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Résumé. Cette étude fait le point sur un ensemble de travaux réalisés pour développer une méthode d’extraction 
et de purification des phosphates à partir de matrices sédimentaires en vue d’une analyse de la composition 
isotopique de leurs atomes d’oxygène. La méthode choisie parmi les quelques procédures proposées par la 
littérature est décrite en détail ainsi que les tests auxquels nous l’avons soumise pour valider son application 
dans le contexte d’un travail portant sur la caractérisation des phosphates de sédiments.  
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Introduction  
 
L’objectif de cette étude est de présenter un ensemble de travaux et d’essais réalisés pour développer une 
méthode d’extraction et de purification des phosphates de sédiments, en vue d’analyser la composition 
isotopique de leurs atomes d’oxygène.  
 
Dans une première partie nous proposons un bref rappel de l’état des connaissances sur la spéciation du 
phosphore et la signature isotopique de l’oxygène dans les ions phosphates. Nous envisageons ensuite une 
brève revue comparée des différentes méthodes d’extraction et de purification disponibles dans la littérature. 
Connaissant les avantages et inconvénients de chacune d’elles nous choisissons la méthode mise au point par 
Tamburini et al. (2010). La procédure retenue est analysée, décrite et testée pour valider son application dans le 
contexte d’un travail préliminaire portant sur la caractérisation de sédiments du bassin versant du Lac Léman et 
du lac lui-même.  
 
Signature isotopique des atomes d’oxygène dans les ions phosphates : 
variabilités et applications 

 
Le phosphore (P) est un élément clé et souvent limitant de la productivité des écosystèmes terrestres et 
aquatiques. Bien que présent dans l’environnement quasi exclusivement sous forme de phosphate, il présente  
une spéciation complexe. Il est, soit dissous dans l’eau en tant que composé ionique issu de l’équilibre des 
formes de l’acide phosphorique selon le pH (H3PO4, H2PO4-, HPO42- et PO43-), soit participe aux nombreux 
composés organiques (oses, esters…) et inorganiques se distribuant dans les phases solides et aqueuses ou 
dans les organismes biologiques. L’ensemble des composés en solution constitue le « P-dissous ». (Tableau 1). 
Les ions phosphates sont dans ce texte notés « PO4 ». Le phosphore associé à la phase solide existe sous des 
formes chimiques très diverses dont l’ensemble constitue le « P-particulaire ». 
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 Les ions phosphates en solution constituent la principale forme de phosphore directement assimilable par les 
plantes. Les autres formes ne sont pas pour autant totalement inactives biologiquement. A la suite d’hydrolyses 
enzymatiques ou dans le cadre d’interactions phase solide / phase liquide, elles peuvent fournir un flux d’ion 
phosphate potentiellement assimilable. Cette fraction constitue le P labile ou biodisponible.  
 
Le P-particulaire est la fraction largement dominante dans les sols et sédiments et en rivière lors des crues. 
L’extrême diversité des composés qui constitue cette fraction, rend la détermination exhaustive des espèces 
moléculaires phosphatées impossible et non pertinente. La spéciation est donc caractérisée par des extractions 
sélectives séquentielles basées sur les différences de réactivité des solides contenant du P, vis-à-vis 
d’extractants. De nombreuses méthodes classiques plus ou moins raffinées, sont disponibles (Chang et Jackson, 
1958 ; Gachon 1972 ; Hedley et al., 1982 ; Ruttenberg, 1992 ; Ruttenberg et al., 2009 ; Williams et al. 1976, 
1980). Elles différentient des groupes de composés homologues par rapport à la technique d’extraction choisie et 
donc vis-à-vis de certains comportements physico-chimiques. Du fait des incertitudes associées à ces méthodes 
et des possibilités d’évolutions bio-physico-chimiques du phosphore dans les divers compartiments de 
l’environnement et lors des transferts, la spéciation du P ne constitue pas un traceur très puissant des sources de 
phosphore du milieu aquatique.  
 

