywnego okresla si¢ azot czasteczkowy Ny). Zaczeto wytwarzad
ogromne ilo$ci azotanéw (potasu, sodu, amonu). Wprowadzanie nawozéw mineralnych do $§rodowiska
spowodowalo, obok niewatpliwie pozytywnych skutkéw, réwniez negatywne nastepstwa — przede wszystkich

zanieczyszczenie wod powierzchniowych i podziemnych zwigzkami azotu, gtéwnie azotanami (Rys. 3.1).

200

vy Calkowita produkcja Nyoakt.

S 1504 Haber-Bosch
S,
%b Rolnictwo
; Spalanie paliw

% 1004
Z,
=
2
= 504

<]

fot
ey

0 = 1 | | |
1850 1870 1890 1910 1930 1950 1970 1990 2010

Rok

Rys. 3.1. Swiatowa antropogeniczna produkcja azotu reaktywnego zwiazana z produkcja wedtug technologii Habera—
Boscha, biologicznym wiazaniem azotu przez uprawiane rosliny i spalaniem paliw kopalnych (Galloway i in., 2003;
Galloway, 2005).

3.1. Wzrost zanieczyszczenia wod zwigzkami azotu na przestrzeni ostatnich 150 lat

Wprowadzanie do $rodowiska duzych ilosci azotu reaktywnego, gléwnie pod postacia azotandw, prowadzi
przede wszystkim do niepelnego wykorzystania azotu w procesie prowadzacym ostatecznie do otrzymania
produktéw rolniczych (Rys. 3.2). Azot spozyty pod postacia produktéw roslinnych stanowi tylko 14% azotu
zawartego w nawozach sztucznych zastosowanych do wyprodukowania tych produktow. W przypadku

produktéw migsnych udzial ten wynosi tylko 4%.
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Rys. 3.2. Wykorzystanie azotu obecnego w zwiazkach otrzymywanych w procesie Habera—Boscha (H.—B.): a) produkty
roélinne, b) produkty migsne (Galloway i Cowling, 2002; Galloway 20006).

Depozycja catkowitego azotu nieorganicznego (TIN, z ang. #tal inorganic nitrogen) w XX wieku w skali
globalnej wykazuje duze zréznicowanie zardwno przestrzenne, jak i czasowe, w pordwnaniu z analogicznym
rozkladem dla XIX wicku. Kazdy kontynent (za wyjatkiem Antarktydy) posiada lokalne maksima depozycji
TIN-a (Rys. 3.3).

P

Rys. 3.3. Przestrzenny globalny rozklad depozyciji calkowitego azotu nieotrganicznego (w kgN/(km? rok)) w 1860 i 1993
roku (Galloway i in., 2004; Galloway, 2005).

Badania rzek strefy umiarkowanej wplywajacych do Oceanu Atlantyckiego wykazaly, ze w

poréwnaniu do sytuacji sprzed intensywnego rozwoju przemystu nastapil wzrost ilosci calkowitego
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rozpuszczonego azotu dostarczanego do rzek o czynnik 2-20 razy (Vitousek i in., 1997). Oznacza to w
niektérych przypadkach nawet kilkunastokrotne przekroczenie poziomu zwigzanego z naturalnym
strumieniem azotu przenoszonego przez rzeki do przybrzeznych stref oceanu. Szacuje si¢, Zze okolo 25%
azotu reaktywnego uwalnianego do $rodowiska przenoszone jest przez rzeki na tereny przybrzezne. Jest to
efekt typowy dla zlewni wigkszosci duzych rzek (Rys. 3.4), silnie skorelowany ze wzrostem azotu
wprowadzanego do zlewni wraz z opadami atmosferycznymi i nawozami. Podobng sytuacje zaobserwowano
w wielu zbiornikach wéd powierzchniowych. Przykladowo, w badanej na przestrzeni 10 lat duzej liczbie
norweskich jezior (ok. tysiaca) zanotowano podwojenie zawarto$ci azotanéw. Wzrost gestosci zaludnienia na
obszarach zlewni spowodowal zwigkszenie zawarto$ci zwiazkéw azotu w wodach rzek i zbiornikéw.
Zmniejszylo si¢ natomiast zréznicowanie tychze zwiazkéw w wodach powierzchniowych — zdecydowanie

zaczely dominowac azotany.
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Rys. 3.4. Procentowy wzrost iloSci azotu przenoszonego przez rzeki wskutek uwalniania azotu reaktywnego do
srodowiska przy produkcji zywnosci (Galloway, 2000).

Zwigkszony doplyw azotanéw do ciekéw 1 zbiornikéw powierzchniowych przyczynil sie¢ do ich
zakwaszenia. Dotychczasowe wysitki, zmierzajace do zmniejszenia depozycji zanieczyszczen, w szczegolnosci
w postaci tzw. kwasnych desgezy, koncentrowaly sie gléwnie na ograniczeniu emisji zwiazkow siarki (gtownie
SOy). Znacznie mniej uwagi poswiccano wypuszczanym do atmosfery tlenkom azotu. Nasycone w zwiazki
azotu gleby na obszarach zlewni nie sa w stanie efektywnie oczysci¢ infiltrujacych wéd, zanim te splyna do
rzeki lub jeziora. W trakcie pierwszych wiosennych roztopéw czesto obserwuje si¢ w narazonych na
zanieczyszczenie zbiornikach znaczny wzrost stezenia azotandw (tzw. ,kwasny pik”), wymywanych z
okolicznych obszaréw. W jeziorach bogatych w zwigzki fosforu doplyw azotu nieorganicznego oprocz
zakwaszenia spowodowal eutrofizacje, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia bioréznorodnosci gatunkowej w

$wiecie roslin i zwierzat. W wielu jeziorach strefy umiarkowanej w Skandynawii czy Kanadzie nastapito
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ograniczenie populacji niektérych gatunkéw ryb, a w skrajnych wypadkach wrecz ich wyginiecie. Inne
negatywne skutki to pojawienie si¢ szkodliwego, niejadalnego dla lokalnej fauny fitoplanktonu i toksycznych

alg, pogorszenie koloru, zapachu i przejrzystosci wody (Rys. 3.5).

Rys. 3.5. Satelitarne zdjecie Morza Kaspijskiego. Zmniejszenie przejrzystosci wody widoczne szczegdlnie w pétnocnych
rejonach nastapilo w wyniku eutrofizacji (visibleearth.nasa.gov).

W zbiornikach z wyrazng stratyfikacjq termiczna, zapobiegajaca pionowemu mieszaniu wod,
eutrofizacja powoduje pojawienie si¢ w strefie dennej obszaréw z niedoborem tlenu. W warunkach
beztlenowych ze szczatkéw materii organicznej powstawaé moga wtedy duze ilosci siarkowodoru. Zjawiska
niedoboru tlenu i zwigzane z tym efekty zanotowano w Morzu Baltyckim (w Ciesninie Kattegat) czy w Morzu
Czarnym.

Wzrost stezenia azotanéw zaobserwowano réwniez w wodach podziemnych, szczegdlnie na terenach,
na ktérych intensywnie rozwija si¢ rolnictwo. Zazwyczaj zaklada sig, ze ilo§¢ zwiazkéw azotu przedostajaca si¢
do wéd podziemnych jest stosunkowo niewielka. Nalezy jednak pamigtaé, ze czas przebywania azotandéw w
tych wodach moze przekraczaé nawet kilkadziesiat lat. Podwyzszone stezenie azotanéw moze zaczal sig
zmniejsza¢ dopiero w momencie, kiedy czynnik antropogeniczny przestaje znaczaco wplywaé na lokalny cykl

azotowy.
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3.2. Wplyw wysokiej zawarto$ci azotanéw w wodzie na organizmy Zywe

Tlenki azotu reaguja z wilgocia atmosferyczna, tworzac opady o kwasnym odczynie, tzw. gwasne deszeze. Opady
te uszkadzajq liScie i igly, a w skali komérkowej naruszaja wewnetrzng strukture roéliny — rozpuszczaja bone
komorkowa, zaburzajac transport substancji odzywczych i1 wody.

Zwigkszenie zawartos$ci substancji pokarmowych w wodach powierzchniowych, w tym azotanoéw
(tzw. eutrofizagia), prowadzi do przyspieszenia rozwoju populacji fotosyntetyzujacych glonéw. Jest to zjawisko
tzw. gakwitania glondw. Szczegblnie podatne na to zjawisko sg $rédladowe zbiorniki jeziorne, w ktérych
azotanow 1 innych sktadnikéw pokarmowych jest z reguly wigcej niz w ciekach wodnych takich jak strumienie
czy rzeki. Na obecno$é¢ glonéw w wodach powierzchniowych wplywa dostgpnosé sktadnikow pokarmowych i
$wiatla stonecznego. Wzrost produkowanej biomasy obniza ilos$¢ energii slonecznej dostarczanej w glab
wody. Po obumarciu glonéw martwa materia organiczna ulega mineralizacji, w obecnosci mikroorganizmoéw i
z wykorzystaniem rozpuszczonego w wodzie tlenu. Zawarto$¢ azotanow i fosforanéw w jeziorach, jezeli jest
odpowiednio niska, moze skutecznie ogranicza¢ rozwdj glonéw i lokalnego taficucha pokarmowego. Na kazdy
atom fosforu przyswajany przez glony przypada ok. 12-20 atoméw azotu wchodzacych w sktad réznego
rodzaju bioczasteczek wykorzystywanych przez organizmy (O’Neill, 1993). Jezeli stosunek zawartosci azotu
do fosforu w wodzie wzros$nie do poziomu 30:1, to fosfor zostanie catkowicie zuzyty, zanim wyczerpie si¢
rezerwuar azotu. Jezeli stosunek zawartosci azotu do fosforu spadnie do wartosci 6:1, mozliwe jest usuwanie
nadmiarowego azotu z wody i spadek przyrostu biomasy.

Wystepujace w nadmiarze w srodowisku azotany i azotyny stanowia duze zagrozenie réwniez dla
czlowicka. Fatwo rozpuszczalne sole azotu wystepujace w wodach podziemnych i powierzchniowych
kumuluja si¢ w owocach i warzywach uprawianych na glebach poddawanych nadmiernemu nawozeniu
(Brzozowska, 2004). Negatywny wplyw azotandw i azotynéw wynika gléwnie z ich wlasciwosci utleniajacych
— dotyczy to zwlaszcza jondw NO2™. Przy braku warunkéw redukceyjnych organizm stosunkowo szybko
wydala jony NO3~ (Ellenhorn i Barceloux, 1988).

Methemoglobinemia (w skrécie met—H), zwana inaczej sinica, jest choroba objawiajaca si¢ spadkiem
zdolnosci hemoglobiny do transportowania tlenu w obrebie organizmu — od poboru w plucach do uwalniania
do poszczegolnych tkanek (Price, 1998). Obecne w normalnych molekutach hemoglobiny (w centrum
czasteczki hemu) atomy zelaza (II), tzn. Fe?*, potrafiqg wigzaé w sposéb odwracalny tlen, co prowadzi do
powstawania tzw. oksyhemoglobiny, o jasnoczerwonym zabarwieniu. Niebezpieczenstwo zwigzane z
obecnoscig w organizmie nadmiaru azotanéw wynika z faktu, iz jony NO2 powstale w wyniku enzymatycznej
redukeji jonéw NO37, utleniaja jony zelaza Fe?* do jonow zelaza Fe3*. Czasteczki zawierajacej jony Fe3*
hemoglobiny, czyli tzw. methemoglobiny, nie sa w stanie wigza¢ w sposob odwracalny tlenu (emedicine.com).

O methemoglobinemii moéwi sig, jezeli zawarto$¢ methemoglobiny we krwi przekroczy 1,5%
ogolnego stezenia hemoglobiny. Methemoglobinemia moze mie¢ charakter wrodzony lub nabyty (Ash—Bernal
1 Wise, 2004). W pierwszym przypadku choroba ujawnia si¢ u dziecka stosunkowo szybko po porodzie i nie
wplywa na skrécenie czasu zycia, czy obnizenie sprawnos$ci psychofizycznej. Methemoglobinemia nabyta
pojawia si¢ po zatruciu niektérymi zwiazkami chemicznymi (m.in. azotanami, azotynami) lub po zazyciu
pewnych lekéw (np. nitrogliceryny, fenacetyny, sulfonamidéw). Charakterystyczne objawy to dusznosci,

sennos$¢, zawroty glowy, boéle brzucha, spadki ci$nienia tetniczego, przy$pieszenia akcji serca i ciemne
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przebarwienia na skérze. Choroba ta jest szczegélnie grozna u noworodkéw ponizej 6 miesigca Zycia,
poniewaz tzw. hemoglobina plodowa, stanowiaca u nich zaraz po urodzeniu 60-80% ogélnej hemoglobiny,
wykazuje duzo wicksza podatno$é na utlenianie. Wraz ze wzrostem dziecka maleje zawarto§¢ hemoglobiny
ptodowej 1 w konsekwenciji podatno§¢ na methemoglobinemie. W organizmie dorostego obecna we krwi
reduktaza moze skutecznie przeksztalca¢ methemoglobing w hemoglobing, u niemowlecia aktywno$¢ tego
enzymu jest duzo mniejsza. Innym niekorzystnym czynnikiem jest fakt, iz w przewodzie pokarmowym dziecka
panuja warunki duzo bardziej korzystne dla rozwoju bakterii redukujacych NO3;™ do NOz™, w poréwnaniu z
organizmami osobnikéw dorostych. W konsekwencji, w organizmach noworodkéw wzgledna ilo$¢ azotynow
blokujacych prawidtowe dzialanie hemoglobiny moze by¢ duzo wigksza. W przypadku methemoglobinemii
profilaktyka polega na unikaniu wody zawierajacej nadmiar azotanéw, a leczenie na podawaniu odpowiednich
specyfikow, np. bigkitu metylenowego. Wody o podwyzszonej zawartosci azotanéw nie nalezy podawac do
picia réwniez zwierzetom domowym, poniewaz w ich ukladach pokarmowych tez egzystuja bakterie
redukujace azotany i wywolujace methemoglobinemig.

Azotany sq w stanie przenikaé przez barier¢ krew—lozysko, powodujac powstawanie wad wrodzonych
w trakcie rozwoju plodu — maja dzialanie teratogenne. Zakl6caja prawidlowe wykorzystywanie retinolu
(witaminy A) i B—karotenu (prekursora witaminy A) oraz wplywaja niekorzystnie na metabolizm tluszczéw i
biatek. U spozywajacych zywno$¢ i napoje zawierajace nadmiar azotanéw obserwowano zaklécenia w pracy
tarczycy, zaburzenia rytmu pracy serca i uposledzenie funkcjonowania o$rodkowego ukladu nerwowego.
Utlenianie witaminy BG6 negatywnie oddzialuje na syntez¢ hemu — centrum aktywnego hemoglobiny
(Majchrzak, 1985; Brzozowska, 2004). Wreszcie, w $rodowisku kwasnym pod wplywem dziatalnosci
drobnoustrojéw azotany wchodzi¢ moga w reakcje z aminami, tworzac nitrozoaminy — niezwykle grozne

trucizny srodowiskowe wykazujace dzialanie fitotoksyczne, mutagenne i teratogenne.

3.3. Regulacje prawne w Polsce i na $wiecie dotyczace dopuszczalnych stezen azotanéw w wodach

gruntowych i podziemnych

Naukowcy szacuja, ze do 2050 roku ilo$¢ produkowanego w skali rocznej azotu reaktywnego moze osiagnac
poziom 200-1000 Tg (w zaleznosci od prognoz) (Rys. 3.6). W niniejszym rozdziale przedstawiono
najwazniejsze w kontekscie europejskim inicjatywy zmierzajace do poprawy jakosci wod, szczegdlnie wod

pitnych, pod wzgledem zawartosci w nich azotandw.

3.3.1. Inicjatywy na rzecz poprawy jakosci wéd w Europie pod wzgledem zanieczyszczenia azotanami
W ciagu ostatnich dziesi¢cioleci w Europie podpisano kilka protokoléw odnoszacych sie do

problemu gwaltownej ekspansji zwiazkéw azotu reaktywnego w $rodowisku (w tym zanieczyszczenia wod

azotanami).
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Rys. 3.6. Szacowany (wedlug réznych prognoz) wzrost produkcji azotu reaktywnego do 2050 roku. Dla poréwnania
przedstawiono przewidywany wzrost liczby ludnosci (Galloway i Cowling, 2002; Galloway, 20006).

Komwencia o Ochronie Srodowiska Morskieso Obszarn Morza Baityckieso

Protokét przyjeto w 1974 roku, a wprowadzono w zycie w 1980 roku, pod auspicjami Konwencji Helsifiskiej.
Konieczno$¢ miedzynarodowych dziatan na rzecz ochrony Baltyku wynikala z postepujacej eutrofizacii
znacznych obszaréw morza wskutek wprowadzania do niego znacznych ilosci zwiazkéw azotu i fosforu.
Kazdy kraj nadbaltycki zobowiazal si¢ do przekazywania danych dotyczacych zanieczyszczei morza w
obrebie jego strefy ekonomicznej. Zadaniem specjalnych grup jest ograniczanie zanieczyszczef
przedostajacych si¢ do Baltyku ze Zrédel punktowych oczyszczalni $ciekdw, fabryk itp.) i rozproszonych
(rolnictwo). Na biezaco prowadzi si¢ liste tzw. punktow zapalnych (z ang. hot spots) — najbardziej
zanieczyszczajacych morze zroédel punktowych, jednoczesnie informujac kraje, na terenie ktorych takie punkty

si¢ znajduja, jakie dzialania powinny by¢ podjete.

Ramowa Dyrektywa Wodna

Dyrektywa 2000/60/WE Patlamentu Europejskiego i Rady Europy zwana réwniez Ramowa Dyrektywa
Wodna (RDW) weszta w zycie w dniu 22 grudnia 2000 roku. Stwierdza ona, ze woda nie jest ,przedmiotem
komergi, ale jest dobrem ogdinym, ktore winno byé bronione, chronione i traktowane jako diedzichwo”. Zawiera ona wykaz
ogdlnych dziatan, jakie nalezy podja¢ w celu ochrony wszystkich rodzajéw wédd podziemnych i
powierzchniowych, tak aby do 2015 roku we wszystkich panstwach Unii (w tym réwniez w Polsce) osiagnac
»dobry” stan wody. Zasady racjonalnego wykorzystania i ochrony zasobéw wodnych okreslono jako tzw.
Strategie rownowazgonego rozwoju. Dotyczy¢ one powinny wszystkich dziedzin gospodarki, transportu, energetyki,
rolnictwa itd. Szkody nalezy likwidowac u Zrédla, a koszta powinien ponosi¢ sprawca, zgodnie z zasada

»zanieczyszczajacy placi”. RDW wyznaczyla strefy zarzadzania zasobami wodnymi na podstawie granic
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poszczegolnych  zlewni (,dla  wody nie istniejq  gramice  polityezne”), nakazujac podjecie  wspoipracy

migdzypanistwowej na terenach przygranicznych (RDW, 2000).

Dyrektywa Azotanowa

Wraz z akcesja do Wspdlnoty Europejskiej Polska formalnie wdrozyla Dyrektywe Rady Europy
91/676/EWG z dnia 12 grudnia 1991 roku dotyczaca ,,ochrony wid pred zaniecgyszezeniami powodowanymi przez
azotany pochodzenia rolniczego”. Dokument ten uznal rolnictwo za gléwne zrédlo zanieczyszczen wod
podziemnych i powierzchniowych azotanami w Europie i nakazal podjecie krokéw majacych na celu
ograniczenie 1 ochrong wéd przed dalszym zanieczyszczeniem azotanami (DA, 1991). Dyrektywa Azotanowa
wymagala sporzadzenia listy obszaréw szczegélnie narazonych na bezposrednie lub posrednie
zanieczyszczenie wod azotanami lub innymi zwigzkami azotu, mogacymi przeksztalci¢é si¢ w azotany,
pochodzacymi z dziatalno$ci rolniczej. Na terenie Polski wyznaczono 21 takich obszaréw (Rys. 3.7) i dla
kazdego z nich odpowiednie Regionalne Zarzady Gospodarki Wodnej zostaly zobowiazane do opracowania i

wprowadzenia w zycie odpowiednich dziatan naprawczych.

Skala 1: 3500000
LEGENDA

— HRzeki
Emmphdn

e Cyramicn RAGW

iszary wajrwidetw

Rys. 3.7. Mapa Polski z zaznaczonymi obszarami szczegélnie narazonymi na zanieczyszczenie azotanami, dla ktérych
odplyw azotu ze Zrddel rolniczych nalezy ograniczyé. Oznaczenie: RZGW — Regionalny Zarzad Gospodarki Wodnej

(krakow.rzgw.gov.pl).

26


http://www.krakow.rzgw.gov.pl/

Rozdzial 3. Problem zanieczyszezenia wid agotanami

3.3.2. Normy zawartosci azotanéw w wodach podziemnych i powierzchniowych

Podwyzszone stezenie azotanéw w wodzie przeznaczonej do spozycia moze niekorzystnie wplywaé na

zdrowie, szczegdlnie niemowlat. Ustanawiane limity dopuszczalnych zawartosci azotandw w wodzie opieraja

si¢ przede wszystkim na kryteriach zdrowotnych (Tab. 3.1).

W Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dnia 27 listopada 2002 roku ,w sprawie wymaga, jakin

powinny odpowiadal wody powierichniowe wykorzystywane do aopatrzenia ludnosci w wodg przeznaczona do spogycia’ w

zalezno$ci od sposobu uzdatniania wyrézniono 3 kategorie wody przeznaczone do spozycia, oznaczone jako:

Al — najprostsze uzdatnianie fizyczne, A2 — typowe uzdatnianie fizyczne i chemiczne oraz A3 —

wysokosprawne uzdatnianie fizyczne i chemiczne (Rozporzadzenie Ministra Srodowiska, Pozycja 1728, 2002).

Tab. 3.1. Wprowadzone przez rézne organizacje normy na zawarto$¢ azotanéw w wodach wykorzystywanych do

zaopatrzenia ludnosci w wode przeznaczona do spozycia.

Organizacja/Urzad/Panstwo NO;~ NINO3Y)
. [mg/L] | [mg/L]
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO-ONZ) 44 10
Agencja Ochrony Srodowiska (USEPA—USA) 44 10
Dyrektywa Azotanowa (Unia Europejska) 50 11
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska (Polska) 50 11

Dla wéd tych okreslono zalecane i dopuszczalne wartosci graniczne wskaznikdw jakosci wody, w tym réwniez
azotanow (Tab. 3.2).

Tab. 3.2. Wartosci graniczne zawartosci azotandw w poszczegblnych kategoriach wéd  powierzchniowych
wykorzystywanych do zaopatrzenia ludno$ci w wode przeznaczong do spozycia.

Wskaznik | Jednostka Kategoria Al Kategoria A2 Kategoria A3
jakosci miary zalecane | dopuszczalne | zalecane | dopuszczalne | zalecane | dopuszczalne
wody
Azotany | mgNO; /L 25 50 - 50 - 50
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Rozdzial 4. Frakcjonowanie izotopowe w zwiazkach azotu

7. chemicznego punktu widzenia izotopy pierwiastkow (trwale badZz radioaktywne) sa nierozréznialne.
Jednakze w pewnych sytuacjach uwidaczniaja si¢ réznice w ich wlasnosciach fizycznych i chemicznych — jest
to tzw. efekt izotopowy. Zjawisko to obserwuje si¢ zwlaszcza w przypadku lekkich pierwiastkéw, dla ktorych
wzgledne réznice mas ich izotopéw sa najwicksze. Do takich pierwiastkow zaliczaja si¢ elementy sktadowe
jonu azotanowego NOs~, czyli azot i tlen. W przypadku analizy skladu izotopowego azotanéw praktyczne
znaczenie maja tylko cztery izotopy: dwa izotopy azotu (N i 1°N) i dwa izotopy tlenu (1°O i 180).

Sklad izotopowy okresla si¢ zazwyczaj poprzez stosunek izotopowy izotopu cigzszego do lzejszego,
korzystajac z tzw. notacji ,,delta”, w ktorej odnosi si¢ go do skladu pierwiastka w zwigzku przyjetym jako

standard (Réwn. 4.1) i wyraza w promilach:

R,....—R
OX ppoprs = —ROBKA___STANDARD .1000  [%] (4.1)
RSTANDARD

gdzie: Rprosra, Rsranparp — stosunek zawartosci izotopu cigzszego do 1zejszego (1SN/14N, 180 /160) w prébee
1w standardzie.

Sklad izotopowy azotu w azotanach podaje si¢ z reguly w odniesieniu do azotu atmosferycznego. Jest to

uzasadnione, poniewaz jego sklad izotopowy jest staly (Mariotti, 1983). Sklad izotopowy tlenu wyrazany jest

wzgledem powszechnie stosowanego standardu, jakim jest Vienna Standard Mean Ocean Water (V-SMOW).

W przedstawionej pracy sklad izotopowy azotandw zawsze wyrazano wzgledem wyzej wymienionych

standardéw.

4.1. Podstawy frakcjonowania izotopowego

Wsréd proceséw fizycznych i chemicznych, w ktérych wystepuje frakcjonowanie izotopowe, wyrdznia sig:

(i) odwracalne réwnowagowe reakcje wymiany oraz (ii) jednokierunkowe przemiany nieodwracalne.
Reakcje wymiany izotopowej mozna symbolicznie zapisaé w postaci:
Al' + BI* <> AI* + BI' 4.2)
gdzie: I' i I — dwa rézne izotopy tego samego pierwiastka.

Wspdtczynnik frakcjonowania a opisujacy frakcjonowanie izotopowe w procesie wymiany definiowany si¢

jako:

o« —x.  _[AI'T[BP]_[AI'][AP] Ry
AUBLTTRAUBL T AR [BI'] [BI')/[BI’] Ry,

4.3)
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Rozdzial 4. Frakcjonowanie igotopowe w wiqzkach aotu

gdzie: Kai/pr — stala rownowagi reakcji wymiany opisanej rownaniem 4.2,

Rar, Rer — stosunek stezet molowych zwiazkéw AI' do Al? oraz BI! do BI2

Wielkos¢  frakcjonowania réwnowagowego a jest funkcja temperatury. Warto$ci réwnowagowych
wspotezynnikow frakcjonowania i ich zaleznosci od temperatury wyznacza si¢ z reguly w laboratorium.
Mozna je tez obliczy¢ teoretycznie (Bigeleisen i Wolfsberg, 1958; Hunkeler, 2002).

Wzbogacenie izotopowe ¢ definiuje si¢ jako:

e=o0-1 (4.4)

Zwigzek pomiedzy skladem izotopowym substratu (s) i produktu (p) oraz wzbogaceniem izotopowym ¢ jest

nastepujacy:

R, |_RJ/Ry 143, _3.-3,

- = ~1= ~A=8,-5 4.5
P TTR R,/Ry 143, 1+38, PP )

Frakcjonowanie kinetyczne, zwiazane z jednokierunkowymi przemianami nieodwracalnymi, odgrywa
zazwyczaj wigksza role niz frakcjonowanie réwnowagowe, szczegdlnie w srodowiskach, w ktérych wystepuja
duze wahania temperatury. Wspdlczynniki frakcjonowania kinetycznego zaleza od wielu czynnikow, m.in.:
(@) stezenia substratéw i produktéw, (i) szybkosci reakcji, (ili) warunkéw $rodowiskowych (np. temperatury,
zawartosci tlenu), czy (iv) obecnosci mikroorganizméw (np. bakterii).

Molekuty zawierajace 1zejsze izotopy z reguly reaguja tatwiej, przez co produkty staja si¢ izotopowo
lzejsze niz substraty. W przypadku odwracalnych reakcji réwnowagowych moga jednak powstawaé produkty
cigzsze badz lzejsze od wyjsciowych. Wspdlczynnik frakcjonowania i wzbogacenie izotopowe definiuje si¢
analogicznie jak w przypadku frakcjonowania réwnowagowego (Réwn. 4.3 i 4.4), tzn. aps = Rp/Rs oraz
&p/s = ap/s—1. Stosuje si¢ rowniez przyblizenie 4.5. tzn. gp/s = 85—0s.

Istotng role w ewolucji skladu izotopowego substratow i produktéw w trakcie proceséw zaréwno
réwnowagowych jak i kinetycznych odgrywa mechanizm Rayleigha, po raz pierwszy zastosowany pod koniec
XIX wicku przez lorda Rayleigha do opisu procesu destylacji frakcjonowanej (Rayleigh, 1896). Roéwnanie
Rayleigha stosuje si¢ do opisu procesu frakcjonowania izotopowego, jezeli: (i) substancja usuwana jest w
sposob ciagly z ukladu, zawierajacego czasteczki z dwoma lub wigcej izotopami danego pierwiastka (np.
azotany z 1N 1 4N oraz 180 1 1°O), (ii) porcje usuwanej substancji sq niewielkie w porownaniu z masg calego
uktadu, (i) ukfad jest homogeniczny w kazdym momencie trwania procesu, oraz (iv) wspolczynnik
frakcjonowania a nie zmienia si¢ w trakcie procesu. Jezeli spelnione sq powyzsze warunki, to ewolucja skiadu

izotopowego substratu w ukladzie opisywana jest przez réwnanie:

a-1
X
R { L J (4.6)
RO XLO
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Rozdzial 4. Frakcjonowanie igotopowe w wiqzkach aotu

gdzie: R, Ro — aktualny i poczatkowy stosunek izotopowy (np. 1°N/“N) w substracie,

X1, Xio — aktualne 1 poczatkowe stezenie lzejszego izotopu w rezerwuarze.

Poniewaz stezenie X1>>Xpy (Xu — stezenie cigzszego izotopu), wigc X1, jest w przyblizeniu réwne stezeniu
zwiazku, w sktad ktérego wehodzi izotop. Oznaczajac £=Xr1./Xi jako frakcje pozostatego w ukladzie zwiazku,

otrzymuje sig:
R=R,-f*" 4.7)
Uwzgledniajac zaleznos¢ R = Ryq (6+1) oraz logarytmujac stronami réwnanie 4.7, otrzymuje sie:
In(6 +1) =In(3, +1) + (a—1) - In(f) (4.8)

Poniewaz § jest maly liczba, rozwijajac w szereg Maclaurina funkcje In(148) i biorac tylko pierwszy wyraz,
otrzymujemy uproszczong postaé rownania Rayleigha, powszechnie stosowana w ukladach, w ktérych

wzbogacenie izotopowe ¢ pozostaje state:
d~d,+¢e-In(f) 4.9

Procesy biologiczne sa z reguly reakcjami jednokierunkowymi, z ktérymi wiaze si¢ efekt
frakcjonowania kinetycznego. Wynika to z nizszej wartosci energii koniecznej do ewentualnego tamania
wigzan chemicznych w molekutach podczas reakeji chemicznych. Wickszos§¢ produktéw wytwarzanych przez
organizmy jest izotopowo lzejsza od substratow. W procesie nitryfikacji, w czasie ktérego bakterie
przetwarzaja jony amonowe (NH4%) w azotany (NO3"), wytwarzane azotany sg lzejsze izotopowo (zubozone w
15N) w stosunku do pozostalych w ukladzie jonéw amonowych. Wraz z zuzywaniem przez organizmy
substratu, warto$§¢ 8'’N produktéw i substratéw zmienia si¢ wigc w przewidywalny sposéb. Analogiczna
sytuacja wystepuje w przypadku denitryfikacyjnej konwersji NO3;™ do Na. Z wykresu (Rys. 4.1) wida¢, ze
powstajacy jako produkt Nz zawsze bedzie izotopowo lzejszy, niz pozostate w ukladzie azotany (o wigkszej
wartos$ci 81°N). Wraz z przebiegiem reakcji zaréwno substrat, jak 1 produkt staja si¢ izotopowo cigzsze (ros$nie
815N). Po zakoniczeniu reakcji sklad izotopowy powstalego produktu odpowiada poczatkowemu sktadowi
substratu (815N=0%o). W konicowej fazie procesu 8!°N substratu moze osiaga¢ wysokie wartosci.

Wiele procesow biologicznych sktada si¢ z kilku etapéow. W przypadku nitryfikacji wystepuje
nastgpujacy ciag przemian:

N — NH; — NO; — NO; (4.10)

organiczny
Kazdy z tych etapéw wnosi okreslony wkiad do sumarycznego frakcjonowania izotopowego. Calkowite

frakcjonowanie zalezy od wielu warunkéw $rodowiskowych, m.in. liczby i rodzaju etapéw posrednich,

wielkosci rezerwuaréw poszczegdlnych skladnikéw uczestniczacych w reakcjach, pH gleby oraz, w przypadku
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Rys. 4.1. Ewolucja skladu izotopowego (8'°N) substratu (NOj3) i produktu (Nz) w trakcie procesu denitryfikacji,
obliczona na podstawie réwnania Rayleigha dla trzech wartosci wspotczynnika frakcjonowania a: 1,005, 1,010 i 1,020. Im
wyzsza warto$§¢ wspolezynnika o, tym wyzsza warto$¢ 81°N dla azotandéw i nizsza dla azotu. Oznaczenie: f — stosunek
aktualnej do poczatkowej zawartosci substratu w rezerwuarze (Kendall, 1998).

przemian metabolicznych, od obecno$ci mikroorganizméw. Ogdlna reguta méwi, ze wielko$¢ frakcjonowania
izotopowego determinowana jest przede wszystkim przez etap najwolniejszy. Sklady izotopowe substratu i
produktu podczas wieloetapowego procesu, w trakcie ktérego frakcjonowanie kontrolowane jest przez jeden

proces, mozna modelowac przy uzyciu rownania Rayleigha.