Tableau 1. Spéciation simplifiée du phosphore  
 

 Fraction 

P total 
 

P-dissous 
 

Ion phosphate (PO4)  
P-organique (Phosphonate, ATP, ADN, …) 
Polyphosphate 
 

P-particulaire  P-biologique 
P-sorbé (argiles, CaCO3…) 
Formes cristallisées (divers minéraux primaires) 
Formes précipitées avec cations (Fe3+, Ca2+, Al3+, …) 

 
Contrairement à l’azote, au carbone, à l’oxygène et au soufre, le phosphore n’a qu’un isotope stable (31P). Il ne 
peut donc pas être tracé à partir du rapport de ses isotopes stables. L’isotope radioactif 32P est largement utilisé 
en agronomie (Fardeau, 1993) mais son usage est exclu dans les travaux in situ.  
 
Dans tous les composés présents dans la nature, le phosphore est fortement lié avec l’oxygène qui lui présente 
trois isotopes stables: 16O 99,757%, 17O 0,038% 18O 0,205%. L’analyse de la composition isotopique de ces 
atomes d’oxygène des ions phosphates (δ18Op) peut fournir une signature caractéristique de l’origine et des 
processus de fractionnement isotopique. L’état de connaissance concernant ces processus est encore 
fragmentaire, bien qu’en plein développement. Les acquis opérationnels sont néanmoins suffisants pour d’ores et 
déjà envisager des applications. Nous mentionnons les principaux acquis ci-dessous. 
 
(1) En l’absence d’activité biologique, la liaison P-O des phosphates organique et minéral, résiste à l’hydrolyse 
dans les conditions de température (inférieure à 80°C), de pH et de pression habituelles de l’environnement 
(Lecuyer et al., 1999). Par conséquent, dans les écosystèmes, les échanges d’oxygène entre phosphates et eau 
associés à des processus abiotiques d’hydrolyse, sont négligeables. Aucune évolution significative de la 
signature isotopique ne leur est due.  
(2) La précipitation et la dissolution de différents minéraux phosphatés, ainsi que les phénomènes d’absorption et 
désorption à la surface des minéraux entraînent un fractionnement faible de l’ordre de 1‰ δ18Op, (Liang et Blake, 
2007 ; Jaisi et Blake, 2010). 
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 (3) Les processus biologiques réalisant l’hydrolyse enzymatique des liaisons P-O permettent un échange avec 
des atomes d’oxygène de l’eau impliquée dans l’hydrolyse. Ce mécanisme est rapide et peut engendrer des 
fractionnements isotopiques importants.  
 
La signature isotopique de l’oxygène du PO4 est donc susceptible d’être modifiée principalement par des 
processus métaboliques mettant en jeu : 
 
(1) un équilibre de fractionnement thermodynamique fonction de la température (Longinelli et Nuti, 1973) qui 
est décrit par l’équation empirique : δ18Op = [(111.4-T)/4.3] - δ18Oeau ; (T en °C). Des travaux plus récents (Blake 
et al., 1997, 2000, 2005 ; Colman et al., 2005) montrent que cet équilibre résulte souvent d’un phénomène 
dominant, l’activité intracellulaire d’une enzyme clé du métabolisme cellulaire du phosphore : la pyrophosphatase 
(Figure 1) ; 
 
(2) des fractionnements cinétiques sont dus à la minéralisation extracellulaire du P organique (Figure 2) 
(Blake et al., 2005 ; Liang and Blake, 2006) ; il s’agit probablement de fractionnements enzymes spécifiques. La 
phosphatase alcaline et la 5’-nucléotidase induisent expérimentalement un fractionnement respectivement de -
30‰ à -10‰ δ18Op des phosphates résultants. Mais nombre d’autres enzymes restent encore à tester, 
notamment les phosphoestérase et les ribonucléases. De fait, toutes les hydrolyses de composés organiques du 
P sont susceptibles de modifier la signature du PO4 (Figure 2) ;  
 
(3) un fractionnement cinétique associé à l’adsorption par les cellules vivantes ; en 2005, Blake et al. 
montrent que les cellules de E. coli adsorbent préférentiellement du phosphate léger (enrichi en 16O). 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. Métabolisation des phosphates par  la pyrophosphatase. 
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Figure 2. Mécanismes d’hydrolyse enzymatique des phosphoesters ; RNAse = ribonucléase, catalyse les premières étapes 

de l’hydrolyse du ARN, APase = phosphatase alcaline  (d’après Liang et Blake, 2006). 
 
La première utilisation notable des isotopes δ18Op est dûe à Longinelli et Nuti (1973) qui se servent de cette 
signature sur des bio-apatites, (composées constitutifs des os et des dents) comme proxy de la température dans 
des études de paléo-environnement (Shemesh et al., 1988 ; Lecuyer et al., 1999 ; Zazzo et al., 2004). Plus 
récemment quelques auteurs appliquent cet outil isotopique au P-dissous des systèmes aquatiques (surtout en 
estuaires et milieux marins) pour tracer les différentes sources de P, décrire son utilisation biologique et son 
 turnover  dans ces écosystèmes (Markel et al., 1994 ; McLaughlin et al., 2004 ; Colman et al., 2005 ; McLaughlin 
et al., 2006a ; McLaughlin et al., 2006b;Elsbury et al., 2009). Elsbury et al., 2009  tentent de déduire de la 
variabilité isotopique la charge interne de lacs (transfert du phosphore à partir des sédiments vers le plan d’eau). 
Les investigations portant sur les milieux terrestres (système sol - plante) se développent depuis peu (Zohar et 
al., 2010 ; Tamburini et al., 2012 ; Angert et al., 2011) pour élucider différents aspects du cycle du phosphore : 
recyclage biologique par les  microorganismes, prélèvement des plantes en relation avec les différents  pools  de 
P présents dans le sol. Au total l’utilisation du δ18Op pour décrire les cycles aquatique et terrestre du P n’a pas 
encore donné lieu à un grand nombre de travaux de recherche (une vingtaine de publication) bien que l’intérêt 
pour cet outil se soit largement accrue depuis 3 ou 4 ans. A noter qu’il n’existe aucune publication relative aux 
lacs européens, sauf une étude très préliminaire de Guyard (2010), alors qu’ils offrent toute une série de gradient 
de conditions climatiques (de méditerranéen à alpin), morphométriques (temps de résidence, relation lac / bassin 
versant et colonne d’eau / sédiment, etc.) et trophiques (de oligotrophe à eutrophe) et donc de cycle et de bio-
utilisation du P.  
 
Ce bref tour d’horizon bibliographique montre que la signature isotopique δ18Op, peut contribuer à tracer certaines 
sources et processus de transformation du phosphore du milieu aquatique, à l’image de ce qui est réalisé 
couramment pour les nitrates et sulfates (Rafter et al., 2013 ; Lloyd, 2012). Plusieurs auteurs insistent sur la 
possibilité d’utiliser l’évolution de la signature isotopique pour compléter les connaissances concernant le 
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métabolisme global du P dans les écosystèmes lentique et lotique. Il est possible d’envisager d’obtenir des 
informations nouvelles sur le devenir et la biodisponibilité de certaines sources de P.  
 
Les recherches envisageables se heurtent nécessairement au manque de connaissances sur les mécanismes du 
fractionnement isotopique des atomes d’oxygène des ions phosphates dans les écosystèmes. L’effet fractionnant 
associés aux différentes transformations biologiques du phosphore, qu’il s’agisse d’effets cinétiques ou 
d’équilibre thermodynamique, sont encore mal connus. Une caractérisation plus exhaustive des fractionnements 
associés à l’action des divers enzymes du cycle du phosphore reste à établir. L’étude de Blake et al. en 2005 fait 
figure d’exception. A ce jour, aucune étude n’est publiée en ce qui concerne les algues et une seule traite des 
plantes (Pfahler et al., 2013). La variation de la signature isotopique dans les sols due à l’assimilation du 
phosphore par les plantes n’est pas non plus connue.  
 
Une autre contrainte prévisible résulte du manque de données sur la variabilité des signatures de l’isotope de 
l’oxygène dans les ions phosphates des diverses sources potentielles de phosphore des milieux aquatiques et 
terrestres (Figure 3). 
 