4.2. Mechanizmy biofizykochemiczne wplywajace na sktad izotopowy zwigzkoéw azotu

Wiekszo$¢ azotu obecnego w materii ziemskiej charakteryzuje si¢ wartoscia 8N z przedzialu —20%o0 do
+30%o0. Bohlke i in. (1993) podaja zakres mierzonych wartosci 8N od —49%o0 do +102%o. Powyzsze
zroznicowanie izotopowe tlumaczy sie zlozonym charakterem proceséw krazenia azotu. W przypadku
azotanow rozpuszczonych w wodzie zakres zmiennosci 8'°N jest zazwyczaj duzo mniejszy. Na obszarach
lesnych podstawowe zrédio azotu stanowi atmosfera o §1’N = 0%o, z ktérej pierwiastek ten wiazany jest przez

niektore gatunki roslin i wprowadzany do rezerwuaru glebowego. Nawozy sztuczne produkowane w oparciu o
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Rys. 4.2. Przeglad rezultatéw badan skladu
izotopowego azotu w wybranych zwiazkach

azotu w  réznych  rezerwuarach. Dla
poszczegdlnych rezerwuaréw przyjeto
nastepujace  kolory:  atmosfera  (niebieski),

nawozy (z6lty), rosliny (jasnozielony), gleby
(ciemnozielony) 1 pustynie (pomaraficzowy).
Zaznaczone zakresy odnoszg si¢ do danych z
publikacji: @ Freyer (1978), @ Heaton (1990),
@ Garten (1992), @ Garten (1995), © Kendall
(1998), © Kreitler (1975, 1979), @ Hibner
(1986), ® Bateman i Kelly (2007), © Fry (1991),
10 Garten (1992), D Garten (1993), @12
Broadbent i in. (1980), ¥ Nadelhoffer i Fry
(1994), @9 Bohlke iin. (1997).
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Rys. 4.3. Przeglad rezultatéw badan skladu izotopowego tlenu w wybranych zwigzkach azotu w réznych rezerwuarach.
Dla poszczegblnych rezerwuaréw przyjeto nastgpujace kolory: atmosfera (niebieski), nawozy (z6lty) 1 pustynie

(pomaraniczowy). Zaznaczone zakresy odnosza si¢ do danych z publikacji: O Voerkelius (1990), @ Durka i in. (1994),
© Kendall (1998), ® Amberger i Schmidt (1987), ® Bohlke i in. (1997).

Czynniki wplywajace na sklad izotopowy pierwiastkéw w zwiazkach azotu rozpuszczonych w wodzie mozna
podzieli¢ na dwie grupy: (i) reakcje biofizykochemiczne prowadzace do przeksztalcania jednego zwiazku azotu
w inny, a w konsekwencji tworzenia badZ usuwania danego zwiazku z ukladu, oraz (i) fluktuacje sktadu
izotopowego zrédet i studni zwiazkéw azotowych w ukladzie.

Do procesow wplywajacych na zawarto$¢ i skiad izotopowy zwiazkéw azotu w wodzie nalezy zaliczy¢
asymilacje, mineralizacje, denitryfikacje i nitryfikacje. Rowniez procesy fizyczne, zwlaszcza ulatnianie
amoniaku, moga w znaczgcym stopniu kontrolowaé sktad izotopowy NOs;~ (Hogberg, 1997; Kendall, 1998).
Tabela 4.1 zawiera przeglad proceséw mogacych wplywaé na sklad izotopowy zwiazkéw azotu wraz z
warto$ciami zwigzanych z nimi wzbogacen izotopowych ¢ w réznych procesach transformacji zwigzkow azotu

w $rodowisku.

Tab. 4.1. Wartosci wzbogacenia izotopowego azotu zwigzanego z réznymi procesami wplywajacymi na sklad izotopowy
azotanow.

Proces Wzbogacenie izotopowe | Literatura
e [%0]
Asymilacja -22 + +0,5 Mariotti 1 in. (1980)
-1,6 + +1,0 Hiibner (1986)
Wigzanie azotu 3,0 + +1,0 Fogel i Cifuentes (1993)
Mineralizacja -1,0 = +1,0 Kendall (1998)
350 + 00 Delwiche i Steyn (1970)

Feigin i in. (1974)
Létolle (1980)

Ulatnianie -3,0 + =20 Kreitler (1975)
Sotpcja/desorpcija +1,0 = +8,0 Hiibner (1986)
Nitryfikacja -29,0 + -12,0 Shearer i Kohl (1986)
Denitryfikacja 29,4 + 24,6 Mariotti i inni (1981)
-36,0 + 24,0 Vogel iin. (1981)
-8,0 ~ =50 Mariotti i in. (1988)
-40,0 + 50 Kendall i Aravena (2000)
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Asymilagia

Asymilacjg azotu okresla si¢ ogélnie proces przyswajania przez organizmy zwiazkéw zawierajacych azot
(najczesciej chodzi o proste zwiazki nieorganiczne). Niekiedy, jako specyficzna odmiang tego procesu, uznaje
si¢ wigzanie atmosferycznego N przez niektére gatunki (bakterie, glony). W wyniku asymilacji przyswajane sa
azotany, azotyny badz jony amonowe. W obecnosci enzymu — reduktazy, wystepujace na wyzszym stopniu
utlenienia azotany lub azotyny ulegajg redukeji do jonéw amonowych. Te z kolei przetwarzane sa w materi¢
organiczng. W trakcie asymilacji, powstajace produkty zubozone sa w ci¢zszy izotop azotu »N. Analogiczna
sytuacja wystepuje w przypadku tlenu: podczas asymilacji azotandw, pozostate w ukladzie, nie przetworzone
azotany wzbogacone sa w cigzszy izotop tlenu 180.

7 asymilacja azotu przez rodliny w glebie wigze si¢ niewielkie frakcjonowanie izotopowe. W
przypadku roslin naczyniowych frakcjonowanie izotopowe przyswajanego azotu (Nasymilowany VS. Notganiczny W
glebie) zmienia si¢ w zakresie od —2,2 do +0,5%o, przy $redniej wartosci —0,25%o0 (Mariotti i in., 1980).
Zakladajac wigc, ze przyswajanie przez rosliny nie wplywa znaczaco na sklad izotopowy azotu obecnego w
glebie w postaci nawozéw azotowych i innych form azotu nieorganicznego, mozna przyjaé, iz wartosci 8'°N
mierzone dla materii roslinnej beda odzwierciedla¢ zmiany sktadu izotopowego azotu glebowego (Karamanos
1 Rennie, 1980).

Zwiazki azotu asymilowane sa tez przez niektdre gatunki mikroorganizméw glebowych. Réwniez w
tym przypadku frakcjonowanie izotopowe jest stosunkowo niewielkie. Zmierzone warto$ci mieszcza si¢ w
zakresie od —1,6 do +1%o, przy sredniej wartosci —0,52%o0 (Hiibner, 19806). Specyficznym przypadkiem
asymilacji zwiazkdéw azotu jest przyswajanie ich w S$rodowisku wodnym przez glony. Na wielkos§¢
frakcjonowania izotopowego podczas tego procesu wplywaja dostepnosé zwiazkéw azotu i odpowiednich
enzyméw oraz warunki dyfuzji zwiazkéw azotu do wnetrza komoérek glonéw. Fogel i Cifuentes (1993)
opracowali model asymilacji przez glony jonéw amonowych przy uwzglednieniu wspomnianych powyzej
trzech czynnikéw. Uzyskane wartosci frakcjonowania izotopowego wyniosty odpowiednio —4%o, —14%o i
—27%o0, w zaleznosci od tego, ktory czynnik mial decydujacy wplyw na frakcjonowanie. Najwigksza warto$§¢
frakcjonowania (—27%o) zwiazana byla z procesem dyfuzji jonéw NH4" do wnetrza komoérek glonow. W
glebach, w ktérych stezenie jonéw amonowych i pH jest stosunkowo niskie, transport tych zwiazkéw do
komorek rodlinnych odbywa si¢ na tyle szybko, iz nie powoduje to duzych zmian sktadu izotopowego azotu
(frakcjonowanie ponizej —4%o). Czynnikiem ograniczajacym jest tutaj tylko dostepnosé zwiazkéw azotu.

Jako proces przeciwny do asymilacji wprowadza si¢ niekiedy pojecie dysymilacji. Mianem tym okresla
si¢ przemiany metaboliczne zwigzkoéw azotu, w ktérych pelnia one role Zrédel energii jako akceptory
elektronowe (np. przy utlenianiu zwiazkéw organicznych przez denitryfikatory), badz jako donory

elektronowe (np. w reakcjach redoks z udzialem bakterii nitryfikujacych).

Wigzanie azotu
Mianem wigzania azotu okresla si¢ réznego typu procesy przemiany czasteczkowego azotu z atmosfery (N2) w

inne zwigzki azotu (np. Rown. 4.11). Reakcje takie prowadzone sa przez sinice i niektére gatunki bakterii
(zwanych diazotrofami), zaréwno wolno zyjacych (np. Agzovtobacter, Clostridium), jak 1 obecnych m.in. w
naro§lach na korzeniach roélin straczkowych i olchowych (np. Rhbigobinm, Bradyrhizobium). Bakterie te

wykorzystuja do wigzania N2 enzym — nitrogenaze.
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N, +8H* +8¢” +16ATP — 2NH, + H, + 16 ADP +16P 4.11)

gdzie: ADP, ATP — adenozynodwufosforan i adenozynotréjfosforan (ADP posiada w czasteczce dwa, a ATP

trzy grupy fosforanowe).

W szerszym znaczeniu wiazanie azotu oznacza rowniez konwersje N2 do NOx—6w podczas
wyladowan atmosferycznych oraz w przemysle, energetyce czy rolnictwie (np. przy produkcji nawozéw
sztucznych). Azot atmosferyczny wykorzystuje si¢ do wytwarzania takich zwigzkéw jak np. amoniak, azotany.

Materia organiczna wytwarzana w wyniku biologicznego wiazania azotu atmosferycznego ma wartosé
85N nieco ponizej 0%o. Frakcjonowanie izotopowe dla tego procesu miesci si¢ w zakresie od —3 do +1%eo
(Fogel i Cifuentes, 1993). W przypadku innych proceséw, w wyniku ktérych wytwarzana jest materia
organiczna, frakcjonowanie izotopowe jest z reguly wyzsze. Bliska zeru warto§¢ 8'°N dla probek materii

organicznej podaje si¢ cz¢sto jako dowdd na wiazanie atmosferycznego No.

Mineralizaga
Mineralizacja to reakcja rozkladu zlozonych czasteczek zwigzkéw organicznych zawierajacych azot do
amoniaku NHj lub jonéw amonowych NH4". Proces ten bywa niekiedy okreslany mianem amonifikacji.
Zachodzi on np. po biologicznej $mierci zwierzecia lub rosliny, a rozkladane zwiazki organiczne moga by¢
wykorzystywane przez inne organizmy. Przykladem tego typu procesu jest amonifikacja (hydroliza) mocznika
(NH2).CO:

(NH,),CO + H,0 —> 2NH, + CO, 4.12)

Z procesem mineralizacji w powyzszym ujeciu zwigzane jest niewielkie frakcjonowanie izotopowe. Wartos§¢
8°N azotu amonowego w glebie rézni si¢ zwykle tylko o kilka promili od wartosci 6N dla glebowej materii
organicznej. Niektérzy naukowcy rozszerzaja pojecie mineralizacji na wieloetapowy proces produkeji
azotanow z materii organicznej. W takim przypadku frakcjonowanie jest odpowiednio wicksze i moze wahac
sie¢ w granicach od =35 do 0%o (Delwiche 1 Steyn, 1970; Feigin i inni, 1974; Létolle, 1980), przy czym wielko$¢
frakcjonowania zalezy od etapu najwolniejszego determinujacego predkosé calego procesu. Traktujac wigc
mineralizacj¢ jako wieloetapows konwersje materii organicznej do azotandw, o zakresie frakcjonowania
izotopowego decyduje nie konwersja azotu glebowego do azotu amonowego, ale nitryfikacja tego ostatniego

do azotanow.

Ulatnianie (wolatylizacia)

Mianem ulatniania (wolatylizacji) okresla si¢ proces emisji amoniaku do atmosfery z powierzchniowych warstw
gleby. Sumarycznie, emitowany amoniak cechuje nizsza wartos¢ 85N niz pozostate w glebie jony amonowe.
Frakcjonowanie izotopowe w trakcie ulatniania moze wynika¢ z: (i) frakcjonowania réwnowagowego

pomiedzy amoniakiem rozpuszczonym w wodzie i obecnym w fazie gazowej, (i) frakcjonowania
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réwnowagowego pomie¢dzy amoniakiem i jonami amonowymi rozpuszczonymi w wodzie, oraz (iii)
frakcjonowania kinetycznego w trakcie dyfuzji zubozonego w >N amoniaku do atmosfery.

Na obszarach rolniczych intensywno$¢ ulatniania amoniaku zalezy od stopnia nawozenia pola
obornikiem i mocznikiem (mineralizowanych do NH3). Wskutek emisji amoniaku wartos¢ 81°N dla glebowe;j
materii organicznej w oborniku (zazwyczaj niewielka) moze przekroczyé nawet +20%o (Kendall, 1998). W
nawozach pozwierzecych wystepuje szereg zwigzkow azotowych, w postaci stalej 1 jako roztwér. Dominujaca
forma jest jednak mocznik, ktéry ulega hydrolizie (Rown. 4.12). Powstajacy amoniak moze zosta¢ w procesie
nitryfikacji utleniony do azotanéw (Heaton, 1986). Amoniak jest bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie i

dysocjuje w niej wedlug réwnania:

NH, + H,0 <> NH; + OH" (4.13)

Powoduje to czasowy wzrost pH $rodowiska. Alkalizacja §rodowiska sprzyja ulatnianiu si¢ amoniaku, ktory
jest zubozony w N wzgledem azotu amonowego rozpuszczonego w wodzie. Wraz z ulatnianiem amoniaku
pH srodowiska maleje. Pozostaly w roztworze, wzbogacony w N azot amonowy ulega nitryfikacji do
azotanow.

Stopien wzbogacenia w N jonéw amonowych zalezy od wielu czynnikéw wplywajacych na predkosc¢
ulatniania amoniaku, np. temperatury powietrza 1 wody, wilgotnosci, sily wiatru, pH gleby. W Teksasie badano
gleby nawozone wczesniej nawozami sztucznymi (Kreitler, 1975). Stwierdzono, iz wskutek ulatniania
amoniaku nastapil wzrost 8N dla NH4* rozpuszczonego w polozonych ponizej wodach gruntowych o
2-3%0. Szczegblnie duze zmiany w skladzie izotopowym azotu spowodowane wolatylizacja amoniaku

zaobserwowano w przypadku gleb zasadowych o wysokim pH.

Sorpgia/ desorpgia

W trakcie proceséw typu sorpcja/desorpcja moze dojs¢ w glebie do wymiany izotopowej na centrach
wymiany. Frakcjonowanie zwigzane z tym efektem jest niewielkie. W przypadku centréw anionowymiennych
preferowana jest wymiana lzejszych izotopéw azotu 1 tlenu w jonie NO;~ (Delwiche i Steyn, 1970), a dla
centréw kationowymiennych — wymiana cigzszego izotopu N w zaadsorbowanej frakcji NH4t. Ten drugi
proces zachodzacy w profilu glebowym powoduje, Ze jony amonowe, asymilowane przez korzenie roslin badz
utleniane w trakcie nitryfikacji, maja nizsza warto$¢ 8'°’N. Frakcjonowanie zwiazane z wymiang jonowa w
glebie miesci si¢ zazwyczaj w przedziale od 1 do 8%o (Hubner, 1986). Na wielko$¢ tego frakcjonowania,
zmieniajacego si¢ wraz z glgbokoscig gleby, wplyw ma kilka czynnikéw, m.in. budowa gleby i sktad chemiczny

wbd gruntowych.

Wymiana izotopowa

Czasteczka azotu Ny jest bardzo stabilna. Energia wiazania pomiedzy atomami azotu wynosi 945,33 kJ/mol.
Ewentualna wymiana atoméw azotu pomiedzy rozpuszczonym azotem Nz a zwiazkami azotowymi w wodzie

nie odgrywa wicc praktycznie zadnej roli. W przypadku atoméw tlenu frakcjonowanie izotopowe moze si¢
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wiazaé z wymiang atomow tlenu zawartych w azotanach i w wodzie. Przypuszcza sig, ze jony azotanowe NOj3~
zachowuja si¢ wtedy podobnie do jonéw siarczanowych SO4*. Szybko§¢ wymiany tlenu z czasteczka wody
jest z reguly mala, cho¢ rosnie ze wzrostem temperatury i obnizaniem pH. W skali pojedynczych lat proces

ten nie odgrywa wigc w §rodowisku wodnym znaczacej roli.

Nitryfikacja

Nitryfikacja, czyli wieloetapowy proces utleniania jonéw amonowych, odgrywa wazna role we wzroscie
wigkszosci roélin, poniewaz nie potrafia one pobiera¢ ze $rodowiska bezposrednio amoniaku lub jonéw
amonowych. Przyswajalne przez rosliny moga by¢ azotany. Sprzyja temu ich bardzo dobra rozpuszczalnosé w
wodzie, aczkolwiek ulatwia ona réwniez ich wymywanie z otaczajacej roéling gleby. Uczestniczace w
nitryfikacji organizmy samozywne (autotrofy) wytwarzaja w jej trakcie energie metaboliczna. Wskutek
uwalniania jonéw H* proces prowadzi do wzrostu kwasowosci. Oprocz azotandw wytwarzane moga by¢ inne,
przejSciowe zwiazki azotu, takie jak np. azotyny (NO2"), tlenki azotu (N2O, NO). Podczas nitryfikacji kazdy
etap utleniania prowadzony jest osobno przez rézne gatunki autotroféw. Utlenianie jonéw amonowych przez

bakterie Nitrosomonas ma nastgpujacy przebieg:

NH; + H,0 — NH,OH +2H + H* (4.14)
hydroksyloamina
NH20H+02 H—O)NO; +H+H" (415)
2

W nastgpnym etapie azotyny utleniane sa przez bakterie Nizrobacter:

NO; +H,0 - NOj +2H (4.16)

Rys. 4.4. Fotografie bakterii Nitrosomonas (po lewej) i Nitrobacter (po prawej) (uni—bayreuth.de).

O wielkosci catkowitego frakcjonowania izotopowego zwiazanego z nitryfikacja w najwigkszym stopniu
decyduje etap najwolniejszy. Utlenianie przez Nitrobacter azotynéw do azotanéw zachodzi stosunkowo szybko,
tak ze na frakcjonowanie wplyw ma gléwnie wolne utlenianie jondéw amonowych przez Nitrosomonas.

Zmierzone wielko$ci wzbogacenia izotopowego azotu dla nitryfikacji mieszcza si¢ w przedziale od =29 do
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—12%o0 (Shearer i Kohl, 1986). Wielkoscia determinujaca zakres frakcjonowania jest rowniez wielko$é
rezerwuaru zwigzkoéw azotu — jezeli w ukladzie panuje niedobdr tych zwiagzkéw, to i frakcjonowanie jest
niewielkie. W takim przypadku sktad izotopowy glebowego azotu azotanowego rézni si¢ co najwyzej o kilka
promili od skladu catkowitego azotu organicznego. Obecnos¢ w glebie duzych ilosci jonéw amonowych,
dostarczonych np. w formie nawozéw amonowych, przyczynia si¢ do wzrostu intensywnosci nitryfikacji. Na
szybkos§¢ procesu 1 wielko§¢ frakcjonowania izotopowego decydujacy wplyw ma wtedy wlasnie utlenianie
NH4*. Na rysunku 4.5 przedstawiono ewolucje skladu izotopowego jonéw amonowych i azotandéw w

prébkach pobranych po zastosowaniu jako nawozu bezwodnego amoniaku.

200y

[—

th

=
T

mgN/ke gleby
2 =

NO,

W Vi vii vl IX = Vi viL VI X
Miesigc Miesiac

h"i":.'--wl i

Rys. 4.5. Ewolucja skladu izotopowego (8'’N) NH4" i NOs~ w czasie nitryfikacji zachodzacej po zastosowaniu jako
nawozu bezwodnego amoniaku (Feigin i in., 1974). Wytwarzane na poczatku azotany sa znacznie zubozone izotopowo w
BN wzgledem wyjsciowych jonéw amonowych; w tym okresie duza predkos¢ utleniania NH4* determinuje wielko$é
frakcjonowania izotopowego zwigzanego z procesem nitryfikacji. Wraz z wyczerpywaniem si¢ zapaséw NHy*, predkosé
nitryfikacji zaczyna male¢. Najwolniejszy etap procesu, czyli utlenianie NH4*, w coraz mniejszym stopniu wplywa na
calkowity wspotczynnik frakcjonowania, ktéry zmniejsza si¢ tak, ze warto$¢ 81°N azotandéw zaczyna zbliza¢ si¢ do
wartosci sprzed zastosowania amoniaku (Kendall i Aravena, 2000).

Wykorzystywany w procesie nitryfikacji do tworzenia azotanéw tlen pochodzi z dwoch Zrédel: na
jeden jon NO3™ przypada jeden atom tlenu z czasteczki Oz 1 dwa z czasteczek HoO (Andersson i Hooper,
1983; Kumar i inni, 1983; Hollocher, 1984). Z tego tez wzgledu, jezeli pominie si¢ frakcjonowanie, sktad
izotopowy tlenu azotanowego, mozna okresli¢ na podstawie znanych wartosci 5180 dla wody (88 Omnz0) 1 tlenu

czasteczkowego (8180 0y):
850y, =280y, + 250 4.17
NO3 ™ 3 H20 3 02 4.17)

Tlen atmosferyczny ma warto$¢ 8180 okolo +23,5%o0 (vs. V-SMOW) (Kroopnick i Craig, 1972). Jezeli zalozy
sig, ze sklad tlenu glebowego nie rézni si¢ znaczaco od skladu tlenu atmosferycznego, to dla wéd o 5180

mieszczacym si¢ w przedziale od —25%o0 do +4%o0 8180 azotandéw bedzie si¢ zawieral w przedziale od —8,8%o
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do +10,5%0. Powyzszy model w zastosowaniach terenowych musi spetni¢ kilka zalozen: (i) tlen glebowy,
wykorzystywany przez bakterie w procesie nitryfikacji, ma identyczny sktad izotopowy co tlen atmosferyczny,
(i1) sktad izotopowy tlenu w wodzie uzywanej przez bakterie jest taki sam jak sktad izotopowy tlenu w wodzie
glebowej, (iii) liczba atoméw tlenu z Oz 1 H»O, wykorzystywanych w warunkach polowych przez
mikroorganizmy do tworzenia jondéw NOs~, jest taka sama jak w przypadku kultur hodowanych w
laboratoriach, oraz (iv) podczas pobierania atoméw tlenu z Oz 1 H2O nie wystepuje zadne frakcjonowanie
izotopowe.

Zalozenia te najczeSciej nie sa spelnione. Z transferem tlenu z obu zrédet do azotanéw zwiazane jest
frakcjonowanie izotopowe. Jednym z powoddéw wysokich wartosci 8'80 azotanéw jest podwyzszona warto$§é
8180 dla wody glebowej w stosunku do wéd opadowych, wynikajaca z cz¢§ciowego odparowania (Amberger i
Schmidt, 1987). Aravena i in. (1993) wskazali na mozliwos$¢ zmiany stosunku liczby atoméw tlenu pobieranych
podczas nitryfikacji z Oz 1 HxO. Wzbogacenia azotanéw w 80 nie mozna tlumaczyé wymiang izotopows
tlenu mig¢dzy azotanami i woda, poniewaz wtedy 8180 azotanéw bylaby nizsza, a nie wyzsza. Ze wzgledu na
stabilno§¢ chemiczng dwuatomowej czasteczki tlenu mato prawdopodobna jest réwniez wymiana z Oz W
porach glebowych mogg lokalnie wystapi¢ warunki beztlenowe umozliwiajace zachodzenie denitryfikacji i w
konsekwencji obnizenie 8'80. Van Everdingen i Krouse (1985) stwierdzili, ze duzy zakres przyjmowanych
wartod$ci 8180 azotanéw moze wiazaé si¢ z obecnodcia nie jednej, ale kilku Sciezek, jakimi przebiega

nitryfikacja.

Denitryfikacia

Denitryfikacja to wieloetapowy proces redukeji azotandéw do zwiazkdéw na nizszym stopniu utlenienia. W
trakcie etapéw posrednich powstaja tlenki azotu (np. NO, N>O). Ostatecznie wytwarzany jest azot
czasteczkowy Na. W zachodzacych podczas calego procesu reakcjach redoks akceptorami elektronowymi
mogg by¢ rézne czasteczki, atomy, badZ jony (np. SO4*, Oj). Czynnikiem ograniczajacym denitryfikacje,
prowadzona przez niektoére gatunki bakterii, jest obecno$¢ w otoczeniu znacznych iloéci tlenu. Sprzyjajace
warunki anaerobowe (tzw. kieszenie beztlenowe) mogg jednakze wystapic lokalnie w natlenionych osadach czy
ciekach 1 zbiornikach wodnych (Koba i in., 1997). W glebie 1 w zbiornikach wodnych gtéwnym czynnikiem
warunkujacym zachodzenie denitryfikacji azotanow jest obecno$¢ bakterii Psexdomonas denitrificans. Procesowi

temu towarzyszy utlenianie materii organicznej i emisja powstalego dwutlenku wegla:
4NOj; +5C+2H,0 — 2N, +4HCO; + CO, (4.18)

Produktem koncowym denitryfikacji azotanéw niekoniecznie musi by¢ azot czasteczkowy Na. W pewnych
przypadkach u niektorych gatunkéw bakterii finalnie wytwarzany jest NoO. Takie przypadki spotykane sa w
glebach bagiennych lub w systemach wodnych w poblizu granicy woda—osad denny (Duff i Triska, 1990).

W innym typie denitryfikacji reduktorem moze by¢ siarka. Dzieje si¢ tak np. w przypadku bakterii
Thiobacillus denitrificans. Denitryfikacja zachodzi w trakcie procesu chemoautotroficznego oddychania, w czasie

ktorego utleniana jest siarka (Réwn. 4.19). Proces ten odgrywa wazna role w wodach gruntowych
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(Béttcher i in., 1990; Postma i in., 1991; Aravena i Robertson, 1998), jak rowniez w systemach oczyszczania

$ciekéw kanalizacyjnych (Batchelor i Lawrence, 1978).
14NOj + 5FeS, +4H" — 7N, +10SO;™ + 5Fe** + 2H,0 (4.19)

Cickawostky jest fakt, ze Thiobacillus denitrificans moga egzystowaé zaréwno jako hetero— jak i jako autotrofy —
sa tzw. mikroorganizmami fakultatywnymi. Jezeli stezenie tlenu w bezposrednim otoczeniu spadnie ponizej
0,5 mg/L, bakterie zaczynaja redukowaé azotany (Hubner, 1986). Podobne zjawisko wystepuje u innych
gatunkéw fakultatywnych bakterii denitryfikujacych, cho¢ poziom tolerancji tlenowej moze by¢ rézny.
Denitryfikacja wplywa w charakterystyczny sposéb na sklad izotopowy azotanéw w wodzie
(Rys. 4.6). Z obnizaniem si¢ stezenia azotanéw eksponencjalnie ro$nie warto$¢ 8N (por. Rys. 4.1).
Przykladowo, jezeli zastosowane jako nawozy sztuczne azotany maja 3N rzedu 0%o, to denitryfikacja moze
spowodowac podwyzszenie tej wartoéci dla obecnych w wodach gruntowych azotanéw nawet do poziomu
+30%o. Poniewaz jest to wartos¢ z zakresu charakterystycznego dla nawozéw naturalnych, utrudnia to w

znaczacy sposob identyfikacje zrédla zanieczyszczenia azotanami.
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Rys. 4.6. Typowe przedzialy wartosci 680 i 8N mierzonych dla azotanéw i jonéw amonowych pochodzacych z
réznych Zrédel. Duza strzalka oznacza obserwowany trend zmian 8'80 i 8N wskutek denitryfikacji azotanéw (Kendall,

1998).

Aby odréznié, czy ma si¢ do czynienia z denitryfikacja czy z mieszaniem wod z dwéch Zrédel o réznym
stezeniu 1 skladzie izotopowym azotanéw, nalezy przedstawi¢ uzyskane dane w odpowiednim ukladzie
wspotrzednych. Jezeli w ukladzie 8PN=f(In[NOs]) otrzymuje si¢ zalezno$¢ prostoliniowa, to mozna to

przypisaé procesowi denitryfikacji, opisywanemu przez model Rayleigha. W tym przypadku, z dopasowanej do
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wykresu prostej regresji mozna wyznaczyé wzbogacenie izotopowe ¢. Jezeli natomiast otrzyma si¢ prosta w
uktadzie 81’N=f(1/[NOs]), to wynika ona z dwuskladnikowego mieszania wéd rézniacych si¢ skladem
izotopowym azotanéw. Mozna wtedy wykorzysta¢ zaleznos¢ 8N=f(1/[NO;]) do okreslenia sktadu
izotopowego zrédla azotandw.

Wytwarzany w trakcie denitryfikacji N2 ma nizszq wartos¢ 8'°N niz wyjsciowe azotany. Zmierzone dla
denitryfikacji (NO3™—Nz) wartosci wzbogacenia izotopowego mieszcza si¢ w zakresie od —40 do —5%o
(Kendall i Aravena, 2000). W warunkach laboratoryjnych, w kontrolowanej temperaturze (od 20 do 30°C)
otrzymano wartosci ¢ w zakresie od —29,4 do —24,6%0 (Mariotti i in., 1981). Dodatkowym efektem zwigzanym
z denitryfikacja jest wzrost ilosci azotu rozpuszczonego w wodach gruntowych. Badajac jego sklad, uzyskuje
si¢ informacje o pochodzeniu azotanéw i dowody na denitryfikacyjng dzialalnosé bakterii w tych wodach
(Vogel i inni, 1981; Béhlke i Denver, 1995).

Mariotti i in. (1988) na podstawie pomiaréw skladu izotopowego azotu stwierdzili, ze wzbogacenie
izotopowe ¢ w procesie denitryfikacji zmienialo si¢ w duzo wezszym, niz u innych badaczy, przedziale
wartosci od —8 do —5%o. Przyczyny tego moga by¢ dwojakie. Na wielkos¢ wzbogacenia izotopowego wplywa
szybkos¢ reakcji denitryfikacji. Niska warto$¢ ¢ sugeruje szybsza denitryfikacje. Dla prébek azotandéw z wod
gruntowych w Kotlinie Kalahari w Afryce Poludniowej zmierzono zwigzany z denitryfikacja wspotczynnik
wzbogacenia rzedu —30£6%o0 (Vogel i in., 1981), co wskazuje na matq predkosé procesu. Oszacowano, ze czas,
jaki musial uptynad, aby ustalil si¢ obecny sktad izotopowy azotanéw w wodach gruntowych Kotliny Kalahari,
wyni6st okoto 14 tysicey lat.

Wytlumaczeniem malych warto$ci wzbogacenia &, zwiazanego z denitryfikacja, moze by¢ tez
pochlanianie przez skaly czesci azotanéw w obrebie zbiornika woéd, co skutkuje efektywnie zmniejszeniem
wartosci ¢ (Mariotti 1 in., 1988). W przypadku niektérych mineratéw (np. kredy) puste pory stanowi¢ moga
nawet 40% caltkowitej objetosci skaty. Takie miejsca stanowia w wigkszosci martwe strefy, w ktérych woda
jest zatrzymywana. Obecne w $ciankach poréw bakterie przyspieszaja denitryfikacje w tych strefach. W ten
sposob powstaja obszary o obniZzonej zawarto$ci azotanéw w stosunku do miejsc wypelnionych przez
przeplywajaca szybko wode gruntows. Roznica stezen azotandw powoduyje, ze pory zachowuja sie jak studnie,
do ktérych dyfunduja azotany, przy czym efekt izotopowy zwigzany z procesem dyfuzji jest na tyle maly, ze
ewentualne wzbogacenie izotopowe z nim zwigzane mozna pominaé.

Stosunek wielkosci wzbogacenia izotopowego tlenu eo(NO3") do wzbogacenia izotopowego azotu

ex(NO3") zazwyczaj pozostaje staly dla danego procesu denitryfikaciji, co mozna zapisaé:
en(NO3) =k -£4(NO3) (4.20)
gdzie £ oznacza stalg proporcjonalnosci.
Wyznaczone w oparciu o wyniki doswiadczalne duzych eksperymentéw polowych wartosci
wspolczynnika £ zawieraja si¢ w przedziale od 1,3 do 2,1 (Fukada i in., 2003).

Korzystajac z zaleznosci 4.9, z dobrym przyblizeniem mozna zapisaé nastgpujace relacje:

8N =8"Ny, +&y(NO;3)-In(f) @.21)
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3"°0 =38"0y, +£0(NO3)-In(f) (4.22)

gdzie subskrypt (0) oznacza pierwotny skfad izotopowy azotu badz tlenu.
Wyznaczajac zmiany 8°N 1 880 zachodzace w trakcie denitryfikacji w okresie, kiedy ilo$¢ substratow

(azotanéw) zmniejszyla sie od fi do fa, otrzymuje sie:

o f

8" Ny =8N, =AG"N) =8N(NO3)-lnf—2 (4.23)
1
o

§"%0,, —8"%0, :A(SISO)st(NO3)-lnf—2 (4.24)

1

Dzielac obustronnie réwnania 4.23 1 4.24 i korzystajac z réwnania 4.20, otrzymuje sig:
1
A(3"0) =E-A(615N) (4.25)

Dla procesu denitryfikacji spotykane wartosci wspdlczynnika £ sa z reguly bliskie liczbie 2
(Béttcher i in., 1990; Voetkelius 1 Schmidt, 1990; Aravena i Robertson, 1998). Oznacza to, ze sporzadzajac
wykres zaleznosci 8180=£(8'°N) dla probek reprezentujacych proces denitryfikaciji, dopasowana prosta bedzie
miala wspoltczynnik kierunkowy okoto 1/2 (Rys. 4.6).
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Pomiar skladu izotopowego azotandéw rozpuszczonych w wodzie sprowadza si¢ do ich separacji z wody i

konwersji NO3™ do zwiazkéw gazowych, mozliwych do zmierzenia spektrometrem mas. Licznie opracowane

procedury poczatkowo umozliwialy jedynie wyznaczenie skladu azotu w azotanach poprzez okrelenie

8PN(NO3"). W tabeli 5.1 przedstawiono chronologiczny przeglad metod analizy S°N(INOs").

Tab. 5.1. Przeglad metod analizy sktadu izotopowego azotu w jonach azotanowych rozpuszczonych w wodzie.

Autor/Publikacja

Opis procedury

Hoering (1957)

— separacja azotanéw na kolumnach jonowymiennych,

— redukcja NO3™ do NH3 z uzyciem Zn i Fe,

— utlenianie NH3 do N2 z uzyciem NaBrO,

— oczyszczanie N poprzez przepuszczanie nad goracym CuO (oddzielenie CO) i przez pulapke
kriogeniczna (oddzielenie CO»),

Cline i Kaplan (1975)
Liu i Kaplan (1989)
Liuiin. (1996)

— separacja azotandéw poprzez dodanie NaOH i destylacje prézniowa w ewaporatorze,
— redukcja NO3™ do NHj3 z uzyciem stopu Dewarda (Al+Cu+Zn),

— utlenianie NH3 do N2 z uzyciem NaBrO,

— oczyszczanie N2 poprzez przepuszezenie nad Cu (700°C) i CuO (600°C),

Ueda i in. (1991)

— redukcja NO3™ do NHj3 z uzyciem stopu Dewarda,
— utlenianie NH3 do N z uzyciem KBrO,

Sigman iin. (1997)
Goerges i Dittert (1998)

— redukcja NO3™ do NH3 z uzyciem stopu Dewarda i putapek kwasowych (tzw. paczek dyfuzyjnych),
— utlenianie NH3 do N2 i oczyszczenie w systemie on—line,

Russell i in. (1998)

— redukcja NO3™ do NH4* z uzyciem stopu Dewarda i ekstrakcja NHa*,
— utlenianie NH4* do N2 w obecnosci CuO i Cu (850°C),
— kriogeniczne oczyszczenie No,

Johnston i in. (1999)

— separacja azotandéw z wykorzystaniem 1—fenylazo—2—naftolu (CisH12N20),
— utlenianie do N2 i oczyszczenie w systemie on—line (CF-IRMS),

Stickrod i Marshall (2000)

— ekstrakcja azotanéw na zywicach jonowymiennych i konwersja do AgNO3,
— utlenianie do N2 i oczyszczenie w systemie on—line,

Ogawa i in. (2001)

— ekstrakcja azotanéw na polimerowej zywicy absorbcyjnej,
— utlenianie do N2 i oczyszczenie w systemie on—line,

Sakata (2001)

— redukcja jonéw NOs™ do NH; przy pomocy stopu Dewarda,
— destylacja i stracanie jonéw amonowych w formie tetrafenyloboranu amonu ((C¢Hs)4aBNHa),
— utlenianie do N2 i oczyszczenie w systemie on—line,

Tanaka i Saino (2002)

— separacja azotandéw poprzez dodanie NaOH i destylacje prézniowa w ewaporatorze,
— redukcja NO5™ do NH3 z uzyciem Al

— utlenianie NH3 do N2 z uzyciem KBrO,

— oczyszczanie N2 poprzez przepuszezenie przez Cu (500°0).

Pod koniec XX wieku opracowano metody umozliwiajace jednoczesny pomiar skladu izotopowego azotu i

tlenu azotanowego. Tabela 5.2 zawiera przeglad podstawowych technik wyznaczania 8'>N(INO3) 1 38 ONO3).

W ramach niniejszej pracy w Zespole Fizyki Srodowiska WFIIS, AGH wdrozono do praktyki

laboratoryjnej nastgpujace procedury analityczne zmierzajace do okreslenia skladu izotopowego azotandéw

rozpuszczonych w wodzie: (i) poprzez chemiczng konwersje jondw NOs™ do Nz i COs oraz (ii) poprzez

konwersje jonéw NOj3;~ do NoO z udziatem bakterii denitryfikacyjnych. Zostaly one szczegbélowo opisane w

kolejnych podrozdziatach.
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Tab. 5.2. Przeglad metod analizy sktadu izotopowego tlenu i azotu w jonach azotanowych.

Autor/Publikacja Opis procedury
Amberger i Schmidt (1 987) — konwersja azotanéw w probee do KNOs,
— spalanie KNO3 do CO2 w obecnosci HgCN,
Révész iin. (1 997) — spalanie KNOs w obecnosci grafitu i katalizatoréw (Pd+Au),

— kriogeniczne rozdzielenie N2 od COx,
— ,,dopalanie” N> w obecnosci CaO, Cu i CuxO przed pomiarem 85N,

Brauer 1 Strauch (20()0) — spalanie azotanéw do CO2 w obecno$ci hydrochlorku guanidyny,
— oczyszczanie probki z NH; na putapce z HaSOs,
Silva i in. (2000) — ekstrakcja azotanéw na zywicach anionowymiennych i konwersja do AgNO3,
— spalanie AgNO3 w obecnosci grafitu (AgNO3;—CO»),
Fukada i in. (2003) — spalanie AgNO3 w obecnosci CaO, Cu i CuO (AgNO3—N>),
— oczyszczanie kriogeniczne N2 oraz CO»,
Sigman i1in. (2001) — redukcja przez bakterie denitryfikujace (Psexd. s aureofaciens, Psend s chlororaphis) azotanéw do N2O,

— oczyszczanie kriogeniczne N2O,

Casciotti i in. (2002)
Granger i in. (20006)

Mcllvin i Altabet (200 5) — redukcia azotanow do azotynow w obec'nos',ci Cd,
— redukgja azotynéw do N2O w obecnosci azydku sodu (NaN3),

— oczyszczanie kriogeniczne N2O.

5.1. Metoda wyznaczania skfadu izotopowego azotanéw z chemicznag konwersja do N2 i CO;

Zastosowana w niniejszej pracy metoda wyznaczania skladu izotopowego azotandéw poprzez ich chemiczng
konwersje do postaci gazow mierzalnych na spektrometrze mas opiera si¢ o procedure z ekstrakcja jonow
NOs™ na zywicach anionowymiennych (Silva i in., 2000). Rysunek 5.1 przedstawia schemat wdrozonej w
ramach niniejszej pracy metody okreslania 8N(INO;7) 1 8'8O(NO;7). Poczatkowe etapy procedury

wyznaczania skladu izotopowego sa wspoélne dla obu pierwiastkéw (azotu i tlenu).

5.1.1. Pobér w terenie i przechowywanie préb z azotanami

Przed poborem préb wody do analiz izotopowych mierzono stezenie azotanéw w wodzie, aby okresli¢
minimalna objeto$¢ probki, jaka nalezy pobraé, aby zawierala ona okre$lona, minimalna ilo$¢ azotanéw,
wymagang do dalszej obrébki analitycznej. Do okreslania stezenia NOs™ stosowano przenosny kolorymetr
HACH DR/890. Zasada pomiaru stezenia NOs~ w wodzie tym przyrzadem opiera si¢ na redukeji jondw
NO;™ do jonéw NO2  odczynnikiem zawierajacym kadm. Nastepnie, jony NO2  reagujga z kwasem
sulfanilowym, formujac przejSciowa sol diazoniowa, ktoéra laczac sie z kwasem gentyzynowym, tworzy
kompleksy o bursztynowym zabarwieniu (DR/890 Colorimeter Procedures Manual, 2005).

Wymagang do analiz izotopowych ilo§¢ azotanéw warunkuje szereg czynnikéw zwigzanych z cala
procedura, m.in. wydajnos$¢ ekstrakcji azotanéw na zywicach anionowymiennych oraz wymagana do analiz
izotopowych minimalna ilo§¢ gazu (w tym Nz i CO2). W niniejszej pracy przyjeto 300 umoli (18,6 mg) jako
minimalna ilo§¢ azotanéw (NOj"), jaka powinna znalez¢ si¢ w pobranej probee wody. W procedurze opisane;j
przez Silve 1 in. (2000) pobierano ilo§¢ wody zawierajaca 100—200 pmoli NOs™. Tabela 5.3 przedstawia
minimalne objetosci wody, jakie nalezaloby pobraé, aby przy danym stezeniu NO;™ zawieraly one 18,6 mg

azotanow.
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POBOR PROBEK

~300 pmoli NO;

PREPARATYKA W LABORATORIUM

Ekstrakcja NOg
na zywicach anionowych

{

E

J

Wyplukanie NO4
i neutralizacja Iﬂ

Preparatyka
do pomiaru 8'°N

!

Preparatyka
do pomiaru 520

!

- Liofilizacja
- Termiczna redukcja

AgNO; do N; w obecnosci
Cu, CuOi Cao

(Wytrqcanie S0,i PO, \
- Usuwanie kationow Ba”™

- Neutralizacja

- Usuwanie DOC

- Liofilizacja

- Termiczna konwersja AgNO;

\ do CO: w obecnosci grafitu /

U

Pomiar 5N
spektrometrem masowym

Oczyszczenie CO, i pomiar 5 °0O
spektrometrem masowym

B e

Rys. 5.1. Schemat zastosowanej w niniejszej pracy procedury wyznaczania skladu izotopowego azotandw
rozpuszczonych w wodzie w oparciu o ich chemiczna konwersj¢ do N2 i COs.
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Tab. 5.3. Minimalne obj¢tosci wody, jakie nalezy pobraé, aby przy okreslonym stezeniu znajdowato si¢ w niej 18,6 mg
azotanow (NO3").

Stezenie azotanéow NO3;~ | Objetosc¢ probki wody
[mg/L] [L]
1 18,6
5 3,8
10 1,9
50 0,4
100 0,2

Préby wody pobierano do 10-litrowych polietylenowych kanistréw, wzglednie do 1-litrowych.
butelek Aby zapobiec zmianom st¢zenia i skladu izotopowego azotandéw rozpuszczonych w wodzie, jakie
moglyby nastapi¢ podczas dluzszego przechowywania, proby niezwlocznie dostarczano do laboratorium,
gdzie byly one odfiltrowywane i przepuszczane przez kolumny z zywicami. Jezeli nie jest to mozliwe,
procedure ekstrakcji NOs™ na zywicach powinno prowadzi¢ si¢ w terenie. Proby na kolumnach mozna
przechowywaé¢ w chlodnym zaciemnionym miejscu nawet przez dwa lata, bez ryzyka znaczacego
frakcjonowania azotu badz tlenu (Kendall, 1998). W przypadku wéd opadowych, dla ktérych czas
gromadzenia proby reprezentatywnej dla zalozonego przedzialu czasu (np. miesiaca) przekraczal z
oczywistych wzgledow ,,bezpieczny” 2—3 dniowy margines, wode z deszczomierza zlewano do pojemnikéw w
odstepach 1-2 dniowych. Pojemniki przechowywano w lodéwce. Po zgromadzeniu wody opadowej za caly
badany okres (miesiagc) wszystkie probki mieszano, uzyskujac usredniong probe wody do dalszych analiz

izotopowych.

5.1.2. Osadzanie azotanéw na zywicach anionowymiennych

Do ekstrakceji azotanéw z wody wykorzystywano zywicg anionowymienng AG1-X8 (Bio—Rad Laboratories).
Jest to zywica chlorkowa, ktéra cechuje stosunkowo wysoka wydajnosé usuwania jonéw NO3". Pojemnosé
jonowymienna zywicy wynosi 1,2 meq/mL. Poniewaz obj¢tosé zajmowana przez pakiet zywicy w kolumnie
wynosi 2 mL, na pojedynczej kolumnie mozna wychwyci¢ maksymalnie 2,4 mmola jonéw NOs". Jest to
8—krotnie wigcej niz przyjeta wielko§¢ proby azotandéw do analizy. Przed ekstrakeja azotandéw przez kolumneg
przepuszczano 2 mL 3M roztworu kwasu solnego HCI, aby wszystkie centra wymiany w zywicy byly zajete
przez jony chlorkowe CI°. Nastepnie przez kolumne przepuszczano 15 ml wody dejonizowane] w
3—mililitrowych porcjach, aby wypluka¢ nadmiar jonéw chlorkowych. Po kazdej porcji kolumng
przedmuchiwano, co pozwalato doktadnie usunaé wode¢ z jonami chlorkowymi. Jezeli kolumna miala by¢
przechowywana przez dluzszy okres czasu, to pozostawiano w niej 1 mL wody dejonizowanej. Dzigki
obecnosci wody ziarna zywicy pozostaja w stanie uwodnionym. Zamknigta szczelnie z obu stron kolumne
przechowywano w obnizonej temperaturze.

Prébe wody przed wprowadzeniem na kolumne przepuszczano przez filtr z wldkien szklanych

(Whatman) o $rednicy 50 mm i wielkosci poréw 1,6 um. Miato to na celu usunigcie drobnych zanieczyszczen 1
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jednoczesnie stanowito wstepna filtracje przed uzyciem membrany poliweglanowej (Whatman) o $rednicy 47
mm i wielko$ci poréw 0,4 um (usuwajacej drobniejsze zawiesiny).

7 odfiltrowanej proby odmierzano taka ilo§¢ wody, aby zawierala ona 0,3 mmola azotanéw.
Przefiltrowana wode nalewano do 1-litrowego szklanego zbiornika podlaczonego do kolumny z zywica
anionowymienna. Caly uklad montowano na specjalnym statywie (Rys. 5.2). Pozostala cze$¢ proby wody
pozostawiano do zakoficzenia analizy. Pozwala to na ewentualne powtérzenie calej procedury w przypadku
zniszczenia probki pierwotnej. Jezeli ekstrakcje azotanéw przeprowadza si¢ w terenie, to po jej zakofczeniu
kolumny sa szczelnie zamykane i w niskiej temperaturze przewozone do laboratorium. Przed dalsza

preparatyka kolumny z azotanami przechowywano w niskiej temperaturze, w lodowece.

I-litrowy lejel ———

ZAWOT —————
mrka ————
korek gumowy —————3»

kolumma ——»

FYWICA AONoWymienna —————3»
korek gumowy —3

do pompy
membranows]

—>
I-litrowa kolba ———

Rys. 5.2. Zestaw do ckstrakeji azotanéw na zywicach anionowymiennych. Po prawej stronie pokazano pojedyncza
kolumneg z Zywica anionowymienna.

Predkosé przeplywu wody przez kolumne regulowano przy pomocy zaworu umieszczonego na koficu
1-litrowego zbiornika. Szybszy przeplyw wody wymuszano przez podlaczenie pompy membranowej do
zbierajacej wode kolby. Wydajno$¢ ekstrakeji kontrolowano, mierzac kolorymetrycznie stezenie azotanéw w

wodzie wyplywajacej z kolumny.

Wlyw predkosci preeplywu probki prez Sywice na wydajnosé ekstrakci azotandw

Aby sprawdzi¢, czy predkosé przeplywu wody przez kolumny z zywica wplywa na wydajno$¢ ekstrakeji
azotanow, przez kolumny przepuszczano roztwory o takim samym stezeniu azotanéw (KINOj rozpuszezony

w wodzie destylowanej), zmieniajac predkos¢ przeplywu. Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci regulacji
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predkosci przeplywu (zawdér + pompa membranowa) wybrano cztery posrednie predkosci w zakresie
250-1750 mL/h. Predkos$¢ przeplywu wyznaczano, mierzac w wykalibrowanym 1-litrowym naczyniu objetosé
wody przeplywajacej przez kolumne w danym przedziale czasu. Wydajno$¢ ekstrakeji azotanéw w(INO;3’)

obliczano na podstawie rownania:

m, (NO;) -m, (NO;)
m, (NOy)

w(NO3) = 100 [%] (.1)

gdzie: mp(NO37), my(NO3") — masy azotanéw (mg NOs3") rozpuszczonych w danej objetosci wody przed i po

ekstrakcji na zywicy anionowymiennej. Stezenia azotanéw mierzono kolorymetrem (Hach).

Dla kazdej predkosci przeplywu wykonano po 2 pomiary, na podstawie ktérych wyznaczono wartosci $rednie
1 niepewnosci predkosci przeptywu 1 odpowiadajacej jej wydajnosci ekstrakeiji azotanéw. Wyniki zawiera tabela
5.4.

Tab. 5.4. Wydajnos¢ ekstrakcji azotandéw w(INO; ") na zywicy anionowymiennej przy réznych predkosciach przeptywu
wody przez kolumne. Wydajnosé wyznaczono na podstawie zaleznosci 5.1.

Predkosé¢ przeptywu | w(NO3")
[mL/h] [%]

248 £ 15 98,9 £0,9

767 + 11 99,5+ 1,0

1189 £ 29 98,9 £1,0

1683 * 38 984+£15

Z wynikéw zamieszczonych w tabeli 5.1 wynika, ze w badanym przedziale predkosci, predkosé
przepltywu wody przez kolumne¢ z zywica (250-1750 mL/h) nie ma znaczacego wplywu na wydajnosé
ekstrakcji azotanéw, ktora jest bliska 100%. Do dalszych analiz przyjeto warto§é predkosci przepltywu wody

przez kolumny na poziomie okoto 1000 mL/godzine.

Wptyw stegenia azotandw w probee na wydajnosé ekstrakgi

W celu sprawdzenia, czy stgzenie azotandéw rozpuszczonych w wodzie ma wplyw na wydajnos¢ ich
ekstrakeji na zywicy anionowymiennej, przez kolumny przepuszczono réwne objetosci wody (okolo jednego
litra), zawierajace rézne ilosci azotanéw (zastosowano KINO3). Poniewaz st¢zenia NO3™ zazwyczaj spotykane
w §rodowisku zmieniaja si¢ w do$¢ szerokim zakresie od dziesiatych czesci mgNO;3™/L do stu kilkudziesigciu
mgNOs7/L, wybrano kilka posrednich wartosci stezer, dla ktérych wyznaczono wydajnosc¢ ekstrakciji
azotanow na zywicach. Wydajno$¢ ekstrakeji »(INOs ) obliczono wedlug réwnania 5.1. Dla kazdego ste¢zenia
przeprowadzono po dwa pomiary, na podstawie ktérych obliczono $rednie i odchylenia standardowe
wydajnosci ekstrakcji. Wyniki pomiaréw i obliczen przedstawiono w tabeli 5.5. Uzyskana mniejsza wydajno$é

ekstrakcji dla nizszych stezent wynika najprawdopodobniej z ograniczonej dokladnosci kolorymetru, ktérym
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mierzono stezenie azotanéw (najmniejsza dziatka to 0,1 mgNOs3"/L). Na podstawie wynikéw pomiaréw
mozna stwierdzi¢, ze stezenie azotandw w wodzie nie wplywa znaczaco na wydajnos§¢ ich ekstrakeji na

zywicach anionowymiennych.

Tab. 5.5. Wydajnos¢ ekstrakeji azotanéw w(INO;~) na zywicy anionowymiennej przy réznych stezeniach azotandéw w
wodzie. Wydajnosé wyznaczono z zaleznosci 5.1. Dla kazdego stezenia wykonano po dwa pomiary.

Stezenie NO;~ | w(NO5")
[mg/L] [%]

1 85,0 £ 5.0

30 98,3 * 0,9

60 98,0 * 1.1

90 98,0 £ 1,9

120 97,9 £ 1,7

Powtarzalnost ekstrakei azotandw na Sywicach anionowymiennych

Dla oszacowania powtarzalno$ci ekstrakcji azotanéw na zywicach anionowymiennych, sporzadzono prébke o
ustalonym stgzeniu azotanéw i przeprowadzono ekstrakcje przygotowanego roztworu na siedmiu kolumnach.
Dla kazdego zestawu ckstrakcyjnego obliczono wedtug wzoru 5.1 wydajno$¢ ekstrakeji #(INOs ), a nastepnie
wyznaczono warto§¢ §rednig i odchylenie standardowe. Wyniki pomiaréw zawiera tabela 5.6. Z tabeli 5.6.

widaé, ze wydajno$¢ procedury ekstrakeji jest powtarzalna na poziomie 2,5%.

Tab. 5.6. Powtarzalno$¢ ekstrakcji na zywicach anionowymiennych azotanéw z roztworu o jednym, ustalonym stezeniu
(19 mgNO;™/L). Do obliczenia odchylenia standardowego pojedynczego pomiaru wykorzystano rozktad Studenta (ze
wzgledu na malg liczbe pomiaréw, tzn. n=7). Analogicznie postgpowano przy innych tego typu obliczeniach.

Lp. w(NO3Y) [%]
1 98,3
2 96,3
3 99,6
4 99,6
5 99,4
6 99,4
7 98,5
Warto$¢ srednia 98,724

5.1.3. Preparatyka i chemiczna konwersja azotanéw do Nz 1 CO»
Kolejnym etapem procedury jest wymywanie jonéw NO;~ z zywic anionowymiennych. Aby ulatwic¢ i

przyspieszy¢ pracg, kolumny montowano na specjalnym statywie, umozliwiajacym jednoczesng ekstrakcje z 4
kolumn (Rys. 5.3).
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Rys. 5.3. Statyw ekstrakcyjny z czterema kolumnami. Azotany wymywane sa przez 3—molowy roztwor kwasu solnego.

Aniony azotanowe wymywano z kolumny, przepuszczajac przez nig 15 mL 3 M roztworu kwasu HCL
Ilo$¢ ta jest wystarczajaca do uzyskania wydajnosci ekstrakeji powyzej 90% (Silva 1 in., 2000). Kwas solny
wprowadzano w 3-mililitrowych porcjach, tak aby wyplyw cieczy z kolumny nastgpowal swobodnie, bez
dodatkowego wymuszenia. Po kazdej porcji kwasu kolumng przedmuchiwano, aby usunaé z niej pozostaly
eluent. Calo$¢ roztworu (okoto 15 ml) zbierano do 50-mililitrowej szklanej zlewki. Poniewaz HNOs jest
substancja lotna, nalezalo go przed dalszymi etapami procedury zneutralizowaé. W tym celu uzyto tlenku

srebra (I), ktory reaguje z chlorkami i azotanami obecnymi z roztworze:
HCI+HNO, + Ag,0 — AgCl{ +AgNO; + H,0 (5.2)

Zaleta stosowania Ag,O jest fakt, ze wytracajacy si¢ w roztworze chlorek srebra mozna bardzo tatwo
odfiltrowac przed etapem wytracenia bezwodnego azotanu srebra AgNO;. Poniewaz neutralizacja roztworu
jest procesem egzoenergetycznym, zlewke umieszczano w zimnej wodzie. Do kazdej zlewki dodawano po
okoto 6 g AgO — byla to ilo§¢ nadmiarowa. Aby réwnomiernie rozprowadza¢ w roztworze wydzielajace si¢
cieplo reakeji i zapobiec powstawaniu piany, tlenek srebra dodawano w ilosci po 1 g, po czym dokladnie
mieszano ciecz szklanym pretem. W momencie zobojetnienia zanikalo metne zabarwienie roztworu. Odczyn
roztworu kontrolowano papierkiem wskaznikowym.

Do oddzielenia z roztworu AgCl stosowano membrany poliweglanowe (Whatman) o $rednicy 47 mm
i wielko$ci poréw 0,2 pum. Przefiltrowang ciecz przelewano do 100—mililitrowych zlewek 1 uzupetniano woda
do objetosci 60 mL. Nastepnie roztwér dzielono na 2 czesci: 20 mL przeznaczano do dalszej analizy w celu
okreslenia 8"N(NO3"), a pozostale 40 mL przeznaczano do wyznaczenia 8'8O(NOs") 1 jako rezerweg w
przypadku konieczno$ci powtorzenia analizy. Butelki z czgscig probki na 8'8O(NO3") szczelnie zakrecano i

przechowywano w lodowce. W celu zmniejszenia niebezpieczenstwa fotodegradacji rozpuszczonego w wodzie
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AgNO;3, butelki owijano nieprzezroczysta foliag aluminiows. Warunku minimalizacji kontaktu probki ze

$wiatlem powinno si¢ przestrzegaé w trakcie trwania calej procedury analityczne;.

Konwersja AsNO3 do N,

Czes$¢ probki (okoto 20 mL), przeznaczona do wyznaczenia $1°N(NOs"), przelewano do 60-mililitrowego
szklanego krystalizatora. Naczynie owijano folig aluminiows, aby zminimalizowa¢ kontakt ze $wiatlem, a
nastepnie umieszczano je w lodéwce w celu zamrozenia. Krystalizator z zamrozong probka umieszczano w
liofilizatorze. W niniejszej pracy wykorzystano liofilizator CHRIST LOC-2M (Martin  Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH) (Rys. 5.4). Aby zminimalizowaé straty azotanéw podczas liofilizacji,
naczynie przykrywano szczelnie folia z parafilmu, w ktérej wykonywano kilkanadcie otwordw. Proces
liofilizacji trwal kilka godzin i w jego trakcie korpus liofilizatora okrywano nieprzezroczystym,
$wiatloszczelnym materialem. W efekcie liofilizacji otrzymywano na dnie krystalizatora drobny, zawierajacy

AgNO; proszek. Krystalizator po zakoficzeniu procesu liofilizacji owijano szczelnie folig aluminiowa.

Rys. 5.4. Liofilizator CHRIST LOC-2M z umieszczonym w srodku naczyniem zawierajacym zamrozony roztwor z
azotanami.

Przed dalszymi czynnos$ciami nalezy przygotowaé reagenty konieczne do transformacji chemicznej
N(INO;)—=N(Ny). Sa to: miedz (Cu), tlenek wapnia (CaO) i tlenek miedzi (II) CuO (Kendal i Grim, 1990). W
preparatyce wykorzystano czysta metaliczng miedZ (Riedel-de Haén — czysto§¢>99,8%) w postaci drobnych
(o srednicy 0,2-0,6 mm) czerwono—brazowych granulek. Poniewaz miedZ tworzy kompleksy, w ktérych
stosunkowo latwo moze zmienia¢ stopien utlenienia, wykorzystuje si¢c ja jako katalizator w reakcjach
redukcyjno—utleniajacych. Granulki miedzi stosowano bez dodatkowego wstgpnego oczyszczania czy
wygtrzewania. Dodatkowy zaleta uzycia miedzi byt fakt, Ze umieszczona u géry w rurce reakcyjnej, zapobiegata
przedostawaniu si¢ podczas odpompowywania drobin reagentéw do ukladu prézniowego. Stosowany tlenek
wapnia w postaci duzych (1,0-1,5cm) brytek (Merck, czysto§¢>97%) rozdrabniano w mozdzierzu na miatki
proszek. W temperaturze pokojowej CaO jest drobnokrystalicznym bialym proszkiem. Topi si¢ w 2576°C. Ze

wzgledu na silng higroskopijno$¢ w obecnosci wody taczy si¢ z nia, tworzac wodorotlenck wapnia. Aby

51



Rozdzial 5. Pomiar skiladu izotopowego azotandw

usunac wode z wykorzystywanego w preparatyce CaO, raz na tydzien tlenek wapnia prazono przez godzing w
temperaturze 1000°C. Zastosowany CuO (Sigma—Aldrich) mial posta¢ czarnego, drobnoziarnistego proszku,
praktycznie nierozpuszczalnego w wodzie. CuO stosuje si¢ w analizie zwigzkéw chemicznych ze wzgledu na
jego wlasciwosci utleniajace. Aby oczysci¢ tlenek przed dalsza obrébka, ogrzewano go w temperaturze 600°C
przez 4 godziny.

Przygotowane wczesniej rurki kwarcowe wygrzewano w piecu (600°C, 5 godzin). Reagenty
wsypywano do rurek (nadmiarowo) w nastepujacej kolejnosci 1 proporcjach: (i) 2 g miedzi Cu, (if) 0,5g tlenku
wapnia CaO, (iii) prébka (AgNO3), (iv) 7g tlenku miedzi (II) CuO oraz (v) 3g miedzi Cu.

Ol ——s

Cud -
Aghi),— .
5 B ~— g}
Cu -

Rys. 5.5. Rurka kwarcowa przed zatopieniem (po lewej), zawierajaca reagenty do analizy skiadu izotopowego azotu
azotanowego (81’N(NO3")). Po prawej widoczne zdjecie rurek: przed i po spaleniu reagentéw w piecu.

Po wsypaniu reagentéw rurke odpompowywano w ukladzie prézniowym i zatapiano. Nastgpnie,
intensywnie wytrzasajac rurke przez okoto minute, mieszano wszystkie sktadniki. Rurke umieszczano w piecu
i ogrzewano przez 2 godziny w temperaturze 850°C, pozostawiajac ja na noc do ostygniecia. W niniejszej
pracy do spalania prébek stosowano piec laboratoryjny LAC ze sterownikiem HT40A (Atest).

W celu okreslenia wydajnosci redukeji azotanéw do azotu czasteczkowego Nz sporzadzono roztwoér
KNO; o stezeniu 0,3 mmol/L i poddano otrzymany roztwér calej procedurze analitycznej. Wykonano 7 prob.
Dla kazdej préobki zmierzono w linii prézniowej cisnienie uzyskanego azotu. Nastepnie obliczono calkowita
wydajnos¢ redukeji NO3;™—Nz. Wyniki obliczen zawiera tabela 5.7.

Potencjalnymi czynnikami wplywajacymi na obnizenie catkowitej wydajnosci konwersji azotanéw do
N2 w poréwnaniu z czastkows wydajnoscia samej ekstrakeji na kolumnach z zywicami jest: (i) niecatkowita
konwersja azotanow do AgNOs, (i) liofilizacja probki oraz (iii) spalanie probki w piecu. Wydaje sie, ze

najwickszy wplyw na pogorszenie wydajnosci ma wiasdnie liofilizacja, podczas ktorej nie da si¢ uniknaé strat
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Tab. 5.7. Calkowita wydajnos¢ w redukcji azotanéw do azotu czasteczkowego.

Wydajno$¢ redukcji NO3; —N3 [%]
91,3
93,8
90,7
92,1
92,2
91,9
93,6
Wartos$¢ srednia 922+ 272

\]O\UW-PL»[\JHE

azotanow w trakcie usuwania wody z krystalizatora w ukladzie prézniowym. Poniewaz w tym procesie nie
nalezy spodziewa¢ si¢ frakcjonowania izotopowego w odniesieniu do azotu, nizsza wydajno$¢ procesu nie

powinna mie¢ wplywu na sklad izotopowy azotu (§°N).