 
 

Figure 3. Signature isotopique (δ18Op) de différentes sources potentielles de phosphates (Young et al., 2009). 
 
 
Extraction et purification des phosphates dans une matrice solide pour l’analyse 
isotopique de l’oxygène : comparaison de méthodes 
 
L’analyse isotopique de l’oxygène de l’ion phosphate nécessite toujours  trois étapes :  
 
(1) l’extraction - re-concentration des ions phosphates de la matrice solide (pour une matrice liquide, cette 
étape est réduite à la simple re-concentration des phosphates dans l’échantillon) ; 
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 (2) la purification - précipitation qui vise à purifier l’extrait en supprimant la matière organique (MO), les 
chlorures, les nitrates…et permet de précipiter les phosphates sous forme d’un composé solide, le phosphate 
d’argent (Ag3PO4), adapté à l’analyse isotopique ;  
 
(3) l’analyse isotopique du δ18Op par spectrométrie de masse.  
 
L’extraction - re-concentration  
 
L’étape d’extraction - re-concentration à partir d’une matrice solide comprend : (1) toujours une extraction 
adaptée de méthodes d’extraction séquentielle déjà existantes et développées par ailleurs pour caractériser les 
différents  pools  de phosphore dans les sols et les sédiments (Tableau 1) ; (2) suivi parfois d’une re-
concentration utilisant la méthode MAGIC, méthode qui est basée sur une co-précipitation du PO4 avec de 
l'hydroxyde de magnésium (Karl  et Tien, 1992). 
 
Les procédures utilisées pour cette première étape diffèrent selon les auteurs et les matrices. Il existe différentes 
méthodes d’extraction (Tableau 2), par exemple avec un acide, une solution basique ou avec une résine 
anionique. Pour le traitement des matrices solides, il convient de noter que les différences de procédure se 
traduisent par des conditions d’extraction plus ou moins agressives qui ont des conséquences importantes en ce 
qui concerne les formes de P composant l’extrait (Zohar et al., 2010). C’est un choix essentiel à raisonner en 
considérant le milieu et les objectifs du travail. 
 
La purification - précipitation 
 
Il existe trois procédures de purification des ions phosphates (Tableau 2) : (1) l’utilisation de résines 
échangeuses d’ions, (2) la précipitation de composés minéraux du phosphore associée à l’emploi de 
résines cationiques (McLaughlin et al., 2004 ; Tamburini et al., 2010) et (3) la combinaison de l’adsorption sur des 
hydroxydes de fer et l’usage de résines anioniques (Gruau et al., 2005). Ces différentes procédures visent à 
éliminer la matière organique, les chlorures et les cations (Figure 4). 
 
Les conditions requises 
 
Les étapes d’extraction-re-concentration et de purification doivent satisfaire aux conditions suivantes : 
 
(1) il est primordial d’obtenir au final du phosphate d’argent avec un degré de pureté élevé. La présence 
d’impuretés, tel que matières organiques et / ou nitrates, qui contiennent de l’oxygène et possèdent en 
conséquence leur propre signature isotopique, peut altérer la détermination isotopique des phosphates. Il faut 
aussi éliminer les ions chlorures en solution susceptibles de précipiter sous forme de chlorure d’argent (AgCl) en 
compétition avec la formation des phosphates d’argent ; 
 
(2) les différentes étapes d’extraction et de purification ne doivent pas produire de fractionnement isotopique. Ce 
risque existe si les réactions de précipitation ne sont pas complètes et / ou si d’autres espèces de phosphore (P-
organique ou P-condensé, c'est-à-dire des composés avec un rapport O/P inferieur à 4) s’hydrolysent par l’action 
d’acides forts. Pour contrôler cet artefact analytique certains auteurs (McLaughlin et al., 2006 ; Tamburini et al., 
2010) recommandent de traiter les échantillons en double, l’un avec du milieu réactif marqué avec de l’eau 
enrichie à l’18O et l’autre avec du réactif non marqué ; cette procédure permet de mettre en évidence une 
éventuelle hydrolyse ; 
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(3) finalement, il est nécessaire d’obtenir une quantité de matière suffisante pour l’analyse de spectrométrie de 
masse isotopique, c'est-à-dire 600-1200µg de phosphate d’argent marqué et non-marqué de manière à pouvoir 
faire l’analyse au moins en duplicat. 
 