Konwersja AsNO; do CO»

W pierwszym etapie procedury konwersji AgNO3; do CO» nalezalo wyekstrahowa¢ AgNO; z pozostalych
40 mL roztworu. W probcee, oprocz rozpuszczonych azotandéw obecne sa réwniez inne substancje zawierajace
tlen. Zastosowana procedura musi wiec zapewni¢ usuni¢cie tych substancji (np. jondéw SOs>, PO,
rozpuszczonego wegla organicznego), ktére moglyby wplyna¢ na oznaczany sklad izotopowy tlenu w
azotanach. Jako czynnik stracajacy niepozadane jony zastosowano 1 M roztwoér chlorku baru BaClo. Siarczan
baru i fosforan baru bardzo stabo rozpuszczaja sic w wodzie. Do 50-mililitrowej plastikowej butelki
zawierajacej cze$¢ probki przeznaczonej do analizy 580 wprowadzano 2 mL roztworu BaCly. Jest to ilo§¢
kilkukrotnie przekraczajaca potrzebna do stracenia obecnych w roztworze jonéw SO (jonéw PO4>- jest
zazwyczaj 2-3 rzedy wielkoéci mniej). Obecno$é stracanych jondéw zaznacza si¢ poprzez pojawienie sie
mlecznobialego zabarwienia prébki.

Butelke zawierajaca roztwor azotandéw oraz stracajacych si¢ siarczanéw i fosforandow szczelnie
zakrecano 1 energicznie wstrzasano. Po owinigciu butelki $wiatloszczelnym materialem (folia aluminiowa)
roztwér chowano w lodéwece na cala noc. Nastgpnego dnia usuwano z roztworu powstaly osad (AgCl, BaSOy,
Bas(POy)2), przepuszczajac go przez filtr poliwgglanowy (Whatman) o $rednicy poréw 0,2 pm. Otrzymany
przesacz przepuszczano przez kolumny wypelnione zZywica kationowymienna Bio—Rad AG 50W-X8
(Bio—Rad Laboratories). Jest to zywica wodorkowa, na ktérej kationy H* wymieniaja si¢ miejscami z
obecnymi w roztworze nadmiarowymi kationami baru Ba?* i ewentualnie srebra Ag*. Objetos¢ zajmowana
przez zywice w kolumnie wynosi 2 mL, co przy jej pojemnosci 1,2 meq/mL pozwala na wymiang 1,2 mmola
kationéw Ba?*. Nalezy pamigtad, ze cz¢$¢ kationdéw zostata odfiltrowana w postaci BaSOy4 1 Ba3(POy)2. Po
przepuszczeniu roztworu, przez kolumne przepuszczano 3 ml  wody dejonizowanej. Nastepnie
przedmuchiwano ja celem usunigcia calej prébki. Zebrany do 50-mililitrowej szklanej zlewki roztwor
zobojetniano, dodajac do niego odpowiednia ilo§¢ (okolo 1-2 @) tlenku srebra AgrO. Poziom pH
kontrolowano papierkiem wskaznikowym. Powstaly osad AgCl i nadmiar AgrO usuwano, przepuszczajac

roztwor przez filtr poliweglanowy (Whatman) o porach wielkosci 0,2 pm.
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W celu usunigcia rozpuszczonego wegla organicznego (DOC), ktéry réwniez zawiera tlen mogacy
wplywaé na oznaczany sklad izotopowy tlenu azotanowego, zastosowano wegiel aktywowany (Merck). Na
50 mL prébki dodawano 10 mg wegla (Silva i in., 2000). Nastgpnie probe mieszano mieszadlem
magnetycznym przez ok. 20 minut przy predkosci 200 obrotéw/minute. Dob6r whasciwego czasu mieszania
oraz wzajemnej proporcji wegiel/prébka ma tutaj newralgiczne znaczenie, poniewaz ze wzgledu na swe
specyficzne wlasciwosci (porowata struktura wewnetrzna—duza powierzchnia wlasciwa) weglel aktywowany
mogltby zaczaé absorbowaé rowniez azotany, wplywajac na wydajnosé procesu konwersji AgNO3 — CO; oraz
na oznaczany sktad izotopowy tlenu w azotanach.

Aby sprawdzié, czy 1 w jakim stopniu przyjeta ilo§¢ wprowadzanego do probki wegla aktywowanego
oraz czas mieszania wplywaja na zawarto§¢ azotandw w prébee, sporzadzono pie¢ 50-mililitrowych
roztworéw zawierajacych 0,3 mmola azotanéw (zastosowano wspomniany juz wezesniej KNO3). Do kazdego
z roztwordéw dodano po 10 mg wegla aktywowanego. Zlewki umieszczono na mieszadle magnetycznym na
okres 20 minut, przy predkosci mieszania ustawionej na 200 obrotéw/minute. Nastepnie kazda probke
przepuszczano przez filtr poliweglanowy (Whatman) o $rednicy poréw 0,2 pm, celem usunigcia wegla
aktywowanego. Po filtracji w prébkach kolorymetrycznie mierzono st¢zenie azotandéw. Wyniki pomiardéw
zawiera tabela 5.8. Sredni stosunck masy azotanéw w probce po zakoficzeniu mieszania do masy azotanéw
przed rozpoczeciem mieszania wyniést 0,98%0,01. Wynik ten wskazuje, ze proces usuwania rozpuszczonego
wegla organicznego z probki przeprowadzany zgodnie przyjeta procedura nie wplywa znaczaco na zawarto$é
azotanéw w probee. Nalezy jednak przestrzegaé reguly, aby wegiel aktywowany odfiltrowywaé z probki

natychmiast po zakoficzeniu mieszania na mieszadle magnetycznym.

Tab. 5.8. Wplyw usuwania rozpuszczonego wegla organicznego na zawarto$¢ azotanow w probkach. Poréwnano mase
azotanéw w probce po zakoniczeniu mieszania () do masy azotandw przed rozpoczeciem mieszania (72,).

m;/m,
0,97
0,98
0,98
0,99
0,98

Warto$¢ $rednia | 0,98+0,02

m#wm»—w—g

Po wytraceniu z probek zaklécajacych jondw SO4% 1 PO43- oraz rozpuszczonego wegla organicznego
roztwory z azotanami przelewano do 60-mililitrowych szklanych krystalizatoréw 1 zamrazano w lodéwce.
Jezeli konieczne jest szybkie zestalenie préb, mozna to zrobié, zanurzajac krystalizatory w cieklym azocie.
Krystalizatory z zamrozonymi prébami roztworéw wstawiono nastepnie do liofilizatora. Podobnie jak przy
procedurze przygotowania préb do pomiaru skladu izotopowego azotu, krystalizatory szczelnie przykrywano
folig parafilmowa, w ktérej wykonywano igla kilkanascie otwordw, aby umozliwi¢ sublimacj¢ lodu. Proces
liofilizacji trwal okolo 6-8 godzin, w zaleznosci od objetosci prébki i ustawionych warunkéw pracy
urzadzenia (temperatura podgtzewania prébek w liofilizatorze zwykle wynosita 50°C). Nalezy zaznaczy¢, ze

niewskazane jest zbyt szybkie podgrzewanie naczyn. Moze to prowadzi¢ do roztopienia probek i
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odpompowywania azotanéw z krystalizatora przez pompe rotacyjna. Liofilizacje rozpoczynano przy
temperaturze podgrzewania naczynia t=20°C i podwyzszano ja co 15 minut o 5°C, az do wartosci 50°C.

Ze wzgledu na stosunkowo duza powierzchnig, na ktérej w trakcie liofilizacji osadzaja si¢ w
krystalizatorze azotany, przeprowadzano druga liofilizacj¢ — w naczyniach o mniejszej objetosci (szklanych
szalkach Petriego o $rednicy okolo 3 cm i $ciankach o wysokosci okolo 1 cm). Do krystalizatorow
wprowadzano 3 mL wody dejonizowanej. Aby ulatwi¢ rozpuszczanie azotanéw, wode lekko podgrzewano.
Zageszczone roztwory z NO3™ wlewano do szalek, ktére wkladano do lodéwki w celu zamrozenia. Nastepnie
naczynia szczelnie owijano kawatkami folii parafilmowej, dziurkujac je z wierzchu igla. Po liofilizacji
oddzielano proszek (AgNO3) od szalek. Minimalizacja strat AgNOj jest szczegdlnie wazna w kontekscie
maksymalizacji catkowitej wydajnosci procesu preparatyki azotandéw. Przy stosunkowo niskiej masie prébki
AgNO;3, kazda jego ilo§é pozostawiona w naczyniu znacznie wplywa na wydajno$¢ konwersji AgNO3; — COa.

AgNOj uzyskany w procesie liofilizacji przesypywano do kwarcowych rurek reakcyjnych. Nastepnie
dodawano po okolo 8 mg sproszkowanego, czystego spektrograficznie grafitu (Fluka). Rurki
odpompowywano i zatapiano. Prébki w rutkach spalano w piecu zaprogramowanym do temperatury 850°C
przy maksymalnej predkosci nagrzewania, po czym nastgpowalo powolne studzenie do temperatury
pokojowej przy zamknigtych drzwiach pieca. Po schlodzeniu otrzymany w ten sposéb gaz (CO2) mierzono na

spektrometrze mas. Przed pomiarem CO; oczyszczano kriogenicznie w ukladzie prézniowym.

o it Ao TR ==

Rys. 5.6. Zatopiona kwarcowa rurka z mieszaning zliofilizowanej probki i sproszkowanego grafitu (po lewej stronie).

W celu okreslenia wydajnosci konwersji tlenu azotanowego do tlenu w COz sporzadzono roztwor
KNO:s, rozpuszczajac 0,3 mmola azotanu w 1 litrze wody dejonizowanej i poddajac otrzymany roztwor calej
procedurze analitycznej az do otrzymania CO,. Wykonano siedem konwersji. Dla kazdej probki zmierzono
objeto$¢ uzyskanego CO: i obliczono catkowita wydajnos¢ konwersji tlenu azotanowego do tlenu

dwutlenkowego. Wyniki obliczen zawiera tabela 5.9.

Tab. 5.9. Catkowita wydajnos¢ konwersji OINO3") do O(COy).

Wydajnoé¢ konwersji [%0]
90,1
89,4
90,5
89,0
89,7
89,8
91,0
Wartos$¢ srednia 89,9114

\IO\U‘I-PLN[\)H»-E‘
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Rozdziat 5. Pomiar skladu izotopowego azotandw

Wyznaczona wydajnos¢ konwersji tlenu azotanowego do tlenu dwutlenkowego jest nizsza o ok. 2,5% od
wydajnosci konwersji azotu azotanowego do azotu czgsteczkowego. Przyczyn nizszej wydajnosci nalezy
dopatrywaé si¢ w duzo bardziej zlozonej procedurze analitycznej dla tlenu azotanowego w poréwnaniu z
azotem azotanowym. Pewne straty azotanow moga wystapi¢ podczas usuwania z prébki interferujacych
izotopowo jonow siarczanowych i fosforanowych, czy tez rozpuszczonego wegla organicznego. Straty
wystepuja réwniez przy przenoszeniu zliofilizowanych azotanéw z krystalizatora do szalki Petriego 1 z szalki
do rurki kwarcowej. Z analizy skladu izotopowego standardu wynika jednak (Rozdz. 5.1.4), ze wydajnos¢
konwersji O(NO3") do O(COz) mniejsza od 100% nie wplywa znaczaco na sklad izotopowy tlenu w

azotanach.

5.1.4. Pomiar sktadu izotopowego Nz i CO; na spektrometrze mas

Uzyskane w przedstawionej powyzej procedurze preparacyjnej gazy (N2 1 CO2) poddawane byly analizie ich

sktadu izotopowego z wykorzystaniem spektrometrii mas.

5.1.4.1. Pomiar sktadu izotopowego azotu

Do pomiaru skladu izotopowego azotu w azotanach (8°N) wykorzystano spektrometr MAT 251 (Finnigan
MAT) (Rys. 5.7), wyposazony w kolektory umozliwiajace jednoczesng rejestracje wiazek jonowych,
odpowiadajacych masom czasteczkowym 28 i 29. Pomiar skladu izotopowego w spektrometrze jest wzgledny
i odbywa si¢ w odniesieniu do standardu roboczego, ktérym jest azot (N2). Przy wyznaczaniu wartosci 85N
mierzone sa w spektrometrze mas dwa prady jonowe Ins 1 Iz, odpowiadajace masom 28 1 29, czyli
odpowiednio molekutom NN i “NPN. Abundancje izotopéw azotu *N i PN na Ziemi wynosza
odpowiednio 99,634% i 0,366% (Junk i Svec, 1958). Na podstawie wartosci pradéw Iz 1 Izg wyznaczany jest

stosunek izotopowy R:

R=lo (5.3)

Rys. 5.7. Spektrometr mas MAT 251 stosowany w niniejszej pracy do pomiaru 8'*N 1 8'%0 w azotanach.
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Preygotowanie standardu do pomiaru skladu izotopowego azotu czasteczRowego

Jako standard izotopowy przy pomiarze skladu izotopowego azotu czasteczkowego N stosuje si¢ azot
atmosferyczny. Podstawowym krokiem przy preparatyce takiego standardu jest usunigcie z probki powietrza
tlenu.

Do duzego mosi¢znego naczynia o objetoéci okoto 35 litréw pobrano préobe powietrza. Powietrze
bylo wstepnie osuszane na nadchloranie magnezu Mg(ClO4),. Poczatkowe cisnienie gazu wewnatrz naczynia
wynosilo 973 hPa. Do rurki kwarcowej przeznaczonej na standard wsypano 2 g miedzi (Riedel-de Haén) i
0,5 g tlenku wapnia (II) (Merck). CaO dodaje sig, aby zaabsorbowaé ewentualne resztki wilgoci w probcee.
Nastepnie rurka kwarcowa byla podiaczana do prézniowej linii preparacyjnej, do ktérej podiaczono réowniez
zbiornik z powietrzem. Po odpompowaniu uktadu do rurki kwarcowej wprowadzano powietrze ze zbiornika.
Nastepnie rurke zatapiano i przez okolo minute energicznie wytrzasano, aby uzyska¢ réwnomierne rozlozenie
sktadnikow wewnatrz probki. Rurke umieszczano w piecu, ogrzewano w temperaturze 700°C przez 2 godziny,
aby przereagowal caly tlen z powietrza, i pozostawiono do schlodzenia. Gaz pozostaly w rurce reakcyjne;j

zawiera N, Ar oraz inne gazy szlachetne obecne w powietrzu.

Badanie powtarzalnosci skiady izotopowego standardu azotowego

W celu zbadania powtarzalnosci procedury przygotowywania izotopowego standardu azotowego sporzadzono
9 standardéw. Jeden z nich wprowadzono do spektrometru po stronie standardu i wzgledem niego zmierzono

sklad izotopowy pozostatych prébek. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rysunku 5.8.

0.10

4 8N = +0.015 %o
0.08 = u(8"°N) = 0,019 %o

[ 4]

0,06 =

0.04 =

0.02 l

0,00 =

-0.02

=004 -

-0.06 =

-0.08 =

"

0,
) POW [%6o]
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8" "N(N_

-0.10

Kolejne pomiary

Rys. 5.8. Powtarzalno$¢ sktadu izotopowego przygotowanego standardu azotowego (Nz). Na wykresie zaznaczono
warto$¢ $redniq (linia prosta) i odchylenie standardowe pojedynczego pomiaru.
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Z rysunku 5.8 wynika, ze przygotowywane w opisany powyzej sposob probki azotu atmosferycznego
(N2) moga stuzy¢ jako standardy pierwotne do kalibracji standardu wtérnego (roboczego). W celach
kontrolnych, procedure przygotowania standardu izotopowego powtarzano co pewien czas. Nie stwierdzono

znaczacych rozbieznosci w mierzonym skladzie izotopowym standardu.

Kalibragia standardn roboczego do pomiarn skladn izotopowego azotu

aKoO standar roboCz orzystano czyst 5 0) azot z u €sser), tory opbrano O
k dard roboczy (WS) wykorzy ysty (99,999% butli (M ktéry pobrano d

szczelnego 5-litrowego szklanego naczynia pozwalajacego na wygodne podlaczanie i wprowadzanie gazu do
spektrometru mas. Kalibracj¢ standardu roboczego przeprowadzano przed kazda serig pomiarows duzej partii

probek — w sumie bylo ich 11. Rysunek 5.9 przedstawia wyniki pomiaréw kalibracyjnych.

-3.80

5N = -4,005 %o
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Rys. 5.9. Wyniki kalibracji standardu roboczego do pomiaru skladu izotopowego azotu w azotanach. Na wykresie
zaznaczono warto$¢ srednig (linia prosta) i odchylenie standardowe pojedynczego pomiaru.

Wptyw procedury redukcji azotandw do N> na mierzony sklad izotopowy azotn

Aby sprawdzié, czy wdrozona procedura wyznaczania skladu izotopowego azotu w azotanach nie wprowadza
frakcjonowania izotopowego, sporzadzono roztwor azotandw ze standardu azotanowego o znanym skladzie
izotopowym azotu (IAEA-NO-3), dla ktérego 8"’ Nysprow = +4,7 %o, z odchyleniem standardowym SD =
0,2%0 (IAEA, 2002; 2004). Wykonano 7 pomiaréw, wyniki przedstawia tabela 5.10. Srednia z otrzymanych
wynikéw nie odbiega w granicach obliczonych niepewnosci od wartosci podanej w katalogu, co $wiadczy o
poprawnosci stosowanej procedury. Niepewno$¢ pojedynczego pomiaru 85N uzyskana w tym eksperymencie
mozna uzna¢ jako miar¢ powtarzalnosci pomiaru sktadu izotopowego azotu w azotanach (0,22%o zaokraglone

do 0,3%o).
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Rozdzial 5. Pomiar skiladu izotopowego azotandw

Tab. 5.10. Pomiar skladu izotopowego azotu w standardzie azotanowym IAEA-NO-3 metoda oparta o redukcje
azotanu do azotu czasteczkowego.

615N [%o]
+5,02
+4,96
+4.81
+5,00
+4,77
+4.,78
+4,97

Warto$¢ srednia | +4,90 £ 0,22

\IO\U‘I-BDJNH)-g‘

5.1.4.2. Pomiar skladu izotopowego tlenu

Pomiaru sktadu izotopowego tlenu w azotanach prowadzono z wykorzystaniem spektrometru MAT 251. Przy
wyznaczaniu wartosci 8'80 dla gazu, ktérym jest COz, w spektrometrze mas mierzone sa trzy prady jonowe
odpowiadajace masom 44, 45 i 46. Z pradami tymi zwiazane sq molekuly izotopowe dwutlenku wegla,
odpowiednio: 2C10O1°0 (masa 44), 13C100100 (masa 45) 1 12C1°O180 (masa 46).

Standard roboczy do pomiaru skiladu izotopowego dwutlenku wegla

Jako standard roboczy (WS) wykotrzystano stosowany z Zespole Fizyki Srodowiska do biezacych pomiaréw
standard izotopowy COaz. Zostal on skalibrowany wzgledem powszechnie stosowanego standardu V-PDB
(8180wsvs.ppB = —30,69 * 0,10%0). Mierzone wartosci 8'80 azotandéw podaje si¢ najczesciej wzgledem wzorca
V-SMOVW, dla ktérego zaklada sig¢, ze 8180 = 0%o. Przeliczenie wartosci 880 pomiedzy skalami V-PDB i
V-SMOW odbywa si¢ za pomocs réwnania 5.4, uwzgledniajac fakt, ze 88 Ov_ppp vsv_smow = +30,92%0
(Coplen, 1995; Coplen, 1996):

18 18 18 6180 V-PDB '6180V—PDB V-SMOW
3 "Oysv_smow =0 Oy ppg 0 Oy_pppysv_smow = 1000 = (5.4

Dla kontroli stabilno$ci pracy spektrometru mas przed kazda seria pomiarowa mierzono kilka razy skfad
izotopowy przechowywanego w laboratorium w butli CO (oznaczanego jako IS-2). Wyniki pomiaréw

przedstawia rysunek 5.10.

Wptyw procedury konwersii O(INOs ) do O(CO;) na mierzony skiad izotopowy tlenu

Aby sprawdzié, czy wdrozona procedura wyznaczania skladu izotopowego tlenu w azotanach nie wprowadza
frakcjonowania izotopowego, sporzadzono roztwor ze standardu azotanowego o znanym skladzie

izotopowym tlenu (IAEA-NO-3). Sklad izotopowy tego standardu wedlug réznych pomiaréw miesci si¢ w
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9,0
5"%0 = +8.487 %o
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Rys. 5.10. Stabilnos¢ pracy spektrometru mas MAT 251, wykorzystywanego do pomiaru skladu izotopowego tlenu w
azotanach. Dane przedstawione na rysunku obejmuja okres od 2005 do 2007 roku

zakresie od +21 do +25%0 (Révész 1 Bohlke, 2002). Wedlug katalogu IAEA wartos¢ 8'8O(INO3") wynosi
+25,6 £ 0,4 %o (vs. V-SMOW) (IAEA, 2004).

Przeprowadzono 7 pomiaréw standardu TAEA-NO-3. Wyniki przedstawia tabela 5.11. Srednia
warto$¢ 318O(NO3") nie odbiega w granicach obliczonych niepewnosci od warto$ci podawanych w
publikacjach, co §wiadczy o poprawnosci stosowanej procedury. Pomiary skladu izotopowego standardu

TAEA-NO-3 mozna potraktowaé réwniez jako okreslenie powtarzalnosci pomiaru sktadu izotopowego tlenu

w azotanach.

Tab. 5.11. Pomiar skladu izotopowego tlenu w standardzie azotanowym IAEA-NO-3 metoda z konwersjq do COs.

0180 .v_smow [%00]
+22.9
+23.0
+225
+235
+23.1
+23.0
+22.8

Warto$¢ srednia +23,0%+0,6

\]G\U‘l-{kwl\)Hg
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5.2. Denitryfikacyjna metoda wyznaczania sktadu izotopowego azotanéow

Metoda denitryfikacyjna opiera si¢ na analizie izotopowej podtlenku azotu NoO wytwarzanego z azotandw
rozpuszczonych w wodzie przez pewne gatunki bakterii denitryfikacyjnych. Charakterystyczna cecha tego typu
bakterii jest brak enzymu umozliwiajacego dalszg redukcje N2O do azotu czasteczkowego Na. Zaleta metody
bakteryjnej jest mozliwos¢ jednoczesnego okreslenia skladu zaréwno azotu (8'°N), jak i tlenu (3'30) w
azotanach.

Opisane wczesniej klasyczne metody analizy izotopowej azotanéw wymagaja wielkosci proby rzedu
kilkuset pmoli. W metodzie bakteryjnej wystarcza kilka do kilkunastu umoli NOs™, a w przypadku pomiaréw
przeprowadzanych w spektrometrach ze stalym przeplywem (CF-IRMS) nawet kilkadziesiat nmoli NOj".
Metodg bakteryjng cechuje rowniez mniejsza czaso— i pracochtonnosé. Przy niskich stezeniach NO3;™ w
wodzie (ponizej 1 mg/L) pelna analiza klasyczna wymaga pobrania nawet kilkunastu littéw wody. Pelny

proces denitryfikacji azotanéw obejmuje nastepujace etapy:

. - NO; - NO, > NO —»> N,O—> N, (5.5)
PGBDR PRDBEI{ azo tan(V) azo tan(111) ztilze;lteuk(ll) tlenek azot

azotu(I) czasteczkowy

~30 pmoli NO,

PREPARATYKA
W LABORATORIUM

Aby organizm byl w stanie przeprowadza¢ kazda z wymienionych
reakcji, musi posiada¢ odpowiedni enzym. W przypadku

niektérych gatunkéw  bakterii  $ciezka  denitryfikacyjna  jest

Przygotowanie zageszczonych niepetna. Drzieje sie tak z powodu braku biatka—enzymu
szczepow bakterii

odpowiedzialnego za dany etap (Zumft, 1997). Zastosowana w

niniejszej pracy procedura wykorzystuje wystepujace naturalnie w
przyrodzie bakterie nie posiadajace tzw. N>O-reduktazy. Proces
redukcji zwigzkéw azotu przez te bakterie zatrzymuje si¢ na

podtlenku azotu (Greenberg 1 Becker, 1977). Metodg

WPTGWEHZGI‘IITI_:?;IBF;' do probki denitryfikacyjna stosowano juz wecze$niej do pomiardw stezen
acja

azotanow 1 przy eksperymentach znacznikowych z uzyciem >N
(Christensen 1 Tiedje, 1988; Heojberg i in., 1994). Rysunek 5.11

przedstawia schemat opracowanej procedury analizy skladu

izotopowego azotandw rozpuszczonych w wodzie metoda

- Wyplukanie N;O z prébki denitryfikacyjna.

- Oczyszezenie probkl z CO; | H:O

- Rozdzial N;O od CO; na kolumnie
chromatograficzne]

Pomiar 5°Ni5°0 Rys. 5.11. Schemat zastosowanej procedury wyznaczania skladu
spekirometrem masowym izotopowego azotanéw rozpuszczonych w wodzie w opartciu o ich
bakteryjna denitryfikacje do N2O.
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W niniejszej pracy, w przeciwiefistwie do procedury opublikowanej przez Casciotti i in. (2002), denitryfikacji
bakteryjnej poddawano duze 30-mikromolowe probki azotandw, z ktérych podtlenek azotu, po ekstrakeji i
oczyszczeniu na specjalnie zbudowanej chromatograficznej linii preparacyjnej, mierzono spektrometrem mas

w systemie off-line.

5.2.1. Okreslenie minimalnej wielkosci préby wody wymaganej do analizy

Ze wzgledu na ograniczong czulo$é spektrometru mas nalezalo przyja¢ minimalng zawarto§é azotandéw w
denitryfikowanej probce. Minimalna wielko§¢ probki ustalono na poziomie 30 pumoli azotanéw, co przy
100—procentowej denitryfikacji pozwala otrzyma¢ 0,33 mL N>O w przeliczeniu na warunki normalne. Drugim
ograniczeniem byla maksymalna objgtos¢ proby (roztworu) wynoszaca 80 mL. Stad, przy niskich ste¢zeniach
azotandw w wodzie zachodzila konieczno§¢ wstepnego zatezenia NOs3;™. W tym celu skorzystano z
ewaporatora pozwalajacego na szybkie zat¢zanie roztworéw poprzez kontrolowane odparowywanie cieczy.
Aby sprawdzié, czy przyjety sposob zatezania azotanéw nie powoduje strat podczas odparowywania,
przeprowadzono odpowiednie eksperymenty laboratoryjne. Sporzadzono roztwér KNOj;,  ktéry
wprowadzono do ewaporatora. Zmierzono poczatkowe stezenie NO;~ i roztwdr poddano procesowi
czegsciowego odparowania. Co 20 minut kontrolowano ubytek wody w kolbie i pobierano niewielka ilo§¢ wody
(10 mL) do wykonania pomiaru aktualnego st¢zenia NOs™. Obliczono réwniez stezenia wynikajace z ilosci
odparowanej wody. Tabela 5.12 zawiera wyniki pomiaréw. Po uplywie 100 minut uzyskuje si¢ niemal

pieciokrotne zatgzenie roztworu bez znaczacych strat w zawartosci azotanéw w probee.

Tab. 5.12. Wyniki testu na zatezanie azotanéw rozpuszczonych w wodzie przez odparowywanie. Przyjete oznaczenia:
(INO3")m., (NO3)eor. — zmierzone i teoretyczne stgzenia azotanéw w wodzie; V. — objgto$¢ nieodparowanego roztworu
w kolbie; Vi/Vo — stosunek aktualnej objetosci probki do objetosci poczatkowej; C./Coy — stosunek aktualnego stezenia
azotanéw w probee do stezenia) poczatkowego.

Czas odparowywania | (NO3 ),m. | NO3 )eor. | Vir | Vi/ Vo | C/Co
[min] [mg/L] | [mg/L] | [mL]

0 14,5 14,5 964 1,00 | 1,00

20 16,9 15,8 886 | 0,92 | 1,17

40 20,0 20,5 681 0,71 | 1,38

60 24,7 26,0 538 0,56 | 1,70

80 36,9 36,5 383 0,40 | 2,54

100 71,1 67,9 206 0,21 | 4,90

Préby terenowe pobierano do plastikowych szczelnych 1-litrowych butelek, badz, jesli stezenie azotanéw bylo
niskie, do duzych 10-litrowych kanistrow. Wode przewozono do laboratorium i przechowywano w
zaciemnionym i chtodnym pomieszczeniu, aby zminimalizowaé ewentualny rozwdj flory bakteryjnej, mogace;j
wplynaé na zawarto$¢ azotanéw w wodzie. W przypadku metody bakteryjnej nie wchodzi w gre zatruwanie
prébek wody w celu konserwacji probki. Aby oczysci¢ wode z drobnych zanieczyszczen, przepuszczano ja

przez filtr poliweglanowy (Whatman) o srednicy poréw 0,2 pm.
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5.2.2. Hodowla kultur bakteryjnych i inkubacja prébki

Kultury bakteryjne hodowano z zakupionego szczepu. Szczep bakterii Psendomonas anreofaciens dostarczany jest
od producenta (ATCC) w postaci zliofilizowanego bialego proszku, zamkni¢tego w szklanej zatopionej rurce.
Ciekla pozywke do hodowli bakterii przygotowywano we wczesniej wyjalowionych naczyniach, dodajac do
bulionu sojowego roztwory: azotanu potasu (w ilosci 10 mmoli KNO; na litr bulionu) i siarczanu amonu
(1 mmol (NH4)2SO4 na litr bulionu), oraz $rodek zapobiegajacy spienianiu roztworu, aby nie zwigkszac
zawartosci tlenu w pozywce dla bakterii beztlenowych. Pozywke rozlewano po 400 mL do poéllitrowych
zlewek, zakrecano i wyjalawiano. Tak przygotowane pozywki przetrzymywano przed uzyciem przez okres nie
dtuzszy niz jeden miesiac.

Szczep bakterii dostarczony przez producenta hodowano wstepnie w temperaturze pokojowe;j
(ok. 20°C) na pozywce sojowo—agarowej, téwniez zawierajacej KNO3 i (NH4)2SO4 w ilosciach takich samych
co w cieklej pozywce. Nastepnie do szklanej rurki wprowadzano 5 mL cieklej pozywki i zaszczepiano ja z
wyhodowanej wczesniej kolonii startowej. Tak przygotowana koloni¢ umieszczano w wirdwcee i pozostawiano
do wzrostu przez cala noc. Nastepnie, zaszczepiano nig 400-mililitrowe pozywki w potlitrowych zlewkach.
Zamknigte szczelnie péllitrowe naczynia z bakteriami (Rys. 5.12) pozostawiono do wzrostu na okoto 10-14

dni w temperaturze pokojowej, od czasu do czasu mieszajac je, aby zapewni¢ homogeniczno$é roztworu.

Rys. 5.12. Pollitrowa zlewka z zaszczepionym roztworem bakteryjnym.

Po wyhodowaniu bakterii, w dniu przygotowania prébki kulture bakteryjna dzielono na 40—militrowe
porcje. Kazda porcje poddawano odwirowywaniu przez 10 minut z predkoscia okoto 500 rad/s. Z
odwirowanego roztworu odlewano tyle cieczy (ok. 36 mL), aby otrzymac 10—krotnie zaggszczony roztwor
bakteryjny. Do wysterylizowanej fiolki dodawano 20 ml zageszczonego roztworu bakteryjnego. Nastgpnie
kazda fiolke szczelnie zamykano aluminiowym kapslem z teflonowa uszczelka.

W zageszczonym roztworze bakteryjnym znajduje si¢ pewna ilo$¢ N2O powstatego w trakcie hodowli
szczepu na pozywce azotanowej. Aby go usunaé go i zapewni¢ bakteriom w prébce korzystne dla nich

warunki beztlenowe, kazda zamknieta fiolke z roztworem bakteryjnym przeplukiwano helem (o czystosci
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99,999%) z predkoscia okoto 50 mL/min. przez 0,5 godziny. Gaz wprowadzano do fiolki przez stalows igle
(o srednicy zewnetrznej 1,2 mm 1 dlugosci 90 mm), wbita przez teflonows uszczelke i zanurzong mozliwie
gleboko do miejsca tuz przy dnie fiolki (okolo 1 cm nad dnem). Igla wentylujaca (o identycznych
parametrach), ktérej koniec znajdowal si¢ okolo 3 cm nad powierzchnia roztworu, wyprowadzala hel
bezposrednio do atmosfery. Obie igly zaopatrzone byly w zawory odcinajace. Po zakofczeniu przeplukiwania
roztworu igly ostroznie wyciagano z fiolki.

Prébke wody z azotanami wprowadzano do fiolki, uzywajac wysterylizowanej wczesniej w autoklawie
strzykawki zaopatrzonej w igle identyczna jak przy przeplukiwaniu roztworu bakteryjnego. Poniewaz objetos§¢
fiolki wynosila 125 ml, a ciecz z bakteriami zajmowata 20 mlL, do kazdego naczynia dodawano 80 mL
roztworu z azotanami, pozostawiajac 25 mL objgtosci fiolki na faz¢ nadpowierzchniows. Przed
wstrzykiwaniem wody do fiolki wskazane jest przebicie uszczelki dodatkowg igla, aby wewnatrz nie
wytworzylo si¢ nadci$nienie, prowadzace do rozszczelnienia fiolki i ucieczki podtlenku azotu.

Objetos¢ wstrzykiwanej proby wody z azotanami (ewentualnie rozcieficzonej woda dejonizowansg nie
zawierajaca azotanow) wyznacza si¢ tak, aby w prébce znajdowalo si¢ 30 umoli NOs™. Przy zalozeniu
catkowitej konwersji do N2O daje to 15 pmoli podtlenku azotu. Objeto$¢ dodanej préby wody z NO3™ nie
powinna przekraczaé pigciokrotnej objetosci roztworu bakteryjnego (w niniejszej pracy ten stosuneck wynosit
80mL:20mL czyli 4:1). Aby uniemozliwi¢ doptyw $wiatla do prébek w trakcie inkubaciji, kazda fiolkg owijano
szczelnie folig aluminiowa. Do momentu ekstrakeji N>O fiolki przechowywano odwrécone do géry dnem;
zmniejszalo to ryzyko ucieczki gazu przez ewentualne nieszczelnosci w teflonowej uszczelce.

Po zakoriczeniu inkubacji do kazdej probki dodawano 2ml. 10M roztworu wodorotlenku sodu
NaOH. Powodowalo to podwyzszenie pH do wartosci rzedu 10-12, co blokowalo dziatalno$é¢ bakterii.
Dodanie NaOH minimalizowalo réwniez uwalnianie z probki rozpuszczonego wegla nieorganicznego (w
postaci COs), co bylo istotne w kontekScie pézniejszego rozdzialu N>O i CO; na kolumnie
chromatograficznej. Oba tlenki maja identyczne masy czasteczkowe molekut izotopowych i interferuja ze soba
podczas pomiaréw na spektrometrze mas. Rozseparowania CO2 od NoO metoda chromatograficzna dokonuje
si¢ przed analiza skladu izotopowego probki.

Waznym problemem w denitryfikacyjnej procedurze pomiaru skladu izotopowego azotandéw jest
konieczno$¢ ich catkowitej konwersji do N2O, aby unikna¢ frakcjonowania izotopowego. Calkowita
konwersja 20 nmoli azotanéw przez bakterie Pseudomonas anreofaciens w roztworze wodnym nastepuje juz po
czasie okoto 20 minut (Casciotti 1 in., 2002). Na oznaczany sklad izotopowy azotanéw nie wplywa réwniez
wydluzenie, ponad potrzebny okres, czasu inkubacji. Na podstawie danych literaturowych (Sigman 1 in., 2001;
Casciotti 1 in., 2002) i wlasnych do$wiadczent w niniejszej pracy jako czas konwersji NO3;” do N2O przyjeto 14
dob.

5.2.3. Ekstrakcja podtlenku azotu N>O z roztworu
Mieszaning N>O i CO; ekstrahowano z roztworu z kulturami bakteryjnymi, wyplukujac ja helem o czystosci

99,999%. Schemat zbudowanej linii do ekstrakeji i oczyszczania N>O przedstawia rysunek 5.13. Zawor

sterujacy (2) umozliwial kierowanie helu do prébki, wzglednie bezposrednio do zaworu (7). O$miodrozny
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He e (@)

(1)

Rys. 5.13. Schemat linii do ekstrakeji i oczyszczania tlenku azotu (I) N2O z naczyd z kulturami bakterii. Oznaczenia:
1) Butla z helem (He), 2) Zawér do sterowania kierunkiem przeplywu gazu, 3,4) Zawory iglicowe do regulacji natgzenia
przeptywu gazu, 5) Fiolka z roztworem, 6) Szklana rurka z chloranem (VII) magnezu Mg(ClOy),, 7) Zawér 8—drozny,
8) Putapka kriogeniczna (T1), 9) Kolumna chromatograficzna, 10) Chromatograf gazowy (GC), 11,12) Zawory
odcinajace putapke kriogeniczng T2, 13) Pulapka kriogeniczna T2, 14,15) Zawory odcinajace putapke kriogeniczng T3,
16) Pulapka kriogeniczna T3, 17) Szklana rurka na oczyszczony gaz umieszczona w adapterze (zamiast niej mozliwe jest
podlaczenie w tym miejscu przeplywomierza), 18) Prézniomierz (M), 19) Wyjscie do pompy rotacyjnej (PR).

zawor firmy Valco moze pracowaé w dwoch ustawieniach, ktére w dalszym opisie oznaczono jako ,,tryb
ekstrakcji” 1,,tryb rozdziatu”. Wypelnienie kolumny chromatograficznej (9) stanowit Carboxen 1000 (Restek).

Przed ekstrakcja N2O lini¢ intensywnie wygrzewano, zwracajac szczegélna uwage na miejsca, w
ktérych mogta by si¢ ewentualnie gromadzi¢ wilgoé. W trakcie wygrzewania przez lini¢ przepuszczano hel z
predkoscia okoto 30 mL/min. Poszczegdlne elementy linii pozostawiano wypelnione gazem nosnym (helem).

Szczelnie zamknieta fiolke z roztworem bakteryjnym przekluwano dwiema iglami o réznych
dlugosciach. Dluzszg (o Srednicy zewngtrznej 1,2 mm i dlugos$ci 90 mm) ustawiano tak, aby jej koniec
znajdowal si¢ okoto 0,5-1,0cm ponad dnem butelki. Koniec krétszej igly umieszczono ponad powierzchnia
roztworu tak, aby ekstrahowany gaz moégl swobodnie wydostawaé si¢ z fiolki. Nastegpnie zawor 8—drozny
ustawiany byl do pracy w trybie ekstrakeji (Rys. 5.14). Przeplywajacy przez probke z natezeniem 30 mL/min
hel wyplukiwal rozpuszczone w wodzie gazy. Proces ekstrakcji trwal 0,5 godziny (przy 125-mililitrowe;j
objetosci fiolki pozwala to mniej wigcej na 7—krotne jej przeplukanie). Wyptukiwany gaz przechodzil przez
pulapke chemicznag zawierajaca Mg(ClOy)2, co umozliwiato wylapanie wigkszosci wilgoci z prébki. Mieszanina
N20O i COz kondensowala w zanurzonej w cieklym azocie pulapce kriogenicznej T1, ktora stanowita
wygieta U-—rurka ze stali nierdzewnej. Pozostale nieskondensowane gazy, w tym hel (gaz nosny)
odprowadzane byly do atmosfery.

Po zakoniczeniu ekstrakcji zawér 8—drozny przelaczano do pracy w trybie rozdzialu (Rys. 5.15),
jednoczesnie ustawiajac przelacznikiem (2) kierunek przeptywu helu tak, aby przechodzil on teraz

bezposrednio przez zawédr 8—drozny. Do adapteru (17) podiaczano przeplywomierz, aby przez caly czas
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T3

T1
He

Rys. 5.14. Uklad do ekstrakeji N2O z roztworu bakteryjnego, pracujacy w trybie ekstrakeji. Wyptukiwany z fiolki gaz jest
wstepnie osuszany w pulapce chemicznej zawierajacej Mg(ClOy4)2, a nastepnie kondensuje w pierwszej pulapce
kriogenicznej T1 zanurzonej w cieklym azocie.

xomimin K | (2 PR

v | S N A

Rys. 5.15. Uklad do eckstrakcji NoO 2z roztworu bakteryjnego, pracujacy w trybie rozdzialu. Mieszanina gazéw
wstrzykiwana jest z pulapki kriogenicznej T1 do kolumny chromatograficznej; rozdzial N2O od CO; obserwuje si¢ na
chromatografie gazowym. Obecnosé dwoéch putapek kriogenicznych T2 i T3 w oddzielnych torach pozwala na
wychwycenie obu tlenkéw do osobnych szklanych rurek (w niniejszej pracy wylapywano tylko podtlenek azotu). Przed
umieszczeniem rurek w adapterze podlacza si¢ do niego przeplywomierz w celu kontroli stabilnosci przeplywu gazu
przez uktad.

kontrolowac szybko$¢ przeplywu gazu przez linig. W tym momencie gaz przeptywal przez uklad z predkoscia
30 mL/min. Spod pulapki kriogenicznej T1 wyciagano termos z cieklym azotem. Aby iniekcja mieszaniny
gazéw do kolumny chromatograficznej miala jak najbardziej impulsowy charakter, U—rurke T1 ogrzewano
intensywnie przez okolo 1 minute. Rozdziat CO; od N2O obserwowano na ekranie komputera, podtaczonego
do detektora cieplno—przewodnosciowego. W trakcie rozdzialu otwarte byly zawory (11) 1 (12), a zamkniete
zawory (14) 1 (15). W momencie, kiedy w detektorze pojawit si¢ pik N2O, pod putapke kriogeniczng T2
podktadano termos z cieklym azotem w celu wymrozenia N2O. Po wychwyceniu NoO odcinano pulapke T2,
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zamykajac zawory (11) i (12). Do adaptera (17) podlaczano rurke szklang zatopiong na jednym kosicu. Pompa
rotacyjna odpompowywano najpierw fragment linii do zaworu (12), a potem, po otwarciu zaworu (12),
odpompowywano réowniez gazy znad pulapki T2 (nadal zanurzonej w cieklym azocie). Nastepnie spod
pulapki T2 wyjmowano termos z cieklym azotem i podkiadano pod rurke szklang. Po zebraniu do rurki NoO

odpompowywano resztki gazu, po czym rurke zatapiano i odpowiednio opisywano.

Wydajnosé procesu denitryfikacsi azotandw do podtlenkn azotu

O wyznaczeniu wydajnosci procesu denitryfikacji azotanéw do podtlenku azotu mozna méwi¢ tylko w
odniesieniu do atoméw azotu, poniewaz atomy tlenu wbudowywane do czasteczek N>O pochodzi¢ moga
rowniez z wody. Stopien inkorporacji tlenu nie—azotanowego zalezy od gatunku bakterii uzytego w
eksperymencie (w przedstawionej pracy byly to bakterie Pseudononas anreofaciens).

W 125-mililitrowych fiolkach sporzadzono po dwie préby roztworéw zawierajacych po 30, 40 1 50
pmoli azotanéw (KNOs). Po trwajacej 14 dni inkubacji, a potem ekstrakeji i oczyszczeniu probki otrzymany
gaz wprowadzono do linii prézniowej o znanej objetosci i mierzac ci$nienie gazu (N2O), obliczono iloé¢
otrzymanego podtlenku azotu. Stosujac odpowiednie przeliczenia, poréwnano ci$nienie wyprodukowanego
przez bakterie gazu z iloScia przewidywana na podstawie znanej pierwotnej ilo$ci azotanéw w roztworze

inkubacyjnym.

Tab. 5.13. Wydajnos¢ denitryfikacji azotandéw do podtlenku azotu przez bakterie Pseudomonas aureofaciens dla préb
zawierajacych rézne ilosci azotandéw. Oznaczenia: Vo(N20) — teoretyczna objetos¢ zajmowana przez NoO obliczona na
podstawie pierwotnej ilosci azotandéw w roztworze, V(N20) — objetos¢ zajmowana przez wyprodukowany przez bakterie
N20. Wartosci objetosci znormalizowano do warunkéw normalnych.

n(NOs) | Vi(N20) | V(N;0) | V(N20)/Vo(N;0)
[pmol] | [mL] | [mL] [%]

30 0,34 0,30 88

40 0,45 0,39 87

50 0,56 0,46 82

Z wynikow zamieszczonych w tabeli 5.13 wida¢, ze prowadzona inkubacja nie prowadzi do catkowite;j
redukeji azotanoéw do podtlenku azotu. Brak 100—procentowej lub bliskiej jej wydajnosci redukcji
NO3; —N2O nie wplywa jednak znaczaco na mierzone wartosci sktadu izotopowego azotanéw (patrz Rozdz.
5.2.4).

5.2.4. Pomiar skfadu izotopowego N>O na spektrometrze mas

Sktad izotopowy podtlenku azotu mierzono spektrometrem mas MAT 251. W przypadku wyznaczania sktadu
N>O, w spektrometrze mas mierzone sg trzy prady jonowe, odpowiadajace masom 44, 45 i 46. Z pradami tymi
zwigzane sa molekuly izotopowe podtlenku azotu, odpowiednio: N'N'6O (masa 44), 1*N>N16O (masa 45) i

UNMNI8O (masa 46). Obecnos¢ innych molekul izotopowych N>O zaniedbuje si¢ z uwagi na ich mala
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abundancje. Wartosci sktadu izotopowego azotu i tlenu w podtlenku azotu podawano odpowiednio wzgledem

azotu atmosferycznego (8’ Nyspow) 1 standardu V-SMOW (880 sv_smow).

Powtarzalnosé pomiaru skiadu izotopowego N,O

W celu zbadania stabilnosci pracy spektrometru przy pomiarach sktadu izotopowego N2O, po obu stronach
(probki 1 wzorca) wprowadzono ten sam gaz. Do tego celu uzyto podtlenku azotu o czystoéci 99,9% (Linde),
dodatkowo oczyszczonego kriogenicznie. Wykonano 10 pomiaréw. Wyniki przedstawiono na rysunku 5.10,

osobno dla obu izotopéw (315N 1 8180).

0,20 0,30
1 5"°N = +0,001 %o 4"°0 = -0,003 %
0,16 18 0,24 el
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_ [ o .
é 0,00 | 1 | Q@ I £ 0,00 (J’ .
=z 1 - | o o
T -004 - @ -'-C ‘ow A
-0,08 4 ? 0124
0,12 : 0,18 4 h
016 ; 0,24
-0,20 -0,30

Rys. 5.16. Stabilnos¢ pracy spektrometru MAT 251 przy pomiatze sktadu izotopowego podtlenku azotu: 31°N (lewy
rysunek) 1 8180 (prawy rysunck).

Kalibragia wewnetrznego standardy izotgpowego N,O

Jako standard roboczy (WS) do pomiaru sktadu izotopowego podtlenku azotu zastosowano czysty NoO
(Linde, czysto$¢ 99,9%). Standard ten skalibrowano wzgledem azotu atmosferycznego, wykorzystujac standard
TAEA-NO-3, ktéry poddano opisanej powyzej procedurze denitryfikacyjnej. Przeprowadzono 7 pomiaréw

sktadu izotopowego standardu WS.

Tab. 5.14. Kalibracja wewng¢trznego standardu izotopowego N2O.

615 Nwsvspow [%00]
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Wyznaczanie wspdlezynnika poprawkowego o’ uwzgledniajacego frakgionowanie igotopowe, wymiane 3 wodq i efekt . Slepej”

probki przy pomiarach 880 azotandw metodq denitryfikacying

Roéznice pomiedzy mierzonymi warto$ciami 8'80 dla podtlenku azotu, a faktycznym skladem izotopowym
azotanéw rozpuszczonych w wodzie wynika¢ moga z kilku powoddéw: (i) frakcjonowania izotopowego
podczas przygotowywania probki, (i) wymiany atomow tlenu pomiedzy wodg a zwigzkami azotu, oraz (iii)
efektu tzw. §lepej probki.

Aby wyznaczy¢ rzeczywista warto$¢ SBO(NO3"), konieczne jest iloSciowe okreslenie wplywu
wymienionych wyzej efektow na wynik pomiaru 8'O(NO3") metoda denitryfikacyjna. Zmiany skladu
izotopowego tlenu podczas konwersji azotanéw do podtlenku azotu opisuje si¢ dwoma réwnaniami,

okreslajacymi bilans masowy (Réwn. 5.6) 1 izotopowy (Rown. 5.7):

m=s+b (5.6)
550, -m=(6"°0, +&)-s-(1-x)+3%0, o -5-x+3%0, -b (5.7)

gdzie: m — konicowa zawarto$¢ azotu N(IN20) w probee,

s — poczatkowa zawartos¢ azotu N(NO3") w probce,

b — zawarto$¢ azotu w ,,8lepej” probee,

e — wypadkowy wspdlczynnik frakcjonowania izotopowego, zwigzany z usuwaniem atoméw tlenu w
trakcie redukcji azotanéw do podtlenku azotu,

x — udzial w czasteczkach N>O atoméw tlenu pochodzacych z wymiany z czasteczkami HoO w trakcie
denitryfikacji,

3180, — zmierzony skiad izotopowy tlenu w N2O (vs.V-SMOW),

B8O, — rzeczywisty sklad izotopowy tlenu w NO;3;™ (vs.V-SMOW),

3180m20 — sklad izotopowy tlenu w wodzie (vs.V-SMOW),

3180y, — sklad izotopowy tlenu w NO3™ w ,.8lepej” prébee (vs. V-SMOW).

Do problemu ilosciowego okreslenia wplywu frakcjonowania izotopowego, wymiany z wodg i efektu ,,slepej”

probki na sklad izotopowy tlenu (8'80) mozna podej$¢ w dwojaki sposéb, w zaleznosci od tego, czy posiada

si¢ dwa czy jeden standard azotanowy o znanym sktadzie izotopowym tlenu.

SPOSOB A (2 standardy izotopowe NO;”):

Pomiary z dwoma standardami izotopowymi o znanym skladzie izotopowym powinno si¢ przeprowadzaé dla
kazdej serii nowych prébek. Wynika to z zalozenia, ze frakcjonowanie izotopowe, wymiana tlenowa i wielkos§é
$lepej prébki pozostaja state dla wszystkich probek, przetworzonych z wykorzystaniem danej hodowli bakterii.
Nie zmienia si¢ réwniez skiad izotopowy wody (8180m20) i §lepej probki (8180y,).

Réwnanie bilansu izotopowego mozna zapisac¢ dla obu mierzonych standardéw (1 1 2):

8180m1 ‘m, = (8180sl + 8)- S -(1 - X)+ SISOHZO -5, x+8"0, b (5.8)
818Om2 ‘m, = (818052 + 8)- S, -(1 - x)+ SISOHZO s, x+8"0, -b (5.9)
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Przeksztatcajac rownania 5.8 1 5.9 1 odejmujac stronami, otrzymuje sig:

s;+b

S, -(l—X)

s, +b

sz-(l—x)

80, -3"0, =38"0,, - -38"%0,, - (5.10)

Jezeli do kazdej fiolki z bakteriami doda si¢ identyczng ilo§¢ azotanéw, czyli zawsze powstawaé bedzie taka
sama ilo$¢ N2O, to mozliwe jest obliczenie catkowitego wspolczynnika poprawkowego £, dla ktérego

réwnanie w ogolnej postaci zapisuje si¢ w postaci:

k=—S*tb 5.11)

s~(1—x)

Stosujac dwa rézne azotanowe standardy izotopowe o znanych (najlepiej rézniacych si¢ znacznie) wartosciach
8180 i mierzac sklad izotopowy 8'8On, dwoéch wytworzonych z nich probek N2O, otrzymuje si¢ prosta

formute¢ na wspélczynnik poprawkowy 4:

8180 _8180
=550 _5%0_

(5.12)

gdzie: 5180sl ,818052 — wartosci 8180 dla zastosowanych azotanowych standardéw izotopowych 11 2,

Slgoml,ﬁlgom2 — zmierzone warto$ci 880 dla prébek NoO powstalych z azotanowych standardéw

izotopowych 11 2.

Ostatecznie, warto$¢ 8180, okreslajaca rzeczywisty sklad izotopowy azotandw, ,,poprawiona” jednoczesnie ze

wzgledu na frakcjonowanie, wymiang tlenows i efekt §lepej probki, wyraza si¢ wzorem:
5°0, =5°0, , + k- (6"°0,, =50, ) (5.13)

. 1 - sz 2 2
gdzie: 80, — rzeczywista wartosé 8180 dla azotanéw rozpuszezonych w prébee,
880,y — rzeczywista wartos¢ 8180 dla standardu azotanowego,
1 : > . .
o 8Om — zmierzona warto$¢ 6180 dla N>O powstalego z azotanéw w prébee,
5"°0

mstd — zmierzona warto$é 8180 dla N2O powstatego ze standardu azotanowego.

SPOSOB B (jeden standard izotopowy NO3 ):

W przypadku braku dwéch niezaleznych standardéw izotopowych poszczegélne efekty wplywajace na
oznaczany sklad izotopowy azotandéw muszq by¢ okreslane osobno. Na ich podstawie oblicza si¢ nastgpnie

wspoltczynnik poprawkowy £. Przez caly czas zaklada sie, ze wielkosci 7, 5, b1 & (z Réwn. 5.7) pozostaja state
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dla catego zestawu probek, a caly ,Slepy” N2O pochodzi z okresu, zanim rozpoczela si¢ konwersja
NO3; —NO. Przy takim zalozeniu 8'80y, zalezy tylko od sktadu izotopowego wody (8'8Omn20) 1 wymiany x.
Aby okresli¢ wymiang tlenowsg x, azotanowy standard izotopowy o znanej wartosci 380 rozpuszcza
si¢ w co najmniej dwoéch prébkach wody o réznych stopniach wzbogacenia w 80 (réznych wartosciach
8180m20). Nastepnie mierzy si¢ wartosci 3150O(N20O) dla poszczegdlnych probek i sporzadza wykres zaleznosci
3180n20=1(8180m20). Znajac nachylenie prostej dopasowanej do powyzszej zaleznosci, wyznacza si¢ wielko$¢

wymiany tlenowej x:

5180 _5%0
X :2. _ N,0,1 _ N,0,2 (5.14)
$ 8 Opoy =90 Opo,

Jezeli dostepne sa wigcej niz dwie probki wody o réznym wzbogaceniu, iloraz réznic wartosci 8 we wzorze
5.14 zastepuje si¢ wartoscia nachylenia prostej dopasowanej do wykresu zaleznosci 5180On20 = £(8180m20).

Aby okresli¢ wielkos¢ slepej probki, wykonuje si¢ ekstrakcje N2O z fiolek z roztworem bakteryjnym,
do ktérych nie dodaje si¢ probki wody zawierajacej azotany. W celu zminimalizowania obecnosci N2O,
zwigzanego ze wstepnym rozwojem kultury bakteryjnej, nalezy przeplukaé roztwor bakteryjny obojetnym
gazem (w metodzie opisanej w niniejszej pracy uzyto helu, a czas plukania wynosit 0,5 godziny). Wielkoé¢
$lepej probki b zwigzana jest z dana hodowla wybranego szczepu, dlatego tez zaklada sig, ze dla grupy probek
zaszczepionych z tej samej kolonii bakteryjnej warto§¢ b pozostaje stala i mozna ja uzy¢ do wyznaczenia
poprawki. Natomiast, dla kolejno wytwarzanych nowych kolonii zaleca si¢ przeprowadzanie osobnych
pomiaréw $lepej probki.

Znajac wszystkie wielko$ci, tj. poczatkowa i kofcows zawarto$¢ azotu w prébece (s — azotu
azotanowego 1 7 — azotu podtlenkowego), wielko$¢ ,,Slepej” prébki (4) i wymiang tlenowg (x), oblicza si¢

poprawke £ na sklad izotopowy tlenu (6180) wedlug réwnania 5.11.

W niniejszej pracy wspdlczynnik poprawkowy £ wyznaczono metoda dwoch standardéw. Poniewaz dostepne
byly trzy standardy izotopowe o znanych wartosciach 8'80 oraz zakupiony KNOs, ktérego sktad wyznaczono
wezesniej klasycznie (poprzez konwersjc NO3;—COg), wyznaczono 6 warto$ci wspolczynnika

poprawkowego.

Tab. 5.15. Standardy izotopowe wykorzystane do wyznaczenia wspotczynnika poprawkowego 4. Dla trzech pierwszych
standardéw podano wartosci wedtug katalogu IAEA (IAEA, 2004), a dla standardu czwartego (KNO3) podano wartosci
wyznaczone metoda z konwersjg azotanéw do Nz i CO».

Standard izotopowy | 6"Npow [%0] | 68Ov_smow [%0]
IAEA-NO-3 +4,69 + 0,2 +25,6 £0,9
USGS-32 +180 + 1 +257 10,4
USGS-35 +2,7+0,2 +575 10,6
KNO3 +7,2+03 +56,4 £ 0,6
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Rozdzial 5. Pomiar skiladu izotopowego azotandw

Dla poszczegélnych par azotanowych standardéw izotopowych otrzymano nastgpujace wartosci

wspotczynnika poprawkowego £:

Tab. 5.16. Wartosci wspotczynnikéw poprawkowych £ wyznaczonych dla poszczegolnych par azotanowych standardéw
izotopowych.

Standardy izotopowe Wspotczynnik k&
IAEA-NO-3 | USGS-32 1,062
TAEA-NO-3 | USGS-35 1,022
IAEA-NO-3 | KNO; 1,111
USGS-32 USGS-35 0,970
USGS-32 KNOs 1,048
USGS-35 KNOs; 0,914
Warto$¢ srednia 1,021 + 0,142

W przedstawionej pracy zastosowano bakterie Psexdomonas anreofaciens, dla ktérych wartosci
wspolczynnika wymiany tlenowej z woda x mieszcza si¢ w przedziale (2,4-8,7%) (Casciotti i in., 2002). Dla
tych skrajnych wartosci wspétczynnik poprawkowy obliczony z zalezno$ci k=(s+b)/(s(1-x)), przy zalozeniu,
ze zaniedbuje si¢ ,,$lepa” probke, miesci si¢ w przedziale od 1,025 do 1,095. Wyznaczona w niniejszej pracy
warto$¢ wspotczynnika poprawkowego £ odbiega nieznacznie (o 0,004) od przedziatu wartosci wyznaczonego
na podstawie danych literaturowych. Nalezy jednak pamigtaé, Ze stopied wymiany tlenowej podczas
denitryfikacji dla danego gatunku bakterii zalezy od wielu czynnikéw zewnetrznych wplywajacych na sam
proces denitryfikacji. W dalszej pracy do wyznaczania sktadu izotopowego tlenu w azotanach przyjmowano

warto$¢ wspotczynnik k = 1,021.

Wl zastosowanej procedury analityeznel na mierzony skiad iotopowy azotandw

W celu sprawdzenia wplywu zastosowanej procedury denitryfikacyjnej na mierzony sklad izotopowy
sporzadzono po dwie probki roztworéw standardéw izotopowych (por. Tab. 5.15). Roztwory te poddano
nastepnie calej procedurze denitryfikacyjnej z udzialem bakterii. Jako warto$¢ referencyjna dla uzytego KNOs
przyjeto sktad okreslony metoda klasyczna, z konwersja do N2 i CO,. Wyniki pomiaréw przedstawia tabela
5.17.

Tab. 5.17. Sklad izotopowy standardéw azotanowych wyznaczony metoda denitryfikacyjna. Dla poréwnania podano
katalogowe wartosci sktadu izotopowego, a w przypadku KNOj; wartosci wyznaczone metodg z konwersja do Nz i COx.
Obliczono réwniez réznice wartosci uzyskanych metoda denitryfikacyjng (84) i katalogowych (8). Podane niepewnosci
dla wartosci skladéw izotopowych uzyskanych metoda denitryfikacyjna (0,7%0 dla 8'°N i 1,0%0 dla 5!80) obliczono na
podstawie pomiaréw przeprowadzonych dla trzech probek, sporzadzonych ze standardu IAEA-NO-3.

65 Nys.pow [Y00] 6180ys.v-smow [%0]
Standard Wartos¢ Metoda 64— 0k | Wartosc Metoda 64 — Ok
katalogowa | denitryfikacyjna katalogowa | denitryfikacyjna
IAEA-NO-3 | +4,69 £ 0,2 +5,0% 0,7 0,31 | +25,6 109 +24,7+ 1,0 0,9
USGS-32 +180 = 1,0 +182,6 £ 0,7 2,6 +25,7+ 04 +23,1£1,0 —2,0
USGS-35 +2,7+0,2 +2,9 0,7 0,2 +57,5% 0,6 +559+ 1,0 -1,6
KINO3 +7,2+0,2 +81%0,7 0,9 +56,4 0,9 +52,4+ 1,0 —4,0
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Rozdzial 5. Pomiar skiladu izotopowego azotandw

Z tabeli 5.17 wynika, ze wyznaczony metoda denitryfikacyjna sklad izotopowy azotanéw jest nieznacznie
wyzszy (w przypadku 8'°N) 1 nizszy (w przypadku 8'80) niz wartosci katalogowe.

5.3. Porownanie zastosowanych metod oznaczania sktadu izotopowego azotanoéw

W celu poréwnania zastosowanych w pracy metod oznaczania skladu izotopowego azotanéw w oparciu o
préby polowe pobrano proby wody z dwoch obiektow: (i) ze studni publicznej potozonej przy ulicy Lindego
w Krakowie, oraz (i) z ujecla GZWP451/8 zlokalizowanego na obszarze Gléwnego Zbiornika Wod
Podziemnych 451 — | Piaski Bogucickie”. Wyniki analiz izotopowych pobranych préb obiema metodami

zawiera tabela 5.18.

Tab. 5.18. Porownanie metod oznaczania skladu izotopowego azotanéw rozpuszczonych w wodzie: klasycznej — opartej
na chemicznej konwersji NO;™ do N i CO; oraz denitryfikacyjnej — wykorzystujacej bakterie denitryfikujace Psexdomonas
anreofaciens.

655 Nys.pow [%00] 61805 v_smow [%00]
Probka Metoda Metoda Metoda Metoda
klasyczna | denitryfikacyjna | klasyczna | denitryfikacyjna
Studnia (ul. Lindego) +11,5 £ 0,3 +10,0 £ 0,7 +21,3 £0,6 +19,7 £ 1,0
GZWP451/8 +16,9 £ 0,3 +15,7 £ 0,7 +22,5+ 0,6 +21,7 £ 1,0

Z tabeli 5.18 wynika, Zze obie metody pozwalaja na otrzymywanie poréwnywalnych wynikéw,
aczkolwiek sklady izotopowe mierzone metoda denitryfikacyjng okazaly si¢ nizsze (od 0,8 do 1,6%0) w
stosunku do otrzymanych metoda klasyczna. Réznice te¢ mozna przypisa¢ niepelnej konwersji azotanéw do

podtlenku azotu przez bakterie.
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Rozdziat 6. Zastosowanie opracowanych procedur wyznaczania sktadu izotopowego azotanéw do badania
préobek srodowiskowych

Stworzone zaplecze laboratoryjne oraz opracowane w pracy procedury zostaly wykorzystane w pilotazowych
pomiarach skladu izotopowego azotandéw wystepujacych w réznych typach wod. Jako obszar badan wybrano
rejon potudniowej Polski. Pobrane préby reprezentowaly nastepujace typy wod: (i) opady atmosferyczne
(Krakéow oraz Kasprowy Wierch), (if) wody powierzchniowe (bezodplywowy zalew poeksploatacyjny
Kryspinow I oraz rzeka Wisla w rejonie Krakowa), oraz (iif) zbiorniki woéd podziemnych (GZWP 333 i
GZWP 451) stanowiace regionalne zaplecze zaopatrzenia w wodg pitng, odpowiednio w rejonie Opola i
Krakowa. Przeprowadzone pomiary skladu izotopowego azotanéw dla zbiornikéw woéd podziemnych

stanowily element prac nad szerszym rozpoznaniem hydrogeologicznym tych waznych gospodarczo zasobéw.

6.1. Zmienno$¢ stezenia i sktadu izotopowego azotanéw rozpuszczonych w opadach

Azot w postaci zwigzkéw chemicznych, organicznych i nieorganicznych, obecny jest w atmosferze ziemskiej,
szczegllnie w jej dolnych warstwach, gtéwnie jako azotany, azotyny, amoniak i tlenki azotu bedace w formie
gazu i aerozolu (por. Rozdz. 2.3). Zwiazki te deponowane sa na powierzchni Ziemi w postaci opadu suchego
(aerozole) oraz mokrego (deszcz, $nieg). Stezenia azotandw w opadach zbieranych na obszarach
kontynentalnych sa z reguly wyzsze niz w opadach pochodzacych znad oceanéw. Cze$¢ azotanéw znad
obszaréw kontynentalnych moze by¢ jednak transportowana nad obszary morskie. Wyraznie zaznaczajaca si¢
sezonowosc¢ stezenia azotandw oraz korelacje z pochodzeniem naplywajacych mas powietrza stwierdzono np.
u wybrzezy chifskich (Zhang i in., 2007). Zmierzona maksymalna warto$¢ strumienia azotanéw i azotynow
zwiazanego z depozycja mokra w rejonie Morza Chifiskiego wynosita w miesiacach letnich
ok. 3500 pmol/(m? miesiac).

Istotny wplyw emisji antropogenicznych z odleglych zrédel przemystowych na stezenie NO3;™ 1 NO»~
w lokalnym zimowym opadzie $niegu stwierdzono m.in. dla obszaru Karelii i Prowincji Archangielsk (Lozovik
1 Potapova, 2006). Pomiary lokalnych gazowych emisji zwiazanych z ruchem samochodowym wykazaly
korelacje miedzy stezeniami CO, NOx i aerozolu zawieszonego w dolnej troposferze, a natezeniem ruchu
samochodowego (Morawska i in., 2002). Stwierdzono tez istotna zalezno$¢ obserwowanych stezen zwigzkow
azotu w atmosferze na obszarach zurbanizowanych od stopnia lokalnej antropopres;ji (Filella 1 Pefiuelas, 2000)

oraz korelacje ze stezeniem aerozoli (Longley 1 in., 2005).

6.1.1. Charakterystyka miejsc poboru préb

Do obserwacji zmian sezonowych stezenia i skladu izotopowego NO3~ wybrano dwie lokalizacje (Rys. 6.1.)
rézniace si¢ znacznie stopniem antropopresji 1 zanieczyszczenia lokalnej atmosfery: obserwatorium
meteorologiczne IMGW na Kasprowym Wierchu w Tatrach (49°14’ N, 19°59° E; 1989 m n.p.m.) oraz
Krakéw (stanowisko na dachu budynku Wydzialu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH przy ul.
Reymonta 19, 50°04’ N, 19°55’ E; 220 m n.p.m.).

74



Rozdzial 6. Zastosowanie opracowanych procedur wyznaczania sktadn izotopowego azotandw do badania probek srodowiskowych

Rys. 6.1. Lokalizacja punktéw poboru opadéw atmosferycznych na terenie Polski potudniowej. Strzatki pokazuja miejsca
probkowania.

W latach 20042006 zbierano na tych stanowiskach préby opadéw atmosferycznych. Opady byly
systematycznie odbierane z deszczomierzy i zlewane do jednego pojemnika, tworzac zintegrowana probke
reprezentujaca dany miesiac kalendarzowy. W przypadku opadu $niegu zawarto$¢ deszczomierza byla
kazdorazowo roztapiana i zlewana do zbiorczego pojemnika. Przed dalsza preparatyka pojemnik z woda
przechowywano w lodéwee w temperaturze ok. 5°C. W zebranych prébach miesigcznych opadéw mierzono
stezenie azotanéw oraz wydzielano jony NO3™ na zywicy jonowymiennej do pomiaru skladu izotopowego. Na
Kasprowym Wierchu gromadzenia wody opadowej dokonywal pracownik IMiGW, prowadzacy rutynowe
obserwacje meteorologiczne. W Krakowie deszczomierz obslugiwano we wiasnym zakresie. W sumie zostalo
pobranych i zmierzonych 48 probek, po 24 préby miesieczne z kazdego stanowiska.

W prébach opadéw, oprocz azotanéw, moga by¢ obecne sq inne zwiazki zawierajace azot. Poniewaz
zastosowane procedury przygotowania probek nakierowane byly na separacje i pomiar sktadu izotopowego
azotanéw, w pracy nie zajmowano si¢ innymi zwigzkami azotu wystepujacymi w opadach. Preparatyka
chemiczna i pomiary skladu izotopowego azotandéw w probach opadéw zebranych w Krakowie 1 na
Kasprowym Wierchu zostaly wykonane wedlug standardowej procedury, z konwersja NO3;™ do Nz i COy,

opisanej w rozdziale 5.

6.1.2. Prezentacja i dyskusja wynikéw pomiaréw

Stegenie NO;~

W okresie prowadzenia obserwacji (od marca 2004 do lutego 2005 oraz od lipca 2005 do czerwca 2006)

stezenie azotandéw w opadzie atmosferycznym zbieranym w Krakowie wykazywalo znaczng zmiennos$cé.
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Zmierzone stezenia NOj™ dla tego okresu zawieraja si¢ w przedziale od 1,3 do 10,2 mg/L (Tab. 6.1), z
zaznaczajacymi si¢ maksimami w okresie wiosennym (maj) i jesiennym (pazdziernik) oraz minimami w lecie
(Rys. 6.2, Tabela 6.2).

Tab. 6.1. Wielkos¢ opadéw, stezenie i sklad izotopowy azotanéw w opadach zbieranych w Krakowie i na Kasprowym
Wierchu w okresach 03.2004-02.2005 i 07.2005-06.2006. Wielko$¢ opadéw dotyczy depozycji mokrej, dla jej pomiaru
przyjeto niepewnosé £1,0mm. Jako niepewnosé wzgledng pomiaru stezenia NOj3™ przyjeto 1,4%. Sklad izotopowy azotu
(31N) wyrazono wzgledem azotu powietrznego, a tlenu (8'%0) wzgledem standardu V-SMOW. Jako niepewnosé
pomiaru sktadu izotopowego azotu i tlenu w azotanach przyjeto odpowiednio £0,3%o i 20,6%o.

Krakow Kasprowy Wierch

Miesigc | Opad | NO;™ | 85N 680 |Opad| NO; | 86BN 6180

[mm] | [mg/L]| [%] | [%] |[mm]|[mg/L]| [%d] | [%d]
032004 | 12,3 4,8 +11,6 +21,1 83,7 14 +15,1 +34,6
04.2004 | 34,1 63 +10,0 +23,0 67,5 2,0 +6,2 +34,1
052004 | 643 89 +6,1 +31,9 2473 2,6 +4,3 +30,3
062004 | 66,4 45 +3.2 +31,1 144,3 13 +1,2 +34,1
07.2004 | 68,0 35 2,9 +51,3 3777 09 43 +37.8
082004 | 585 5,8 54 +34,1 2443 1,5 1,7 +42,3
09.2004 | 328 57 +0,3 +30,6 56,3 17 34 +41,1
102004 | 42,8 6,8 +2,0 +31,2 79,3 2,0 +3,0 +36,6
11.2004 | 382 23 +154 +23,5 218,7 0,6 +16,9 +32,4
12.2004 | 349 5,2 +21,7 +24,3 30,9 1,5 +134 +30,0
01.2005 | 324 45 +16,1 +5,3 177,1 12 +19,1 +30,2
022005 | 20,2 7,8 +16,0 +18,5 97,0 2,3 +27,8 +22,4
07.2005 | 784 1,6 —6,3 +49,8 183,2 1,2 -1,9 +28,7
082005 | 58,2 13 3,6 +374 290,1 0,6 038 +34.4
09.2005 | 248 3,8 14 +31,7 85,5 08 +8,0 +30,7
10.2005 5,8 8,1 +2,1 +29.8 38,0 1,1 +5,8 +25,0
112005 | 302 6,5 +19 +30,3 74,7 18 +9,2 +24,8
122005 | 353 5,0 +6,2 +23,9 203,6 1,7 +12,0 +17,1
01.2006 | 378 45 +16,4 +22,3 394 12 +25,7 +19,2
022006 | 26,2 2,9 +23,9 +15,9 76,5 2,4 +30,3 +14,1
03.2006 | 32,1 1,7 +153 +20,2 100,2 13 +14,1 +21,4
04.2006 | 29,5 7,8 +94 +25,4 56,1 2,2 +12,9 +25,2
052006 | 418 10,2 +7,5 +34,4 188,2 2,7 +5,2 +22,1
062006 | 594 2,2 +0,1 +32,9 30,7 14 +14 +27,8

Tab. 6.2. Sezonowa zmienno$¢ stezenia i sktadu izotopowego azotanéw w opadach zebranych w Krakowie i na
Kasprowym Wierchu. Oprécz wartosci dla poszezegélnych pér roku wyznaczono réwniez $rednie dla calych lat. Srednie
stezenie azotandw obliczono jako $rednia wazona iloscia opadéw, a sklad izotopowy — jako $rednia wazona iloczynem
wielko$ci opadéw i stezenia azotanow.

Krakow | Kasprowy Wierch
Stezenie NO3™ [mg/L] (wazone ilo$cia opadow)
Wiosna 6,34+3,12 2,2310,64
Lato 3,30+1,99 1,0240,40
Jesien 5,24%1,87 1,33%0,65
Zima 4,12+1,99 1,59£0,56
Caty rok 4,75+2,55 1,47£0,69
SBN(NO3) [%0] (wazone iloczynem opad*stezenie NOs”)
Wiosna +6,39£3,03 +4,95£3,12
Lato -3,46£2,55 —1,91£3,03
Jesien +7,59%8,69 +10,42%5,08
Zima +16,58+3,28 +22,59£6,99
Calyrok | +5,84%7,70 +7,5549,71
S1BO(NO3") [%o] (wazone iloczynem opad*stezenie NO3”)
Wiosna +30,59+4,22 +28,06+5,36
Lato +39,23%9 61 +36,92%5 60
Jesien +27,67£3,81 +25,3318,92
Zima +16,65+7,39 +23,80%6,55
Caty rok | +29,95+9,10 +29,1247,94
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Stednie stezenie NO;3™ dla calego oktresu obserwacji wyniosto w Krakowie 4,75 mg/L. Na Kasprowym
Wierchu zaobserwowano generalnie nizszy poziom stezet NOj3~ (zakres od 0,6 do 2,7 mg/L), ze stabo
zaznaczajaca si¢ sezonowoscia (Rys. 6.2). Stednie stezenie NO;3~ dla catego okresu obserwacji wyniosto 1,47
mg/L.
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Rys. 6.2. Zmiennos¢ stezenia azotandéw w opadzie atmosferycznym w Krakowie i na Kasprowym Wierchu.
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Rys. 6.3. Korelacja pomiedzy stezeniem azotanéw w opadzie atmosferycznym w Krakowie i na Kasprowym Wierchu.
Przy obliczaniu wspotczynnikdéw prostej regresji nie uwzgledniono punktéw znacznie odbiegajacych od prostej. Dla tych
punktéw podano miesiace oprobowania.
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Zaobserwowano istotna korelacj¢ miedzy stezeniami NOj™ rejestrowanymi na obu stacjach poboru
opadow (Rys. 6.3). Dla pigciu miesigcy zaobserwowano istotne odstepstwa od prostej korelacyjnej (lipiec i
pazdziernik w 2005 oraz luty, marzec i czerwiec w 2006 roku). Przyczyny tych ,,anomalnych” wartosci stezen
sq niejasne. Trzy punkty z pieciu odbiegajacych od prostej regresji reprezentuja wartosci o najmniejszych
réznicach pomiedzy obu stanowiskami (lipiec 2005, marzec 2006 i czerwiec 2006). Nachylenie prostej regresji
wskazuje, ze w Krakowie stgzenie $rednio jest ok. 3,6 razy wyzsze niz na Kasprowym Wierchu. Silna korelacja
miedzy zawartoscig azotanoéw w opadach zbieranych w Krakowie i na Kasprowym Wierchu sugeruje obecnosc¢
procesow kontrolujacych stezenie NOs~ w skali regionalnej nad kontynentem europejskim (patrz dyskusja
ponizej). Blizsze wyjasnienie tych mechanizméw wymagaloby jednak doktadniejszych badan w szerszej skali

niz to miato miejsce w ramach niniejszej pracy.
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Rys. 6.4. Korelacja pomiedzy wielko$cia miesi¢ccznych opadéw a stezeniem azotanéw w probach opadéw w Krakowie i
na Kasprowym Wierchu.

Na rysunku 6.4 przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy wielkodcia miesiecznych opadéw a mierzonym w nich
stezeniem azotandw. Jak widaé z rysunku 6.4, stezenie NO3™ praktycznie nie zalezy od wielkosci miesigcznych
opadéw. Brak korelacji wida¢ szczegélnie dla danych reprezentujacych Kasprowy Wierch. Sugeruje to, ze
zwiazki azotu tworzace rozpuszczone azotany znajduja si¢ w nadmiarze w atmosferze. Znaczaco nizsze i
mniej zmienne stezenie azotanéw w opadach zbieranych na Kasprowym Wierchu w poréwnaniu z Krakowem
wynika¢ moze z réznicy wysokosci obu punktéw, a co za tym idzie nizszej efektywnej temperatury
formowania si¢ opadéw oraz z generalnie nizszego poziomu zwigzkéw azotu w atmosferze w rejonie
Kasprowego Wierchu.

Znaczaco wyzsze wartosci stezen azotandw w opadach w Krakowie, ich wigksza zmiennosé
sezonowa oraz zaznaczajaca si¢ slaba ujemna korelacja z wielkoScia opadu miesigcznego maja

najprawdopodobniej swoje zrédio w silnym tle zwigzkéw azotu w lokalnej atmosferze nad Krakowem,
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wynikajacym gléwnie z lokalnych emisji antropogenicznych. Nie bez znaczenia jest réwniez blisko$¢ obszardw
o intensywnej gospodarce rolnej (nawozenie). Staba ujemna korelacja z iloscia opadéw obserwowana dla
Krakowa moze wynika¢ ze stopniowego samooczyszczania si¢ dolnej atmosfery w przy bardziej obfitych
opadach.

Pomiary stezen azotanéw w wodzie deszczowej wykonywane od ponad 30—tu lat w réznych punktach
kuli ziemskiej wykazaly duza zmiennos§é. Na obszarze Europy obserwacje w réznych okresach (1975-1976,
1979-1980) dla Jilich, Ahrensburga, Dueselbach, Hamburga (RFN) i Le Conquest (Bretania, Francja)
wykazaly $rednie stezenia dla poszczegdlnych por roku zdecydowanie ponizej 1,0 mg/L, tylko w dwu
przypadkach ok. 1,0 mg/L (Freyer, 1991). Dla Pretorii (Republika Potudniowej Afryki) wartosci byly nizsze,
srednia dla wiosny wynosita 0,65 mg/L, a dla zimy 0,26 mg/L (Freyer, 1991; Heaton i Collet, 1985). Podobne
stezenia obserwowane byly na Bermudach (Ocean Atlantycki). W 65 probkach wody (opad deszczu w okresie:
styczen 2000—styczed 2001) zmierzono wartosci w zakresie: 0,09-1,04 mg/L; $rednia wazona opadami (SWO)
wynosita 0,31 mg/L dla pory cieplej i 0,40 mg/L dla pory chlodnej (Hastings i Sigman, 2003). Znacznie
wyzsze stezenia zmierzono w poblizu Chesapeake Bay (wybrzeze USA w poblizu Waszyngtonu), gdzie SWO z
60 probek, z okresu od maja 1993 do grudnia 1994 roku, wynosita 1,33 mg/L (Russel i inni, 1998).

Wartosci stezen azotanéw w opadach obserwowane w ramach niniejszej pracy plasuja stanowisko na
Kasprowym Wierchu w zakresie stezenn obserwowanych dla Chesapeake Bay, wyraznie powyzej
rejestrowanych dla Europy i Poludniowej Afryki w latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych XX wicku, a
takze znacznie wyzej niz stezenia zmierzone dla Bermudéw (32,27°N, 64,87°W) w 2000 roku (Hastings i
Sigman, 2003). Kilkakrotnie wyzsze stezenia azotanow rejestrowane w Krakowie w poréwnaniu z Kasprowym
Wierchem, przy zaznaczajacej si¢ sezonowosci (por. Tab. 6.2.), wskazuja niewatpliwie na silne lokalne tlo
zwiazkoéw azotu zwiazane z emisjami antropogenicznymi.

Srednie stezenia azotanéw wyliczone dla kolejnych pér roku (Tab. 6.2), ktére w warunkach
klimatycznych Polski determinuja $rednie temperatury 1 poziom aktywnosci wegetacyjnej biosfery, wykazuja
istotne roéznice. W okresie wiosennym (kwiecien—czerwiec) warto$ci SWO dla Kasprowego Wierchu i
Krakowa wyniosty odpowiednio 2,23 mg/L i 6,34 mg/L. Sa one ok. 2 razy wyzsze niz dla okresu letniego
(lipiec—wrzesied, odpowiednio 1,02 mg/L i 3,30 mg/L). Natomiast warto§¢ SWO dla okresu zimowego
(styczeni—marzec) w przypadku Kasprowego Wierchu (1,59 mg/L) jest wicksza niz dla jesieni (pazdziernik—
grudzien; 1,33 mg/L). Dla Krakowa odpowiednie wartosci wynosza: 4,12 mg/L i 5,24 mg/L. Tego typu
sezonowa zmienno$¢ $redniego stezenia azotanéw w opadach mozna interpretowac nalozeniem si¢ strumieni
NOs~ generowanych/pochtanianych przez rézne ,,zrédla” i, studnie”, ktérych aktywnosé silnie zalezy od
pory roku (temperatury, wilgotnosci, nastonecznienia). Wiosna dominuje strumien do atmosfery zwigzkow
azotu pochodzacy z gleby od rozkladu zwiazkéw organicznych nagromadzonych jesienia i zima, oraz z
wysiewanych nawozow sztucznych i naturalnych (obszary upraw rolniczych). Latem intensywnosé proceséw
denitryfikacyjnych (denitryfikacja bakteryjna w glebie, reakcje fotochemiczne w atmosferze) jest bardzo duza
przy stosunkowo niskim strumieniu antropogenicznym. Jesieniq 1 zima dominuje przede wszystkim
antropogeniczna produkcja azotandw, przy stosunkowo stabej intensywnosci czynnikéw naturalnych (niskie
temperatury, male naslonecznienie). Regionalne réznice klimatyczne (nizsze temperatury) mogs tlumaczy¢
wezesniejsze ,,wygaszenie” naturalnych proceséw generacji NOx w rejonie Kasprowego Wierchu w jesieni,
przy stopniowo wzrastajacym strumieniu antropogenicznym, gléwnie zwigzanym z ogrzewaniem w obrebie

kotliny Nowotarskiej 1 w rejonie Zakopanego.
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Sklad izotopowy azotn (6CN) i tenn (6180) w azotanach rozpuszezonych w opadach

Silna sezonowa zmiennos§¢ skladu izotopowego azotanéw w opadach na obu stacjach pomiarowych
obserwowana jest zaréwno dla azotu, jak i dla tlenu (Tab. 6.1, Tab. 6.2). Wartosci 8"’N(INO3") zmieniajq si¢
dla Krakowa w szerokim zakresie, od —7%o0 do +24%o i podobnie dla Kasprowego Wierchu, od —5%0 do
+31%o0 (Rys. 0.5). Najnizsze wartosci 8"’N(INO3") sa obserwowane dla obu stacji w lecie (lipiec, sierpien), a
najwyzsze w zimie (styczen, luty). Podobnie jak w przypadku stezen NO3™ wystepuje istotna korelacja wartosci
8PN(NO3") pomigdzy oboma punktami poboru. Przebieg prostej regresji (Rys. 6.6) wskazuje na bardzo
zblizone wartosci 3'"N(INO3") dla obu punktéw pomiarowych, przy nieco wyzszych warto$ciach 1>N(INOs")
dla Kasprowego Wierchu rejestrowanych w 2005 1 2006 roku.
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Rys. 6.5. Sezonowe zmiany skladu izotopowego azotu 8'>’N(NOj3") w azotanach obecnych w opadzie atmosferycznym.
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Rys. 6.6. Korelacja pomiedzy skladem izotopowym azotu 8" ’N(INO;3") na Kasprowym Wierchu i w Krakowie. Przy
obliczaniu wspélczynnikow prostej regresji nie uwzgledniono punktéw znacznie odbiegajacych od prostej. Dla tych
punktéw podano miesiace oprébowania.
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Na rysunku 6.7 przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy sktadem izotopowym azotu azotanowego a odwrotnoscia

stezenia azotanéw (lewy rysunek), oraz logarytmem naturalnym stezenia azotandéw (prawy rysunek), w

opadach atmosferycznych zbieranych w Krakowie 1 na Kasprowym Wierchu.
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Rys. 6.7. Zaleznos¢ pomiedzy skladem izotopowym azotu azotanowego S8’N(NOs’), a stezeniem azotandéw w
miesiccznych prébach opadow zebranych w Krakowie i na Kasprowym Wierchu. Wykresy sporzadzono w dwoéch
uktadach wspolrzednych: 8'N=£(1/NOj3") i 8"’N=f(1nNO3").

Nieregularny rozklad punktéw na wykresie zaleznosci 8'N=f(1/NOj3") na rysunku 6.7 wskazuje, ze
mechanizmem kontrolujacym sklad izotopowy azotandéw nie moze byé mieszanie azotanéw pochodzacych z
dwoéch réznych zrédel. Analogicznie, brak prawidlowosci w rozkladzie punktéw na wykresie zalezno$ci
SBN={(InNO3") sugeruje, ze zmienno$¢ izotopowa azotu azotanowego obserwowana w opadach na obu
stacjach nie moze by¢ tlumaczona przez procesy opisywane rownaniem Rayleigha (Roéwn. 4.9).

Liczne pomiary skladu izotopowego azotu w zwiazkach azotu obecnych w atmosferze ziemskiej
wykazaly ich bardzo duza zmienno$¢ i silng zalezno$¢ od warunkéw lokalnych. W przeciwienistwie do bardzo
stabilnego sktadu izotopowego azotu atmosferycznego, dla azotanéw nie mozna podaé jednej, globalnej
wartosci 81°N(NOj;"). Charakterystyczna sezonowa zmienno$¢ skladu izotopowego azotu w azotanach
obecnych w wodzie pochodzacej z opadu atmosferycznego zostala zaobserwowana po raz pierwszy w
Europie Zachodniej. Taki przebieg zmian stwierdzono dla obszaru Niemiec i Bretanii (Francja) (Freyer, 1991),
gdzie najbardziej ujemne wartosci 81"N(INO3") obserwowano w sezonie letnim (Jilich: —6,0%0 i —4,9%s;
Deuselbach: —4,5%0; Le Conquet —6,5%0), podczas gdy wiosna byly wyraznie mniej ujemne (odpowiednio:
—5,0%0 1—2,6%0; —2,2%0; —5,4%0), a najwyzsze w zimie (odpowiednio: +0,6%o i 0,0%0; —0,1%0; —1,7%o).

Srednie sezonowe sklady izotopowe azotanéw dla Krakowa i Kasprowego Wierchu, wazone
floczynem wielkosci opaddéw i stezenia NOs~, przedstawia Tabela 6.2. Wartosci srednie 8$N(INO;")
reprezentujace Kasprowy Wierch w okresach klimatycznych: lato, jesieni i zima (odpowiednio: —1,91%o,
+10,42%0, +22,59%0) wykazuja wyrazne systematyczne przesunigcie w strong wartosci bardziej dodatnich w
poréwnaniu z Krakowem ($§rednie wazone odpowiednio: —3,46%o, +7,59 %o, +16,58%0). Przedzial zmiennosci

miesiecznych wartoéci 8"N(INO3") dla Krakowa 1 Kasprowego Wierchu jest znacznie szerszy niz podawany w
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literaturze (Russell i in., 1998). Ujemne wartosci $rednich wazonych 8"N(NOj;") obserwuje si¢ dla obu
punktow w okresie lata. Obliczone roczne §rednie wazone §1°N(NOj") dla Krakowa (+5,84%0) 1 Kasprowego
Wierchu (+7,55%0) sa wyzsze niz obserwowane w opadach na Europa Zachodnia w latach 70—tych i 80—tych
XX wieku (Russell i in., 1998; Freyer, 1991). Saq one réwnoczesnie zblizone do wartosci podawanych dla
organicznych zwigzkow azotu (Russel 1 in., 1998).

Bardzo wyrazna sezonowos¢, jak i wysoki poziom wartosci $'’N(NOj3") obserwowane dla Krakowa 1
Kasprowego Wierchu moze wynika¢ z polozenia obu stacji w glebi kontynentu i nalozenia si¢ wplywu
kontynentalnych Zrédel azotanéw zwiazanych z rolnictwem w okresie letnim i Zrédel antropogenicznych
(spalanie paliw kopalnych, transport) w okresie jesienno—zimowym. Obserwowana sezonowos¢ skladu
izotopowego azotu w azotanach i silne wzbogacenie azotanéw w >N w okresie zimowym moze by¢ rowniez
powodowana sezonowymi réznicami w intensywnosci reakcji chemicznych w atmosferze, formujacych
ostateczng postaé azotandéw wystepujacych w opadach. IloSciowy opis tych procesow wymagatby jednak
specjalistycznych badan, lezacych poza zakresem tematycznym niniejszej pracy.

Wyrazne sezonowe fluktuacje zaobserwowano rowniez dla skladu izotopowego tlenu (815O(NO3")) w
azotanach rozpuszczonych w opadach (Rys.0.8). Zawierajg si¢ one w granicach od +5%o0 do +51%o0 dla
Krakowa i od +14%0 do +42%o dla Kasprowego Wierchu. Maksima §'*O(INOs") wystepuja w miesigcach
letnich (lipiec, sierpien), natomiast minima w miesigcach zimowych (styczen, luty). Nie obserwuje si¢ tak
wyrazne]j korelacji miedzy wartosciami 88 O(NO3") mierzonymi na Kasprowym Wierchu i w Krakowie jak to
mialo miejsce w przypadku 8N(NO;") (Rys. 6.9). Nie stwierdzono réwniez zwigzku pomiedzy skfadem

izotopowym tlenu azotanowego SBO(NO5"), a wielkodcia miesigcznego opadu czy stezeniem azotandw

(Rys. 6.10).
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Rys. 6.8. Sezonowe zmiany skladu izotopowego tlenu 8'80O(NO3") w azotanach obecnych w opadzie atmosferycznym
zbieranym w Krakowie i na Kasprowym Wierchu.
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Rys. 6.9. Korelacja pomigdzy sktadem izotopowym tlenu 8'80O(NO3") na Kasprowym Wierchu i w Krakowie.
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Rys. 6.10. Zaleznos¢ sktadu izotopowego tlenu azotanowego 380(NO;") od wielkosci opadu miesigcznego i stezenia
azotanéw w opadach zebranych w Krakowie i na Kasprowym Wierchu.

Zmienno$¢ skladu izotopowego tlenu (8'8O(NO;7)) obecnego w azotanach zawartych w opadzie
atmosferycznym zbieranym na Kasprowym Wierchu i Krakowie dobrze miesci si¢ w przedziale warto$ci
mierzonych na innych stanowiskach kontynentalnych (Kendall, 1998). Sezonowos$¢ srednich wazonych
floczynem wielkosci opadéw i stezenia NOs~ zaznacza si¢ bardzo wyraznie dla obu punktéw poboru
(Tab. 6.2). Najwyzsze warto$ci obserwuje si¢ dla okresu letniego (+39,23%0 dla Krakowa i +36,92%0 dla
Kasprowego Wierchu), a najnizsze dla zimy (odpowiednio: +16,65%0 i +23,80%0). Relatywnie wysokie i
bardzo zblizone do siebie wartosci 3180O(INO3") w okresie lata dla obu punktéw sugeruja, ze skiad izotopowy
tlenu w azotanach ksztaltowany jest gtoéwnie przez reakcje z Os atmosferycznym, ktory posiada bardzo

wysokie wartosci 8'80O (Johnston i Thiemens, 1997). Silne nastonecznienie w lecie, prowadzace do
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zwickszonej produkcji ozonu w troposferze w reakcjach fotochemicznych, niewatpliwie ma wplyw na wysokie
wartoéci 3180O(NOs3") obserwowane o tej porze roku. Niskie wartosci 318 O(NO3") obserwowane zima wynikaja
zapewne ze zwickszonego udzialu rodnika OH w procesie formowania azotanéw w tej porze roku. Skiad
izotopowy rodnikéw OH jest kontrolowany gléwnie przez sklad izotopowy atmosferycznej pary wodnej. Z
uwagl na silny efekt sezonowy w skladzie izotopowym pary wodnej, para wodna zima charakteryzuje si¢
znacznie nizszymi warto$ciami 880 niz w lecie. Moze to prowadzi¢ do niskich zimowych wartosci
8180O(NO3"). Podobnie jak w przypadku 8""N(INO3"), ilosciowe rozwazania dotyczace zmiennosci sezonowe;j
3180 (NO3") wymagalyby specjalistycznych badan, wykraczajacych poza zakres tematyczny niniejszej rozprawy.

Rysunek 6.11 przedstawia wartosci 6'80O(NOs") azotanéw w opadach miesigcznych zbieranych na
Kasprowym Wierchu i w Krakowie, w funkcji 8""N(INO3"). Z rysunku widaé istnienie ujemnej zaleznosci
korelacyjnej pomiedzy 8'8O(INO;7) i 8"N(INO3"), przy do§¢ duzym rozrzucie punktéw. Podobnego typu
korelacje zaobserwowano w wodzie opadowej na Bermudach (Hastings i Sigman, 2003), cho¢ ze znacznie
réznigeym si¢ wspotezynnikiem nachylenia prostej wyréwnujacej punkty pomiarowe. Ze wzgledu na to, ze
SN(NO3") jest determinowane przed wszystkim przez sklad izotopowy Zrédel, natomiast $18O(INO3") silnie
zalezy od reakcji chemicznych zachodzacych w atmosferze, powiazania pomiedzy tymi wartosciami mozna
doszukiwac si¢ np. poprzez temperature, ktéra ma wplyw zaréwno na zrédta NOx jak i na procesy chemiczne

w atmosferze.
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Rys. 6.11. Zmiennos¢ skladu izotopowego tlenu SBONO;) i azotu 3N(INOj) azotanéw w prébach opadow
zbieranych w Krakowie i na Kasprowym Wierchu, na tle typowych zakreséw zmiennosci sktadu izotopowego zwiazkdw
azotu w §rodowisku. Na wykresie zaznaczono zakres zréznicowania izotopowego tlenu azotanowego zwiazanego z
procesem nitryfikacji oraz ewolucje sktadu izotopowego azotanéw wynikajaca z procesu denitryfikacji.
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6.2. Zmienno$¢ sktadu izotopowego azotanéw rozpuszczonych w wodach powierzchniowych

W ramach pracy przeprowadzono pomiary skladu izotopowego NO3;~ w dwéch typach wdéd
powierzchniowych: (i) w zalewie Kryspinéw I, ktéry jest bezodplywowym jeziorem powstalym w wyniku
eksploatacji kruszywa i obecnie wykorzystywanym do celéw rekreacyjnych, oraz (i) w Wisle w rejonie
Krakowa. Badane systemy reprezentuja dwa zupelnie odmienne typy wod powierzchniowych o bardzo réznej

dynamice.

6.2.1. Charakterystyka miejsc poboru préb

Zalew Kryspindw 1: uksztaltowanie terenu i warunki hydrogeologiczne

Zalew Kryspindéw I i pobliski Zalew Kryspinéw II stanowia dwa sasiadujace ze sobg zbiorniki wodne,
zlokalizowane w powiecie krakowskim (gmina Liszki), w péilnocno—zachodniej czeSci wojewddztwa
malopolskiego, pomigdzy miejscowosciami: Liszki, Budzyn, Kryspinéw (Rys. 6.12). Zbiorniki wodne sa
oddalone ok. 20 km od centrum Krakowa 1 ok. 12 km od zachodnich granic zwartej zabudowy miejskiej.
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Rys. 6.12. Lokalizacja zbiornika wodnego Zalew Kryspinéw I. Na prawym rysunku strzalkami oznaczono miejsca
poboru prébek: ze $rodka zbiornika i z wysunigtego kilkanascie metréw od brzegu pomostu.

Oba zbiorniki powstaly w wyniku eksploatacji 216z kruszywa. Akweny oddziela pas terenu, po ktérym
prowadzi droga lokalna. Y.aczna powierzchnia wody to ok. 60 ha (Kryspinéw I — ok. 40 ha, Kryspinéw II —
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ok. 20 ha). Maksymalna gl¢bokos$¢ obu zbiornikéw wynosi kilkanascie metrow. Woda w akwenie Kryspinow 1
posiada pierwsza klas¢ czystosci 1 w okresie letnim jest wykorzystywana do celow rekreacyjnych jako
kapielisko wyposazone w typows infrastrukture. Oba zbiorniki nie posiadajg powierzchniowych dopltywow i
odplywow, a hydraulicznie potaczone sg jedynie czwartorzedowym poziomem wodono$nym (przepuszczalne
piaski i gliny).

Rejon Kryspinowa ma charakter réwninny o fagodnie zmieniajacej si¢ wysokosci. Polozony jest
ok. 210 m n.p.m. W kierunku poétnocnym, w okolicy Boréw Morawickich teren wznosi si¢ do wysokosci
235 m n.p.m.. Budowa geologiczna w rejonie Kryspinowa jest zréznicowana, a zidentyfikowane utwory
czwartorzedu, trzeciorzedu i goérnej jury posiadaja profil nieciagly z licznymi lukami stratygraficznymi.
Stratygraficznie udokumentowane utwory gornej jury reprezentuja osady oksfordu i kimerydu (Krajewski,
2001; Matyszkiewicz, 1997) o miazszosci do 200 m. Charakterystyczne wapienie skaliste o stosunkowo duzej
twardosci 1 jasnoszarej barwie tkwia pomiedzy innymi odmianami skal weglanowych goérnej jury, a wykazujac
najwicksza odporno$¢ na wietrzenie i erozje, ulegaja wypreparowaniu, tworzac malownicze skatki (np. dolina
Sanki). Osady czwartorzedu, ktorych miazszos$c¢ sigga od kilku do kilkudziesi¢ciu metréw, leza na powierzchni
erozyjnej o réznej genezie 1 wieku, $cinajacej osady od goérnej jury po miocen wlacznie. Reprezentowane sa
przez piaski i zwiry z okresu zlodowacenia poludniowopolskiego, a takze przez piaski rzeczno—peryglacjalne,
zwiry 1 lessy, deponowane podczas zlodowacenia §rodkowo— i pétnocnopolskiego, oraz przez piaski i muly
holoceniskie (Rutkowski, 1993).

W okolicach Kryspinowa nalezacego do subregionu hydrogeologicznego Jury Krakowsko—
Wielusiskiej zasadnicze znaczenie w profilu hydrogeologicznym maja dwa pietra wodonosne: czwartorzedowe
i jurajskie. W pigtrze czwartorzedowym na ogél pojawia si¢ jeden poziom wodonos$ny o swobodnym
zwierciadle wody zwiazany z obszarem pradoliny Wisly, gdzie wody wystepuja w utworach zwirowo—
piaszczystych. Poziom ten o podstawowym znaczeniu dla zaopatrzenia w wodg zasilany jest bezposrednio
przez opady atmosferyczne, a drenowany przez rzeki i strumienie. Posiada zwierciadto wody znajdujace si¢ na
glebokosci kilkunastu metréw, a przy braku warstwy izolujacej moze by¢ silnie odwadniany przez nizej
polozone warstwy wodonosne (Rutkowski, 1993). Poziom ten stanowi glowne zrédio wody dla Zalewu
Kryspindéw 11 1L

Préby do analiz zawartodci azotandéw oraz ich skladu izotopowego pobierane byly z Zalewu
Kryspinow I raz w miesigcu w okresie od lipca 2005 roku do czerwca 2006 roku z pomostu wysunictego w
glab Zalewu, badZ z pontonu w poblizu §rodka tafli wody. Do pobierania uzywano zatapianego pojemnika
plastikowego pozwalajacego pobra¢ probke z glebokosci ok. 2m. W zimie, gdy powierzchnia byla
zamarznieta, wykorzystano istniejacy przerebel (probka z lutego 2006 roku).

Wista: Stopiert Wodny . Koscinszko” i Most Wandy

Punkty poboru prob wody z Wisly dobrano tak, aby jeden znajdowal si¢ przed a drugi za aglomeracja
Krakowa. Lokalizacje pierwszego punktu wybrano w poblizu Tyica, przy Stopniu Wodnym ,,Kosciuszko”, po
ktérym biegnie autostrada A—4. Drugi punkt zlokalizowano poza centrum Krakowa, w poblizu dawnej wsi

Mogita, w miejscu gdzie Most Wandy przecina Wisle na przedtuzeniu ulicy Klasztornej (Rys. 6.13).
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Rys. 6.13. Lokalizacja miejsc poboru préb z Wisty. Strzatki wskazuja Stopiet Wodny ,,Kosciuszko” (po lewej stronie) i
Most Wandy (po prawej stronie).

Wista na odcinku pomiedzy pierwszym a drugim punktem pomiarowym jest uregulowana i
obwatowana, z kilkoma wigkszymi doplywami po obu stronach (Wilga, Sanka, Rudawa, Bialucha) oraz
licznymi matymi cickami powierzchniowymi odwadniajacymi okoliczne taki i dawne tereny zalewowe. Zwarta
zabudowa w centrum miasta, podchodzaca w poblize koryta rzecznego, obejmuje okoto 1/3 dlugosci calego
odcinka. Na pozostalej czeSci dominuje zabudowa luzna, a w poblizu koryta znajduja si¢ tereny
wykorzystywane pod uprawy, pastwiska, a takze liczne stawy. Koryto Wisly jest naturalnym ciekiem
bezposrednio drenujacym znaczny obszar po obu stronach rzeki. Wigckszo$¢ terendéw miedzy Stopniem
Wodnym ,,Ko$ciuszko” a Mostem Wandy jest skanalizowana, natomiast rzeka wykorzystywana jest réwniez
do celéw rekreacyjno—turystycznych i transportowych.

Oprébowanie przeprowadzano, podobnie jak w przypadku Zalewu Kryspinéw I, raz w miesiacu ze
Stopnia Wodnego ,,Kosciuszko” i z Mostu Wandy, w miejscu glownego nurtu rzeki, w godzinach
poludniowych, pobierajac wode z glebokosci ok. 2 m pod powierzchnig przy pomocy odpowiedniego
probnika.

6.2.2. Prezentacja i dyskusja wynikéw pomiardw

Zestawienie zmierzonych wartoéci stezenia azotanéw oraz ich skladu izotopowego dla Zalewu Kryspinow I

1 Wisly umieszczono w tabeli 6.3. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze pobierane probki reprezentuja wartosci chwilowe
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mierzonych parametrow. Uzyskane wyniki, z uwagi na brak gwaltownych splywéw wody czy wezbran
przynajmniej tydzien przed oprébowaniem oraz duza bezwladno§é¢ badanego systemu mozna uznaé za

wartosci reprezentatywne dla okreséw kilkudniowych.

Tab. 6.3. St¢zenie oraz sklad izotopowy azotandéw w prébkach wody pobieranych z Zalewu Kryspinéw I oraz z Wisty
(Stopien Wodny ,,Kosciuszko” oraz Most Wandy) w okresie od lipca 2005 do czerwca 2006 roku. Sktad izotopowy azotu
wyrazono wzgledem azotu powietrznego, a tlenu wzgledem standardu V-SMOW.

Zalew Kryspinow I Stopien Wodny Most Wandy
Miesiac ,,Kosciuszko”

NO;5~ 015N 6180 NO;j~ 015N 6180 NO;~ O1N 6180

[mg/L] | [%] | [%] |[mg/L]| [%] | [%] |[mg/L]| [%] | [%]
07.2005 1,4+0,1 43,0203 | +152£0,6 | 85102 | +104+03 | +11,8+0,6 | 92%02 | +11,2403 | +14,240,6
08.2005 1,7£0,1 +89£0,3 | +193£0,6 | 5,620, +6,0£0,3 | +281£0,6 | 7,10, +8,410,3 | +27,3%0,6
09.2005 0,9£0,1 +4,120,3 | +24,1£0,6 12401 | +17,5£03 | +24,0£0,6 | 10,9402 | +174%03 | +24,5£0,6
10.2005 <0,1 +11,7£0,3 | +24,6£0,6 | 8,002 | +181+03 | +1,740,6 | 124402 | +194103 | +11,520,6
11.2005 <0,1 +11,8+03 | +288+0,6 | 0701 | +13,1303 | —47£0,6 | 122402 | +92+03 | +54+06
12.2005 0,7£0,1 | +13,5+0,3 | +31,740,6 | 20,3103 48,1203 | +1,9£0,6 | 31,2%0,5 +8,7£03 | +6,3%0,6
01.2006 03%0,1 | +14,6203 | +1,3+0,6 | 282404 | +7,8£03 | +0,610,6 | 339405 | +124%03 | +59%0,6
02.2006 05101 | +19,9+03 | +20,040,6 | 252404 | +114£03 | +21£0,6 | 31,3105 | +14,1+03 | +3,8+0,6
03.2006 02£0,1 | +14,1403 | +21,8£0,6 | 199403 | +154£0,3 | +14£0,6 | 261103 | +183+03 | +3,6£0,6
04.2006 04%0,1 | +11,320,3 | +187+0,6 | 151403 | +16,0£0,3 | —1,740,6 | 21,404 | +16,7£0,3 | +6,4%0,6
05.2006 0,8£0,1 | +10,0403 | +20,020,6 |  5740,1 | +14,1£0,3 | +7,6£0,6 | 165103 | +10,3+03 | +12,9+0,6
06.2006 0,8£0,1 +8,010,3 | +30,5£0,6 | 98102 | +93%0,3 | +22,2+0,6 | 161%0,3 | +102403 | +23,140,6

Wista: Stopiert Wodny . Koscinszko” i Most Wandy

Na rysunku 6.14 przedstawiono sezonowe zmiany st¢zenia azotandéw mierzone w Wisle na Stopniu Wodnym
»IKosciuszko” 1 na Moscie Wandy. W obu punktach pomiarowych wystepuje wyrazne maksimum st¢zenia
NO3™ w miesigcach zimowych (grudzied—luty) z wartosciami dochodzacymi do 34 mg/L. W miesiacach
letnich stezenie spada do wartosci rzedu kilku mg/L. Obserwowane maksimum stezenia NO3™ w miesiacach
zimowych w Wisle mozna tlumaczyé zmniejszonym przeplywem wody (mniejsze rozcieficzanie), a takze
obnizong intensywnosciq samooczyszczania w wyniku bakteryjnych proceséw denitryfikacyjnych w korycie
rzeki. Wyzsze stezenia wystepujace przy Moscie Wandy, w poréwnaniu ze stezeniami mierzonymi na Stopniu
Wodnym ,,Kosciuszko”, nalezy wigza¢ z dodatkowym ladunkiem azotanéw wnoszonym przez aglomeracje
krakowska. Zwickszenie stezenia na odcinku aglomeracji nie przekracza 12 mg/L (Rys. 6.15). Wysokie

stezenia azotanéw obserwowane w dwu punktach Wisly, szczegélnie w okresie zimowym, wskazuja na duzy
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stopiefl zanieczyszczenia Wisly zwiazkami azotu. Zawarto$¢ azotandéw utrzymuje si¢ jednak ponizej
dopuszczalnego poziomu dla wody pitnej (50 mg/L).

Na rysunku 6.16 przedstawiono zmiany w czasie 3°N(NOs") i 8'8O(NO;3") dla obu punktoéw
oprobowania na Wisle. Dla 81"N(NOs3") widoczne s3 dwa maksima, jedno w okresie jesiennym (wrzesien,
pazdziernik) a drugie w okresie wiosennym (marzec, kwieciest). Dla 8'8O(NO;") wystepuje jedno szerokie

minimum w okresie jesienno—zimowym oraz maksimum w okresie letnim (czerwiec—wrzesien).

45
i @  Stopien Wodny "Kosciuszko"
iy @ Most Wandy
354
L ]
= 304 ? =
2 °
E i
" 254 o °
) 4
Z & §
& 204 ¥ . -
= -
5 4
N ] ®
2 154 ‘é ® »
w2 -
e = ® ™
10 < ; . ®
| . °
54 L] L]
| Y J
0 — T T T I T T T T T T 1
Vil vil IX X X Xl | I m v vV Vi
2005 2006

Rys. 6.14. Zmienno$¢ stezenia azotandéw w okresie od lipca 2005 do czerwca 2006 roku w wodzie z Wisty (Stopien
Wodny ,,Kosciuszko” i Most Wandy). Niepewno$¢ wzgledna oznaczenia stezenia azotandw wynosi +1,4%.
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Rys. 6.15. Korelacja pomiedzy stezeniami azotanoéw w Wisle przy Stopniu Wodnym ,,Kosciuszko” i Moscie Wandy.

89



8"NINO,),, iy [%0]

Rozdzial 6. Zastosowanie opracowanych procedur wyznaczania skiladu izotopowego azotandw do badania probek srodowiskowych

24 %
1 @ Stopicn Wodny "Kosciuszko" @ Stopien Wodny "Kosciuszko"
e ®  Most Wandy 204 & Most Wandy
204 s
13_. ° - 244 [ e
] g £ p
f o =
15—. . L] ; 18 §
14 4 § O . j . g
;8 . = 124 ,
124 = . é o 21 s .
{ o . g & %
104 % - S 6l E .——# 7
o . L] [2+]
8 . B ey
'- . ol ° L] o L —
GE 1] (]
1 L]
4 | I I ] I ] ] 1 ] 1 1 T € I ) I 1 I ) I I I I I I
VIIVIT IX X XI XTI I O M IV V W VI VIl IX X XIXHI I I moIvovV o
2005 2006 2003 2006
Rys. 6.16. Zmiennos¢ sezonowa skladu izotopowego azotu (po lewej) i tlenu (po prawej) azotanéw w okresie od lipca
2005 do czerwcea 2006 roku w probkach wody z Wisty (Most Wandy i Stopien Wodny ,,Ko$ciuszko™).
Na rysunku 6.17 przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy skladem izotopowym azotu azotanowego a stezeniem
azotanéw w wodzie wislanej, ptzy czym zastosowano nastepujace uklady wspélrzednych: 8'SN=£(1/NO3")
oraz 3PN=f{(InNO3").
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Rys. 6.17. Zaleznos¢ pomiedzy skladem izotopowym azotu azotanowego 8'’N(NOj"), a stezeniem azotandéw w probach
wody zebranych w Krakowie z Wisty (Stopien Wodny ,,Kosciuszko” i Most Wandy). Wykresy sporzadzono w dwoch
uktadach wspélrzednych: 81N=£(1/NO;s") i 8"N=£f(InNO3").

Na rysunku 6.18 przedstawiono zalezno§¢ skladu izotopowego tlenu 818O(NO;") w funkeji skladu

izotopowego azotu 8"’N(NO;3") w azotanach rozpuszczonych w wodzie pobranej z Wisty w obu punktach
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obserwacyjnych. Strzalkami polaczono punkty reprezentujace dany miesiac oprébowania. W prébach wody
pobranych z Mostu Wandy obserwowano w wigckszosci przypadkéw wzrost wartosci 61°N(NOj3™) azotanow (9
préb na 12) oraz 8'8O(NO3") azotanéw (11 préb na 12) w poréwnaniu z wartosciami wyznaczonymi dla
Stopnia Wodnego ,,Kosciuszko”. Réznice te wskazuja na obecno$é proceséw denitryfikacji bezposrednio w
korycie rzeki albo doplyw azotanéw bardziej zdenitryfikowanych z obszaru aglomeracji krakowskiej, badz
obecnos¢ obu czynnikéw réwnoczesnie. Punkty pomiarowe o najbardziej dodatnich warto$ciach 8'8O(INO3"),
miedzy ok. +20%o0 i +30%o, reprezentuja miesigce letnie (sierpient 1 wrzesien 2005, czerwiec 2006). Wysokie
warto$ci 8180O(INOs") wskazuja na znaczny udzial splywu powierzchniowego w ogélnym przeptywie Wisly w
okolicy Krakowa w tym okresie (por. Rys. 6.8). Z rysunku 6.16 wynika, iz przeplyw podstawowy w Wisle (z
ang. baseflow) kontrolowany gléwnie przez wody podziemne charakteryzuje si¢ stosunkowo niskimi
wartosciami 8'’N(NOj") i 38 ONO5").
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Rys. 6.18. Zaleznos¢ sktadu izotopowego tlenu od skladu izotopowego azotu w azotanach rozpuszczonych w wodzie
pobranej w Krakowie z Wisly: ze Stopnia Wodnego ,,Kosciuszko” i z Mostu Wandy. Zaznaczone zakresy zmiennosci
SBN(INO37) 1 8'8O(NO;3") zwiazane s z azotanami o réznym pochodzeniu. Strzatkami polaczono punkty odpowiadajace
prébom pobranym w tym samym miesigcu.

Zalew Kryspindw 1

Na rysunku 6.19 przedstawiono sezonowe zmiany stezenia azotanéw rozpuszczonych w prébach wody
pobranych z Zalewu Kryspinéw 1 od lipca 2005 do czerwca 2006 roku. Zwracaja uwage ekstremalnie niskie
warto$ci mierzonych stezen, szczegblnie w okresie jesienno—zimowym. Maksimum stezenia azotandw
zaobserwowano w miesiacach letnich (lipiec—sierpien) — z wartosciami dochodzacymi do 1,7 mg/1.. Srednia za
caly okres obserwacji wynosi 0,7 mgNO; /L. Dla poréwnania, $rednia dla opadu atmosferycznego w

Krakowie za ten sam okres wynosi 3,9 mg/L.
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Rys. 6.19. Zmiennos¢ stezenia azotanéw w okresie od lipca 2005 do czerwcea 2006 roku w wodzie pobranej z Zalewu
Kryspinéw I. W prébkach z pazdziernika i listopada 2005 roku (oznaczono je strzatkami) stwierdzono stezenie azotanéw
ponizej granicy oznaczalnosci (<0,1 mgNO;3™/L).

Zmiany sktadu izotopowego §’N(INO3") 1 818O(INO3") azotanéw w wodach Zalewu Kryspinéw I w okresie
od lipca 2005 do czerwca 2006 roku przedstawiono na rysunku 6.20.
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Rys. 6.20. Zmienno$¢ skladu izotopowego azotu (po lewej) i tlenu (po prawej) azotandéw w okresie od lipca 2005 do
czerwea 2006 roku w probkach wody z Zalewu Kryspinéw 1. Znakiem zapytania ,,»”” oznaczono punkt ze stycznia 2005
roku o wspélrzednej 818 OINO;37)=+1,3%o, odbiegajacy znaczaco od pozostalych punktéw pomiarowych.
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Na rysunku 6.21 przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy skladem izotopowym azotu azotanowego a st¢zeniem
azotanéw w probach wody pobranej z Zalewu Kryspinéw 1, przy czym zastosowano nastgpujace uklady
wsp6trzednych: 85N=f(1/NOj") oraz §'"N=f(1nNO3").
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Rys. 6.21. Zaleznos$¢ pomiedzy skladem izotopowym azotu azotanowego 8'"N(NOs3"), a stezeniem azotanéw w probach
wody pobranych z Zalewu Kryspindéw I. Wykresy sporzadzono w dwéch uktadach wspélrzednych: 815N=£(1/NO5") i
SBN={(InNO3"). Na wykresie zaleznosci 3"’N=£(InNOj3") zaznaczono dopasowana prosta regresji.

Na rysunku 6.22 przedstawiono zaleznos$¢ skladu izotopowego tlenu 38O(NO3") od skladu izotopowego

azotu 8"N(NO3") w azotanach rozpuszczonych w wodzie pobranej z Zalewu Kryspindw L.
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Rys. 6.22. Zaleznos$¢ skladu izotopowego tlenu od skladu izotopowego azotu w azotanach rozpuszczonych w wodzie
pobranej z Zalewu Kryspinéw 1. Zaznaczone zakresy zmiennosci 8N(INO3") 1 880ONO3") zwiazane sa z azotanami o
réznym pochodzeniu.
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Polozenie punktéw pomiarowych na wykresie 5180=£(8'°N), w polaczeniu z niskimi st¢zeniami
azotanéw w probach woéd Kryspinowa I (Srednio 0,7 mg/L za caly okres obserwacji) w poréwnaniu ze
stezeniami  obserwowanymi w opadach w Krakowie, wskazuje na pewna obecno$¢ procesow
denitryfikacyjnych, badz to w wodach podziemnych zasilajacych zbiornik badZ to w samym zbiorniku. Zalew
Kryspinow 1 jest zasilany gléwnie wodami gruntowymi. Stosunek calkowitego doplywu podziemnego do
opadu wynosi dla tego systemu ok.. 5 (Sikora, 2003). Niewielki wzrost stezenia azotanéw w okresie letnim
moze wynika¢ z wigkszego udzialu opadu bezposrednio na powierzchni¢ zbiornika w okresie letnim, jak i
spltywu powierzchniowego. Oba te skladniki doptywu charakteryzuja si¢ zwigkszonymi st¢zeniami NO3™ w

stosunku do wod podziemnych doplywajacych do zbiornika.

6.3. Wystepowanie azotanow w zbiornikach wéd podziemnych

Zaopatrzenie ludnosci w wodg dobrej jakosci w szczegdlnosci na terenach silnie zurbanizowanych, a takze na
obszarach intensywnych upraw rolnych i gospodarstw hodowlanych staje si¢ waznym problemem ze wzgledu
na postepujace zanieczyszczenie woéd powierzchniowych 1 podziemnych. Istotnym czynnikiem
zanieczyszczajacym sa azotany.

Do rekonesansowych pomiaréw wybrane zostaly dwa zbiorniki wéd podziemnych: (i) Glowny
Zbiornik Woéd Podziemnych 333 ,,Opole — Zawadzkie”, zlokalizowany na potudniowy wschéd od Opola,
oraz (i) Gléwny Zbiornik Wéd Podziemnych 451 , Piaski Bogucickie”, rozciagajacy si¢ na wschéd od
Krakowa. Zbiorniki te sq obiektami, na ktérych prowadzone sa obecnie szersze badania hydrogeologiczne w

aspekcie potencjalnego zagrozenia skazeniami antropogenicznymi.

6.3.1. Gtéwny Zbiornik Wéd Podziemnych 333 ,,Opole—Zawadzkie”

Warunki geologiczne i hydrogeologiczne

Gléwny Zbiornik Wéd Poziemnych 333 ,,Opole—Zawadzkie” polozony jest w potudniowo—zachodniej czgdci
Polski, w wojewddztwie opolskim, na obszarach gmin: Opole, Prészkéw, Tarnéw Opolski, Izbicko,
Chrzastowice, Strzelce Opolskie, Jemielnica, Zawadzkie 1 Gogolin. GZWP 333 obejmuje obszar 952,6 km?, na
pograniczu Niziny Slaskiej i Wyzyny Slaskiej (Rys. 6.23). Stanowi podstawowe zrédlo zaopatrzenia w wode
pitna na tym terenie.

Zbiornik GZWP 333 wypelniaja przede wszystkim utwory wapienia muszlowego posiadajace
charakter szczelinowo—krasowy. Jest to nastgpstwo wystepowania skal weglanowych, gléwnie wapieni oraz
dolomitéw, w ktoérych obecnos¢ szczelin 1 spekan, a takze pustek typu krasowego ma decydujacy wplyw na
warunki przeplywu wody. Wodonosne pigtro triasowe tworza w tym regionie réwniez glebiej polozone
poziomy retu i pstrego piaskowca, ktore facznie z klastycznymi osadami czerwonego spagowca tworza

wodonosény kompleks permo—triasowy (szczegétowy opis: Stasko, 1992; Kryza i Stasko, 2000).
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Rys. 6.23. Lokalizacja Gléwnego Zbiornika Wéd Podziemnych 333 ,,Opole—Zawadzkie” (Klimaszewski, 1981; Pieczka,
2003).

Warunki hydrogeologiczne na obszarze GZWP 333 determinuje monoklinalna struktura ulozenia warstw.
Wychodnie warstw wodonosnych znajduja si¢ na potudnie od Opola, w rejonie Strzelec Opolskich (Rys. 6.24).
Naturalne krazenie i wymiana wody w obrebie GZWP 333 sy przestrzennie zrdznicowane, co wynika z
budowy geologicznej oraz zmiennej przepuszczalnodci gtéwnej warstwy wodonosénej. Zbiornik GZWP 333
mozna podzieli¢ na dwa obszary: poludniowy i pétnocny. W czesci poludniowej zbiornika, odkrytej, bedacej
tatwo przepuszczalng strefa wychodni wapienia muszlowego, jedynie czesciowo przykryta cienkim nakladem
czwartorzedowym 1 pozbawiong izolujacej pokrywy kajprowej, wystgpuja dogodne warunki zasilania i
przeplywu pozwalajace na powstawanie znacznych zasobéw woéd podziemnych. W warunkach naturalnych, w
okresie przedindustrialnym, przeplyw wéd podziemnych byl skierowany generalnie na pétnocny zachéd, w
strong doliny rzeki Odry. W czeséci pétnocnej zbiornika, pokrytej ilastymi osadami kajpru, warunki przeplywu
istotnie si¢ pogarszaja. Regionalny przepltyw wod w tej czesci GZWP 333 (Rys. 6.24) odbywal si¢ generalnie z
poludniowego wschodu na pétnocny zachéd (Zurek, 2002).

Dziatalno$¢ gospodarcza i urbanizacja, szczegdlnie w ostatnich dekadach, zaburzyly naturalne
warunki przeplywu wod podziemnych gltéwnie przez rosnacy eksploatacje wod studniami zasilajacymi lokalne
sieci wodociagowe, ktére sa aktualnie rozbudowywane i modernizowane. Powazne zaburzenia wprowadzito
réwniez intensywne odwadnianie istniejacych odkrywek gérniczych dostarczajacych surowiec dla przemystu
cementowo—wapienniczego. Powstale leje depresji w rejonie Opola, Strzelec Opolskich, Tarnowa Opolskiego
i Gérazdzy znacznie zmieniaja pierwotne kierunki przeplywu woéd. Silna ingerencja goérnicza zmienia sytuacje
hydrodynamiczna w rejonie Strzelec Opolskich, miedzy innymi przez likwidacje starych odkrywek i zalewanie

ich woda (Rozmierka).
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Rys. 6.24. Lokalizacja punktéw poboru prébek na obszarze GZWP 333 Opole — Zawadzkie na tle warunkéw
hydrogeologicznych i charakteru zagospodarowania terenu. Objasnienia: 1 — granica GZWP 333; 2 — zasieg utworow
wapienia muszlowego (Tm); 3 — zasieg utworéw kredy (Cr); 4 — zasi¢g izolujacych utwordéw kajpru (Tk); 5 — zasieg
pokrywy utworéw czwartorzedowych (Q); 6 — regionalny kierunek przeplywu wéd podziemnych; 7 — lokalne kierunki
przeptywu wéd podziemnych; 8 — lokalizacja punktoéw pomiarowych (z numeracja wedtug tabeli 6.4; 9 — tereny rolnicze;
10 — lasy; 11 — tereny zabudowane, bez kanalizacji; 12 — tereny zabudowane z kanalizacja; 13 — granice rejondéw: RTO —
rejon Tarnowa Opolskiego, RK — rejon Kosic; 14 — stezenie azotanéw (wysoko$¢ slupka w legendzie odpowiada 10
mgNO;/L)

Wystepowanie azotandw w GZWP 333

W GZWP 333 obserwuje si¢ od okolo 30 lat niekorzystne zmiany jakosci wody zwigzane z podwyzszona
zawartoscia azotanéw (Kryza 1 Stasko, 2000; Pieczka, 2003). Problem ten jest szczegélnie dotkliwy w czesci
odkrytej zbiornika, przede wszystkim w rejonie Strzelec Opolskich i Tarnowa Opolskiego (Rys. 6.24). Kilka
wigkszych uje¢ w tym rejonie zostalo wylaczonych z eksploatacji, poniewaz dostarczaly wodg o stezeniach
azotanéw znacznie przekraczajacych dopuszczalng w Polsce warto$¢ dla wéd pitnych (50 mgNO3™/L). Dla
rosngcych potrzeb zaopatrzenia ludnosci wykonuje si¢ nowe studnie eksploatacyjne zlokalizowane w
obszarze zakrytej czgSci GZWP 333 lub pobierajace wodg z glebszego poziomu pstrego piaskowca. Woda
podziemna w nowych studniach nie zawiera azotandéw, ale z powodu gorszych warunkow zasilania i
przeplywu, studnie te charakteryzuja si¢ znacznie nizszymi wydatkami niz te w poludniowej czesci GZWP
333.

Za gltowne ogniska zanieczyszczen zwiazkami azotowymi wod GZWP 333 uznaje si¢ nawozone
tereny rolnicze i nie skanalizowane obszary zabudowane. Znacznie nizsze zawartosci azotandw w czeSci
zakrytej GZWP 333 moga wynikaé z wicku wody (woda pochodzi sprzed okresu intensywnych wplywow
antropogenicznych) lub by¢ efektem procesu denitryfikacji, ktéremu w obszarze izolowanym osadami kajpru

moga sprzyjaé¢ warunki obnizonego Eh (Zurek, 2002). Zastosowanie technik izotopowych w badaniach na tym

96



Rozdzial 6. Zastosowanie opracowanych procedur wyznaczania skiladu izotopowego azotandw do badania probek srodowiskowych

obszarze miato na celu uzyskanie przynajmniej czeSciowej odpowiedzi na postawione pytania o zrdédla

zanieczyszczen oraz procesy samooczyszczania si¢ wody w zbiorniku GZWP 333.

Prezentacia i dyskusja wynikdw pomiarw

W latach 2005 i 2006 przeprowadzono na obszarze GZWP 333 kilka kampanii poboru préb wody z
wytypowanych stanowisk. Oprobowano ogdtem 33 punkty pomiarowe i z wyjatkiem oznaczonych: St—33
(Rzapie w kopalni odkrywkowej Tarnéw Opolski), St—13 (ciek Lutnia) i St—15 (zrédlto w Malni), wszystkie
pozostate byly studniami eksploatacyjnymi lub otworami piezometrycznymi. Wyniki pomiaréw stezenia
azotanow, ich skladu izotopowego, a takze zawartosci trytu zamieszczono w tabeli 6.4 oraz przedstawiono na
rysunkach 6.25, 6.26 1 6.27 (Rézanski i in., 2007). W tabeli 6.5 poréwnano wyniki pomiaréw zawarto$ci
azotanow, ich skladu izotopowego oraz stgzenia trytu dla dziewigciu studni, ktére byly badane w 2002 roku
oraz takze w latach 2005 i 2000.

Wody oprébowywane w 2005 i 2006 charakteryzuja si¢ szerokim zakresem stezed NOs™: od wartosci
ponizej 0,5 mgNO;™/L do ponad 100 mgNO;3/L, czyli znacznie powyzej dopuszczalnej wartosci dla wody
pitnej. Roéwniez szeroki jest zakres zmian skiadu izotopowego azotanéw: 3'°N zmienia si¢ od +1,1%0 do
+32,8%0, a 880 od —4,7%0 do +37,2%o. Stezenie trytu zawiera si¢ w przedziale od 0 TU do 13,1 TU. Mozna
zauwazyé, ze proby o niskiej zawartosci trytu maja rowniez niskie stezenia azotandéw (Rys. 6.25). Sladowe
stezenia azotanéw (<0,5 mgNO3™/L) wystapily w pieciu studniach (St—4, St—16, St=19, St-25, St-36). Sktad
izotopowy azotanéw w tych studniach (Rys. 6.26) sugeruje daleko posuniety proces denitryfikacji. Stezenia
azotanéw w wodach podziemnych do ok. 5 mgNO;™/L uznawane sa za naturalne tlo hydrogeochemiczne
(Witczak 1 Adamczyk, 1995).

Studnie wykazujace znaczne stezenia trytu (>10 TU) posiadaja z reguly sklad izotopowy azotandw
plasujacy si¢ w zakresach odpowiadajacych azotanom glebowym lub wlasciwy dla gleb nawozonych
(Rys. 6.26). Studnie te cechuje réwniez podwyzszone stezenie azotanéw (>10 mgNOs™/L). Wartosci te
wskazuja na niedawng infiltracje 1 staby stopien przetworzenia azotanow. Wezesniejsze badania prowadzone
na terenie GZWP 333 (Chmura i in., 2003) réwniez sugerowaly mozliwos$¢ istnienia stosunkowo szybkich
skfadowych przeptywu, mimo Ze opracowania modelowe wskazywaly na znaczny $redni wiek wody: powyzej
50 lat.

W studniach eksploatacyjnych w rejonie leja depresyjnego spowodowanego dzialalnoscia Kopalni
,» Tarnoéw Opolski” wystepuje bardzo silne zréznicowanie stezenia azotanéw. Najwicksze stezenia obserwuje
sie¢ w centrum leja tj. w Rzapiu (St-33) oraz na poélnoc i péinocny zachéd od niego (Rys. 6.24). Sklad
izotopowy azotanéw dla zdecydowanej wickszosci studni tego rejonu odpowiada skazeniom $ciekami i
nawozami naturalnymi. Zmierzone wartosci stezen NOj3™ dla poludniowego i poludniowo—wschodniego
skraju leja (St—28, St—29) sq nizsze i zawieraja si¢ w przedziale 20-35 mgNO;™ /L. Sklad izotopowy dla studni
St-29 jest charakterystyczny dla azotu glebowego natomiast dla studni St-28 wskazuje na obecnosc
zaawansowanego procesu denitryfikacji. Rejon péinocno—wschodni leja depresyjnego (St—11, St—26, St—27,
St-32) charakteryzuje si¢ wysokimi zawarto§ciami azotandéw (w przedziale 58-90 mgNO;3"/L) przy czym ich
skfad izotopowy odpowiada badz warunkom glebowym (St—11) badZz zaawansowanemu procesowi
denitryfikacji (pozostate studnie). Studnie tej grupy usytuowane sa obszarach rolniczych w rejonie nie

ostoni¢tym izolujaca pokrywa kajpru.
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Tab. 6.4. Stezenie azotanéw, ich sklad izotopowy oraz zawartosci trytu w wodach podziemnych GZWP 333 w latach
2005-2006. Objasnienia — wiek utworéw wodonos$nych: Tm — wapien muszlowy; Tr — ret; Tp — pstry piaskowiec; P —
perm; C — katbon. W nawiasach podano glebokosé studzien i otworéw. Sklad izotopowy azotu wyrazono wzgledem
azotu powietrznego, a tlenu wzgledem standardu V-SMOW. Oznaczenie: b.d. — brak danych, n.m. — nie mierzono.

Kod | Potozenie Data Warstwa Glebokos¢ 61N 6180 NO;3™ | Tryt
probkowania | geologiczna | zafiltrowania [%0] [%0] | [mg/L]| [TU]
[m]
St-01 | Szczepanek 02-11-05 Tm 77-87 (90) +4,5103 | +14,340,6 | 42,0406 [ 10,5£0,6
St=02_| Jemielnica 02-11-05 Tm 73-103 (108) +54103 | +14,3£0,6 | 100,5+1,5 [ 10,3£0,6
St=03 | Kosice 2A 02-11-05 Tm 4070 +3,9103 | +14,140,6 | 29,0405 | 10,2£0,6
02-11-05 Tm 40-70 (85) n.m, +20,0£0,6 <0,5 1,8%0,5
St-04 | Kosice 3A 28-07-06 +23510,3 | +37,240,6 | 0,6+0,1 | 2,1£0,3
02-11-06 +22,8+0,3 | +264+0,6 | 67+0,1 | 3,004
St=05_| Rozmierka 02-11-05 Tm 68-87 (90) +54703 | +14,540,6 | 41,5%0,6 | 11,3%0,7
St-06 | Sucha 02-11-05 Tm 42-57 (59) +7,120,3 | +17,0£0,6 | 45,0407 [ 11,7£0,7
St-07 | Kalinowice 02-11-05 Tm+Tr 5068 (70) +1,150,3 | +14,240,6 | 455+0,7 | 11,0£0,7
St=08 | Izbicko 08-11-05 Tm 3348 (57) +49%03 | +15140,6 | 93,0+1,4 | 13,0£08
St=09 | Poznowice 08-11-05 Tm+Tr 22-60 (60,5) +3,6£0,3 | +14,240,6 | 69,010 [ 10,8£0,7
St-10 | Raszowa 08-11-05 Tm 85-105, 115-135 | +6,1%0,3 | +155%0,6 | 23,0404 | 3,7%0,5
(185)
St—11_| Tarnéw Opolski 08-11-05 Tm 48-58 (60) +1,2703 | +145%0,6 | 90,0413 | 129%0,8
St-12_| Grotowice 1B 08-11-05 Tp+P 100-180 +6,0£0,3 | +16,640,6 | 11,8402 [ 69£0,5
St—13 | Strumyk Lutnia 08-11-05 b.d. b.d. +6,2703 | +15040,6 | 81,012 [ 12,808
St-14 | Grotowice 6B 08-11-05 Tm 120-156 +55103 | +155%0,6 | 40,0106 | 12,5%0,7
28-07-06 +58+0,3 | +16,0£0,6 | 46,0407 | 9,5%0,5
St=15_| Malnia—zrédlo 08-11-05 b.d. b.d. +5,150,3 | +16,540,6 | 58,0109 | 9,8%0,7
St—16 | Jemielnica (p.p.) 02-11-05 Tp 190-250 (266) +16,2%0,3 | +15,540,6 <05 n.m,
St—18 | Zlinice S3 28-07-06 Tm 82-104, 116-150 | +17,5¥0,3 | +3,2%0,6 | 27,0204 | 10,4£0,6
(160)
St—19 | Krosnica 46 28-07-06 Tm 95-135, 140-160 | +32,8%0,3 | +32,510,6 <0,5 0,0£0,3
(185)
St—21 | Blotnica Strzelecka 02-11-06 Tt 20-37 (40) +58%03 | +6,7£0,6 | 30,0405 | 10,6£0,6
St—22 | Farska Kolonia 02-11-06 Tm 28-38 (42) +25510,3 | +11,5+0,6 | 24,0104 | 88%0,6
St-23 | Cementownia (S-2) 02-11-06 Tm 20-24 (26) +8,9703 | +4,4£0,6 | 30,0405 [ 11,4£0,6
St—25 | Kosice 5A 02-11-06 Tp+P+C 250-300 +29,8%0,3 nm. <05 1,1£03
St-26 | Rejon Tarnéw Op. 11-11-06 Tm (50) +25150,3 | +12,630,6 | 86,013 | 9,9£0,6
St—27 | Rejon Tarn6w Op. 11-11-06 Tm (35) +33103 | +1,3%0,6 | 58,0409 |10,2%0,6
St—28 | Rejon Tarnéw Op. 11-11-06 Tm (40) +32,7%0,3 | +18,610,6 | 20,0403 [ 9,5%0,6
St—29 | Rejon Tarnéw Op. 11-11-06 Tm (50) +4,9%03 | +6,9+0,6 | 35,0405 | 85%0,5
St=30_| Rejon Tarnéw Op. 11-11-06 Tm (50) +5,9%0,3 | +10,940,6 | 32,0405 | 12,4£0,6
St-31_| Rejon Tarnéw Op. 03-11-06 Tm (50) +22,840,3 | +10,4%0,6 | 64,0409 | 12,8+0,7
St=32_| Rejon Tarn6w Op. 11-11-06 Tm (50) +19,0£0,3 | +20,030,6 | 78,0%1,1 | 12,0£0,6
St-33 | Tarnéw Opolski 15-11-06 Tm b.d. +249103 | +14,130,6 | 76,011 | 10,5£0,6
(Rzapic)
St=34 | MW P—1 11-11-06 Tm @7 +19,6£0,3 | —4,7%0,6 | 80,5112 | 12,6£0,6
St-35 | Kosorowice 11-11-06 Q+Tm (18) +25510,3 | +122%0,6 | 29,0405 | 13,1£0,7
St=36_| Kamien Slaski 1 11-11-06 Tm o) +23,910,3 | +27,140,6 <0,5 9,24+0,6

W zachodniej czesci leja, otwierajacej sic w kierunku Odry, mierzone parametry badanych studni (St-30,
St=31, St-34, St-35) zblizone sq do obserwowanych w centrum leja, przy czym studnia St-34 moze by¢
dodatkowo zanieczyszczona w wyniku doplywu $wiezej wody silnie skazonej $ciekami komunalnymi z
pobliskich Kosorowic.

Punkt St-33 (Rzapie), znajdujacy sic w centralnej czeSci odkrywki Kopalni ,,Tarnéw Opolski”,
charakteryzuje si¢ woda o zblizonych parametrach do studni w pétnocno—wschodniej czesci leja depresyjnego.
Uzywanie saletry amonowej jako materialu wybuchowego do kruszenia zloza mogloby stanowi¢ dodatkowe
zrédlo azotandw. Zmierzony sklad izotopowy stosowanej saletry amonowej (81°N=-0,38%o; 8'80=+14,4%.)
jest odmienny od skladu izotopowego azotanéw wystepujacych w okolicznych studniach. Wyklucza to

hipoteze, ze materialy wybuchowe moga by¢ przyczyna zauwazalnego skazenia azotanami.
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Tab. 6.5. Zmiany stezenia azotanéw, ich skladu izotopowego i stezenia trytu w wybranych studniach GZWP 333 w
latach  2002-2006. Sklad izotopowy azotu wyrazono wzgledem azotu powietrznego, a tlenu wzgledem standardu
VSMOW. Oznaczenie: n.m. — nie mierzono.

Kod | Poftozenie Data NO; 615N 6180 Tryt
prébkowania | [mg/L] [%00] [%o0] [TU]
St—01 | Szczepanck 22-11-02 93,9514 | +0,2%03 | +133%0,6 | 131%0,7
02-11-05 420%0,6 | +4,5+03 | +143+0,6 | 10,5+0,6
St—02 | Jemielnica 22-11-02 116,017 | +2,6%03 | +13,8%0,6 | 11,7£0,7
02-11-05 100,5+1,5 +54403 | +143+0,6 | 10,3£0,6
St-04 | Kosice 3A 22-11-02 6,6%0,1 43303 | +14,620,6 | 1,1%0,5
02-11-05 <0,5 n.m. +20,0£0,6 | 1,840,
28-07-06 0,6£0,1 | +235+03 | +37,240,6 | 21403
02-11-06 67401 | +228+03 | +264%06 | 3,004
St-05 | Rozmierka 22-11-02 75,7%1,1 +3,720,3 | +16,620,6 | 13,7%0,8
02-11-05 415206 | +54%03 | +14530,6 | 11,3307
St-06 | Sucha 22-11-02 91,6£13 | +50%03 | +17,220,6 | 13,5%0,7
02-11-05 450%0,7 | +71203 | +17,020,6 | 11,7407
St-07 | Kalinowice 22-11-02 127,051,8 | +2,1%03 | +16,1%0,6 | 12,720,7
02-11-05 45507 | +1,1203 | +14240,6 | 11,0407
St-12 | Grotowice 1B 221102 244704 | +33%0,3 | +13420,6 | 9,5%0,6
08-11-05 11,8402 | +6,0+03 | +16,6£06 | 6,9%0,5
St-14 | Grotowice 6B 22-11-02 854%12 | +43%03 | +14,5%0,6 | 14,7208
08-11-05 400%0,6 | +55%0,3 | +155+0,6 | 12,5+0,7
28-07-06 460%0,7 | +58+03 | +16,0+0,6 | 9,5+0,5
St—25 | Kosice 5A 22-11-02 2,2%0,1 +4,4%0,3 n.m. 0,0£0,5
02-11-06 <0,5 +29,840,3 nm. 1,140,3
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Rys. 6.25. Zaleznos¢ stezenia rozpuszczonych azotanéw od zawartosci trytu dla uje¢ wody obszaru GZWP 333 w latach

2005-2006. Liczby oznaczaja numery studzien zgodnie z tabela 6.3. Wyrdzniono zakres tla hydrogeochemicznego (linia
ciagta). Studnia St—10 wykazuje cechy wody mieszane;.
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Rys. 6.26. Sklad izotopowy azotu i tlenu w azotanach rozpuszczonych w wodach podziemnych GZWP 333.
Zaznaczono zakresy skladu izotopowego dla réznych typow zrodet i skazer. Strzatki wskazuje kierunek zmian skladu
izotopowego azotandw w wyniku denitryfikacji.

Studnie eksploatacyjne zlokalizowane w rejonie Kosic, w centralnej czg¢sci badanego zbiornika (St—03, St—04,
St-25), znajduja si¢ w niewielkiej odleglosci od siebie i siggaja do réznych pozioméw wodonosnych.
Dostarczaja one wode znacznie réznigca si¢ stezeniami trytu i zawartoscig rozpuszczonych azotandw
(Tab. 6.4). Otwér St—03 zawiera mloda wodg pochodzaca z plytkich warstw wapienia muszlowego (stezenie
trytu 10,2 TU). Charakteryzuje si¢ ona posrednia wartoscia stezenia azotandéw (29 mgNO;™/L) oraz skladem
izotopowym odpowiadajacym nie przetworzonym azotanom wyplukiwanym bezposrednio z gleby i
nawozonych pdl uprawnych (Rys. 6.27). W studni St—04, oprobowanej trzykrotnie w okresie 2005-2000,
zaobserwowano stopniowy wzrost st¢zenia azotanéw, przy wzrastajacym stezeniu trytu (Tab. 6.5). Wskazuje
to na rosnacy udzial mlodej skladowej w wodzie doplywajacej do tej studni. Sktad izotopowy azotandéw
sugeruje daleko posuniety proces denitryfikacji. Badania mikrobiologiczne wykonane przez dr Mari¢ Chmiel
(Katedra Mikrobiologii, Wydzial Rolniczo—Ekonomiczny, Akademia Rolnicza w Krakowie) wykazaty
obecno$¢ znacznych ilodci bakterii denitryfikacyjnych w tym otworze. Inne plytkie studnie zlokalizowane w
centralnej czesci zbiornika (St-01, St—02, St—05, St-21, St—22, St-23) charakteryzujgq si¢ st¢zeniem trytu
miedzy 8 a 11 TU, znacznymi zawarto$ciami azotanéw oraz skladem izotopowym charakterystycznym dla
azotandéw glebowych. Studnia St—16, czerpiaca wode z glebszych pozioméw, zawiera tylko sladowe ilosci
azotandéw o skladzie izotopowym wskazujacym na obecnos$é procesu denitryfikacji (stezenie trytu nie byto
mierzone).

Studnia St-19 zlokalizowana w poélnocnej czesci GZWP 333 czerpie wode z warstwy wapienia
muszlowego polozonej gleboko pod izolujaca pokrywa kajpru. Sladowe stezenie azotanéw, ich sktad
izotopowy oraz brak trytu jednoznacznie wskazuja na wode stara (wiek>50 lat), z zawartoscig azotanéw silnie

zredukowang poprzez denitryfikacje. Zupelnie odmienny sklad izotopowy, charakterystyczny dla azotanow
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Rys. 6.27. Sklad izotopowy azotu, 85N (NOj"), w zaleznosci od logarytmu naturalnego ze st¢zenia azotandéw dla
badanych studni GZWP 333. Dla studni: St-02, St—03, St—25 (linia ciagla, rejon Tarnowa Opolskiego) i St—29, St-30,
St-36 (linia kropkowa, rejon Kosice) zidentyfikowano izotopowo proces denitryfikacji i na podstawie modelu Rayleigha
wyznaczono wzbogacenie izotopowe &.
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glebowych wystepuje dla studni St—10, ktéra dostarcza wode réwniez spod pokrywy kajprowej, a wigc nie
powinna zawieraé trytu i azotanéw. Zmierzone stezenie trytu wynoszace 3,7 TU, przy stezeniu azotandw
23 mgNOs7/L, sugeruja wode mieszana, ze skladowa bedaca woda wspolczesna, skazong azotanami o
znacznym stezeniu, ktére nie podlegaly procesowi denitryfikacii.

W tabeli 6.5 poréwnano stezenia trytu, zawarto$ci azotandw i ich skfad izotopowy dla 9 studni
zlokalizowanych w centralnej czesci zbiornika, uzyskane w trakcie kampanii pomiarowej w 2002 roku z
warto$ciami zmierzonymi w tych studniach w trakcie kampanii w 2005 1 2006 roku. W prébach pobranych w
2005 1 2006 roku zaobserwowano generalnie nizsze st¢zenia azotanow w poréwnaniu z sytuacjg w 2002 roku.
Zmienno$¢ w czasie stgzenia azotandéw, skladu izotopowego i zawartosci trytu obserwowana dla niektorych
studni wskazuje na duza dynamike systemu. Wielokrotnie oprébowywana studnia St—04 zmienita sklad
izotopowy z odpowiadajacego azotanom glebowym na wykazujacy znacznie posunigty proces denitryfikacii,
przy réwnoczesnych fluktuacjach st¢zenia azotandow. Zwigkszajaca si¢ zawarto$é trytu sugeruje doplyw
mlodszej wody, co daje niejednoznaczny obraz zachowania si¢ systemu. Zmiany zawarto$ci trytu w latach
2002-2006 dla wszystkich studni z wyjatkiem St—04 wykazuja spadek Dalsza obserwacja, przynajmniej
wybranych studni z obszaru GZWP 333, powinna pozwoli¢ na petniejszy opis dynamiki przypltywu wéd oraz

ewolucji w czasie stopnia zanieczyszczenia tego systemu azotanami.

6.3.2. Gtéwny Zbiornik Wéd Podziemnych 451 ,,Piaski Bogucickie”

Warunki geologiczne i hydrogeologiczne

Gléwny Zbiornik Wéd Podziemnych GZWP 451 ,,Piaski Bogucickie” umiejscowiony jest w matopolskim

Zapadlisku Przedkarpackim — rozleglym obnizeniu tektonicznym o typowych cechach rowu przedgérskiego.
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Rozciaga si¢ réwnoleznikowo 1 obejmuje potudniowo—wschodnie rejony Krakowa i cze$¢ sgsiadujacych z
miastem gmin: Klaj, Niepolomice i Wieliczka (Rys. 6.28). Piaski bogucickie zalegajace na wschéd od Krakowa
1 tworzace GZWP 451 sa naturalnym zbiornikiem wody pitnej o dobrej jako$ci. Obszar wodonos$ny to
176 km?, co plasuje GZWP 451 w grupie zbiornikéw sredniej wielkosci w skali Polski. GZWP 451 tworza
piaski i piaskowce, ktore stopniowo opadaja w kierunku pélnocnym, poczawszy od swoich wychodni na
granicy Zapadliska Przedkarpackiego az do $rodka trzeciorzedowego basenu (Rys. 6.29). Dwie podstawowe
warstwy piaskow bogucickich sg rozdzielone i przykryte utworami gliniastymi. Warstwy piaskéw jako podtoze

réwniez posiadaja gling (Rys. 6.30).

01 2 3 4km
R e

— warsiwice 25-meirowe . rzeki L2 granice GZWP 451

@ obszary misjskie ==——. drogi istnizjace i w budowie

Rys. 6.28. Orientacyjny zasieg GZWP 451 ,,Piaski Bogucickie” na tle uproszczonej mapy topograficzne;.
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Rys. 6.29. GZWP 451 ,Piaski Bogucickie z zaznaczonymi punktami poboru préb wody do pomiaru skladu
izotopowego azotanow.
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Rys. 6.30. Przekrdj hydrogeologiczny GZWP 451 ,Piaski Bogucickie” w kierunku pdinoc—potudnie pomiedzy
miejscowo$ciami Staniatki i Podl¢ze wzdluz studni o numerach: 15, 13, 21, 33.

Piaski bogucickie tworzq formacje o grubosci 175-310 m rozciagajaca sic wzdluz kierunku
ENE-WSW, nalezaca do goérnego badenu 1 leza na nieprzepuszczalnych warstwach glin chodenickich.
Przykrywajace je warstwy glin i itéw stopniowo zwigkszaja swa grubo§¢ w kierunku pétnocnym. Naleza do
osadow akumulowanych w obszarze delty, w poblizu linii brzegowej o péinocno—wschodnim kierunku
progresji, rozbudowywanych w wyniku splywu grawitacyjnego. Ku poétnocy zbiornik zaglebia sig, az po
ograniczajgce go osady fliszowe.

Warunki hydrologiczne nalezy rozpatrywac dla trzech specyficznych obszaréw: (i) obszaru zasilania
zwigzanego z wychodniami piaskéw bogucickich na poludniu, (ii) zamknietej (izolowanej) czesci centralne;j
generalnie o wodach typu artezyjskiego, oraz (iii) péinocnego obszaru wyplywu zlokalizowanego w dolinie
Wisty. Zbiornik od dotu jest ograniczony utworami chodenickimi (gliny).

Kierunek przeplywu wod podziemnych jest schematycznie zaznaczony na rysunku 6.29. W okresie
przedindustrialnym w izolowanej czg¢sci centralnej wystgpowala prawie wylacznie woda typu artezyjskiego.
Intensywna eksploatacja dla celéw komunalnych i przemystowych istotnie obnizyta zwierciadto wody na
niektérych obszarach, doprowadzajac do odwrécenia kierunku wyptywu. Dostepne zasoby wody pitnej to
ok. 40000 m3/dzieq, przy typowym wydatku studni wahajacym si¢ w granicach: 4-200 m3/h (Kleczkowski,
1990). Wiek wody (Sredni czas przebywania) zmienia si¢ od kilkunastu lat w obszarze zasilania do ok. 10
tysigcy lat w péinocnej czgsci zbiornika.

Poniewaz zbiornik ,,Piaski Bogucickie” jest eksploatowany jako Zrédlo wody pitnej, wymaga on
monitoringu jako$ci wody i identyfikacji potencjalnych ognisk zanieczyszczen. Woda uzyskiwana z odwiertéw
na obszarze GZWP 451 z reguly odpowiada normom, niekiedy tylko wymaga prostego uzdatniania. Wraz z
infiltrujacymi wodami do zbiornikéw podziemnych moga przedostawac si¢ skazenia (w tym m.in. azotany) z
powierzchniowych 7Zrédet antropogenicznych. Szacunkowy czas przenikania zanieczyszczefi z warstw
powierzchniowych do zbiornika przyjeto si¢ uznawaé za parametr charakteryzujacy stopief narazenia woéd
podziemnych (Kleczkowski i in., 1990). Wody GZWP 451 ocenia si¢ jako stabo zagrozone (klasa C), tzn. czas

migracji zanieczyszczen szacuje si¢ na poziomie 25-100 lat.
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Opribowywane studnie

Na obszarze GZWP 451 ,,Piaski Bogucickie” wykonano pomiary stezenia i skladu izotopowego azotandéw w
wybranych studniach, zlokalizowanych w zachodniej czgdci zbiornika, na stosunkowo malym obszarze
pomiedzy Prokocimiem a Wieliczka. Polozenie studni wraz z numeracjq jest zaznaczone na rysunku 6.29.
Préby wody zostaly pobrane jesienia 2006 roku w trakcie normalnej eksploatacji studni. Proby wody
pobierano do pojemnikéw plastikowych i w ciggu kilku godzin przewozono do laboratorium, gdzie
niezwlocznie mierzono stezenie azotanéw kolorymetrem DR/890 (Hach) i wydzielano azotany na kolumnach
z zywica jonowymienna celem dalszej preparatyki. Dodatkowo dla wszystkich préb dokonano pomiaru

zawartosci trytu.

Wyniki pomiardw i dyskusja

Zmierzone stezenia NO3;™ w o$miu prébach (Tab. 6.6) nie przekraczaly wartosci 2,4 mgNOs5™/L, z wyjatkiem
studni 451/8, dla ktérej zmierzone stezenie wyniosto 4 mgNOs3™/L. Wszystkie probki wykazaly stezenia
azotan6éw ponizej tla hydrogeochemicznego (5 mgNOs™/L). Trzy z nich (jedna w Prokocimiu i dwie w
Wieliczce) wykazaly stezenia azotandéw znacznie ponizej tla hydrogeochemicznego (<1 mgNO;™/L).
Pozostale trzy studnie w Prokocimiu posiadaly stezenia w granicach 1,0-1,4 mgNOs /L. W zasilajacych
Wieliczke studniach zakres ten byl znacznie szerszy i wynosit 1,9-4,0 mg/L. Wymienione studnie czerpia

wode z réznych glebokosci zawierajacych si¢ w przedziale od 27 m do 65 m.

Tab. 6.6. Stezenie i sklad izotopowy azotanéw rozpuszczonych w wodzie, zawarto$¢ trytu oraz stosunek stezen azotu
denitryfikacyjnego do réwnowagowego (Nawen)/Nagswny) (Zubert i in., 2005) zmierzone w prébach z badanych studni
GZWP 451 ,Piaski Bogucickie”. Sktad izotopowy azotu wyrazono wzgledem azotu powietrznego, a tlenu wzgledem
standardu V-SMOW. Oznaczenie: n.m. — nie mierzono.

Probka OpiS NO;~ 615N o180 Tl‘yt NZ(den.) / Nz(;()wn,)
[mg/L] | (%] | [%] | [TU]
GZWP 451/3 Fabryka Drozdzy 0,6%0,1 +26,010,3 +15,1+0,6 0,0£0,5 n.m.
GZWP 451/4 Szpital Dzieciecy w Prokocimiu 1,0£0,1 +17,7 £0,3 +0,6%0,6 19,9+0,9 n.m.
GZWP 451/5 | ZGK , Wicliczka” 24101 240103 | +12,0%0,6 | 2,703 0,34
GZWP 451/6 | ZGK , Wicliczka” 0,510,1 4260103 | +33%0,6 | 12,7%0,7 m,
GZWP 451/7 | ZGK , Wieliczka” 1,010.1 122403 | +24570,6 | 12170,6 0,17
GZWP 451/8 | ZGK ,,Wieliczka” 4,0£0,1 +16,410,3 | +21,410,6 7,8%0,5 0,10
GZWP 451/20 | Szpital Dzieci¢cy w Prokocimiu 0,5+0,1 +28,1£0,3 +20,31+0,6 n.m. 0,13
GZWP 451/30 | studnia publiczna, ul. Heleny 1,310,1 +37,810,3 +16,910,6 1,7£0,3 n.m.
GZWP 451/31 | studnia publiczna, ul. Jerzmanowskiego 1,4£0,1 +243 £0,3 | +23,8+0,6 11,4£0,6 n.m.

Zmierzone warto$ci skladu izotopowego azotanéw (Rys. 6.31) mozna podzieli¢ na dwie grupy. Studnie o
numerach: 4, 5, 3, 1 6 leza w obszarze wlasciwym dla bezposredniego skazenia organicznego Sciekami
hodowlanymi (4 i 5) oraz w bezposrednim sasiedztwie tego obszaru (3 1 6). Pozostale studnie (numery: 7, 8,
20, 30, 31) leza w zakresie skladow izotopowych wlasciwych dla azotanéw glebowych, znacznie
przetworzonych poprzez procesy typu denitryfikacji. W liczbie tych ostatnich sa dwie studnie (7 i 8) zasilajace
w wode Wieliczke i trzy (20, 30, 31) z okolic Prokocimia.
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Rozdzial 6. Zastosowanie opracowanych procedur wyznaczania skiladu izotopowego azotandw do badania probek srodowiskowych
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Rys. 6.31. Sklad izotopowy azotu i tlenu w azotanach rozpuszczonych w wodach podziemnych GZWP 451 | Piaski
Bogucickie”. Zaznaczono zakresy skladu izotopowego dla réznych typéw Zrédet i skazerr. Strzatki wskazuja zmiany
sktadu izotopowego w wyniku denitryfikacji. Przy wybranych punktach w nawiasach podano (w %) wartosci stosunku
Noden)/ Nogown)-

W przypadku wéd podziemnych zachodzenie procesu denitryfikacji jest zwigzane z produkcja
gazowego N, ktory pozostaje rozpuszczony w wodzie. Jesli nie nastgpuje naturalne odgazowanie wody,
nadmiar N> moze stuzy¢ jako wskaznik procesu denitryfikacji. W ramach wczesniejszych badan GZWP 451
zostaly wykonane pomiary nadmiarowego Nz dla niektérych studni. Szczegétowy opis techniki pomiaru i
sposobu wyliczenia nadmiarowego Ny przedstawili Zuber i in. (2005). Wartosci stosunku Noaen)/Nogown)
podane zostaly w tabeli 6.6. Wyznaczone wartosci Naen)/Nowswn) zawicraja si¢ w zakresie od 10 do 34% w
stosunku do poziomu réwnowagi. Obecnosé podwyzszonej ilosci N2 potwierdza obserwowane przesunigcia w
skladzie izotopowym azotandéw, bedac réwnoczesnie niezaleznym znacznikiem wskazujacym zachodzenie
procesu denitryfikacji w obrebie ztoza w warunkach ukladu zamknigtego.

Zmierzona zawarto$¢ trytu (Tab. 6.6) dla studni nr 3 wyniosla 0 TU, natomiast dla pozostalych
wahata si¢ w granicach 1,7-19,9 TU. Wyniki pomiaréw st¢zenia trytu jak réwniez innych znacznikéw
§rodowiskowych interpretowane byly w ramach modeli rezerwuarowych oraz postuzyly do kalibracji i

walidacji tréjwymiarowego modelu przeptywu i transportu opracowanego dla tego systemu (Zuber i in., 2005).
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Podsumowanie

Woda nalezy do podstawowych sktadnikéw srodowiska umozliwiajacych zycie i prawidtowe funkcjonowanie
organizmoéw zywych. Stad, obowiazkiem naszej cywilizacji jest ochrona zasobow wod dostepnych na kuli
ziemskiej. Jako§¢ tych zasobow jest obecnie zagrozona w wielu rejonach §wiata. Jednym z czynnikdéw
zagrozenia sg azotany pochodzenia antropogenicznego rozpuszczone w wodach powierzchniowych i
podziemnych.

Efektywne zarzadzanie kontrola jakosci wod i opracowywanie rozwiazan dla zbiornikéw i cickéw
wodnych juz zanieczyszczonych azotanami wymaga m.in. narzedzi do identyfikacji Zrédel zanieczyszczen i
badania procesow determinujacych poziom zawarto$ci azotandéw. Badania skladu izotopowego azotandéw
stanowia cenne uzupelnienie tradycyjnych analiz chemicznych. W wielu przypadkach, ze wzgledu na
odmienny sklad izotopowy azotu i tlenu w azotanach pochodzacych z réznych Zrédel azotanéw mozliwa jest
ich identyfikacja. Ponadto, transformacje zwigzkéw azotu w §rodowisku wodnym (np. proces denitryfikacji)
zmieniaja sklad izotopowy azotanéw w sposob, ktéry mozna pdzniej identyfikowa¢ na podstawie analiz
izotopowych.

Podstawowym celem przedstawionej pracy doktorskiej bylo opracowanie metodyki okreslania sktadu
izotopowego tlenu i azotu w azotanach rozpuszczonych w wodzie i wszechstronne jej przetestowanie w
oparciu o pobrane préby wod pochodzacych z réznego typu srodowisk. Wyniki badan przedstawione powyzej
uzasadniaja stwierdzenie, ze cel pracy zostal w pelni osiagnicty.

W niniejszej pracy doktorskiej wdrozono, rozwini¢to i przetestowano dwie metody wyznaczania
skladu izotopowego azotanéw rozpuszczonych w wodzie. Pierwsza z wdrozonych metod opiera si¢ na
konwersji jonéw azotanowych NO;~ do azotu czasteczkowego oraz do dwutlenku wegla. Sktad izotopowy
tych gazéw jest nastepnie analizowany z wykorzystaniem spektrometrii mas. Druga procedura wykorzystuje
bakterie denitryfikacyjne Pseudomonas aureofaciens redukujace azotany do podtenku azotu (N20),
umozliwiajacego jednoczesne wyznaczenie skladu izotopowego obu pierwiastkow. Dotychczas, metoda
bakteryjna wykorzystywana byla wylacznie do analiz matych préb wod, z pomiarem sktadu izotopowego N2O
prowadzonym przy pomocy spektrometrii mas z ciaglym przeptywem gazu (CF-IRMS). W ramach niniejszej
pracy zaadoptowano metode bakteryjna dla wickszych prébek wod, umozliwiajacych analize sktadu
izotopowego N2O off-ling, z wykorzystaniem klasycznej spektrometrii IRMS dostepnej w zdecydowanej
wigkszos¢ laboratoriow izotopowych na Swiecie.

Opracowane w pracy procedury analityczne zostaly wykorzystane w pilotazowych pomiarach skiadu
izotopowego azotandéw wystepujacych w réznych typach woéd reprezentujacych odpowiednio: (i) opady
atmosferyczne (Krakéw oraz Kasprowy Wierch), (i) wody powierzchniowe (bezodplywowy zalew
poeksploatacyjny Kryspinoéw 1 oraz rzeka Wisla w rejonie Krakowa), oraz (iii) zbiorniki wod podziemnych
(GZWP 333 i GZWP 451) stanowigce regionalne zaplecze zaopatrzenia w wodg pitng, odpowiednio w rejonie
Opola i Krakowa. Przeprowadzone pomiary skiadu izotopowego azotanéw dla wymienionych powyzej
zbiornikéw wéd podziemnych stanowily element prac nad szerszym rozpoznaniem hydrogeologicznym tych
waznych gospodarczo zasobow.

Przeprowadzone analizy prob wéd opadowych i1 powierzchniowych uwidocznily znaczna zmiennosé

sezonows stezenia azotandw i ich sktadu izotopowego, przy czym skala tej zmiennosci zalezy od typu wod i
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Podsumowanie

lokalizacji miejsca poboru. W szczegélnosci, zarejestrowano silng zmienno$¢ sezonowa 0N azotanéw
rozpuszczonych w opadach zbieranych w Krakowie i na Kasprowym Wierchu, znacznie przekraczajaca zakres
zmienno$ci dotychczas podawany w literaturze. Dotychczas nie byly raportowane w literaturze dane o
skladzie izotopowym opadéw zbieranych w glebi kontynentéw. Ponadto, pokazano wplyw aglomeracji
krakowskiej na stezenie i sktad izotopowy fadunku azotanéw niesionych przez Wiste w przekroju sezonowym
W analizowanych préobach woéd podziemnych stwierdzono wystgpowanie w niektérych ujeciach azotandéw
pochodzacych ze zrédel antropogenicznych, jak réwniez wystgpowanie procesu denitryfikacji. Obecnosc
procesow denitryfikacyjnych stwierdzono réwniez dla badanego zbiornika wéd powierzchniowych.
Przeprowadzone badania terenowe pokazaly, Ze rozwini¢te w ramach niniejszej pracy procedury
analityczne pozwalaja na w miare szybkie 1 precyzyjne okreslanie sktadu izotopowego azotu i tlenu azotandw
rozpuszczonych w wodach o réznym pochodzeniu. Hydrogeologia krajowa uzyskala w ten sposéb nowe
narzedzie badawcze, szczegélnie istotne z punku widzenia narastajacego problemu zanieczyszczenia woéd
podziemnych azotanami. Narzedzie to moze by¢ réwniez wykorzystywane w dalszych pracach badawczych

zwigzanych z dynamika cyklu obiegu azotu w $rodowisku.
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,»Anyong who can solve the problem of water,
will be worthy of two Nobel Prizes —

one for peace and one for science”.

John F. Kennedy (1917 — 1963)
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