 
L’analyse isotopique de l’oxygène 

 
Pour l’étude isotopique de leur oxygène, les phosphates sont préalablement convertis en phosphate d’argent : 
cet analyte a l’avantage d’être un composé solide stable et de faible hygroscopie (Venneman et al., 2002). 
 
La spectrométrie de masse isotopique est basée sur la pyrolyse de l’analyte. Dans ce cas d’étude, l’oxygène lié 
au phosphore est converti en monoxyde de carbone (CO). Pour cela, une quantité connue comprise entre 300 et 
600µg de Ag3PO4 est déposée dans une capsule en argent puis est introduite dans le TC/EA (analyse 
élémentaire par conversion haute température - pyrolyse) via un passeur automatique, dont le four est maintenu 
à une température suffisante pour la pyrolyse (1450°C). Les gaz ainsi produits, sont transportés par un flux 
d’hélium jusqu’à une colonne de chromatographie gazeuse pour séparer le monoxyde de carbone des autres gaz 
produits. Le monoxyde de carbone est ensuite envoyé au spectromètre de masse où il est ionisé ; les ions sont 
collectés en fonction de leur rapport masse / charge dans des cuves de Faraday et convertis en valeurs δ18O 
(Equation 1) par rapport à une valeur de référence internationale, généralement le VSMOW (eau océanique 
moyenne normalisée de Vienne). La calibration et la correction de la dérive de l’appareillage sont effectuées par 
la mesure répétée de standards.  
 

 

δ18O =
Réch − Rst

Rst

×1000 (Équation 1) ou  Réch est le rapport isotopique (18O/16O) de l’échantillon and Rst est le 

rapport isotopique de référence (VSMOW) 
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Tableau 2. Synthèse des méthodes d’extraction et de purification des phosphates existantes dans la littérature 
 

 
 
 
 

Colman et al., 
2005 ; 
Goldhammer et 
al., 2011 

Gruau et al., 
2005 

McLaughlin et 
al.,  2006c 

McLaughlin et 
al., 2004 

Tamburini et al., 
2010 

Liang et Blake, 2009 Zohar et al.,  
2010 

Jaisi et Blake, 2010 

1 .  
Matrice 

Eaux douces,  
eau de mer, 
sédiments 

Eaux douces et 
usées, engrais  

Sédiments, 
sols 

Eau de mer Sols, engrais Solution artificielle Sols Sédiments 

2.  
Etape d’extraction - 
re-concentration 

MAGIC(a) répété - Digestion 
HNO3 à 50°C 

MAGIC(a) 

 

Extraction avec HCl 
1 M  

- Extraction 
séquentielle selon 
Hedley (1982) 
modifiée 
 +  
MAGIC(a) 

Extraction 
séquentielle avec 
procédure SEDEX(c)  
+ 
 MAGIC(a) 

3. 
Purification -
précipitation 

Elimination 
de la matière 
organique 

Résine 
anionique 

Charbon actif - -  
 
 
 
 
résine DAX(d)  
+  
Précipitations APM 
et MAP(b) 

Résine anionique Précipitation des 
acides humiques 
et/ou résine DAX(d) + 
H2O2 après 
précipitation du 
Ag3PO4 

Précipitation APM et 
MAP 

Elimination 
des chlorures 

MAGIC(a) répété 
lors de 
l’extraction 

Adsorption sur 
hydroxydes de 
fer ferreux  
 + 
résine anionique 

Précipitation 
CePO4  

Précipitation 
CePO4  

MAGIC(a) répété Précipitation du 
CePO4 

Elimination 
des cations 

Résine 
cationique 

Résine 
cationique  

Résine 
cationique  

Résine cationique 
 

Résine cationique Résine cathionique Résine cationique  

Précipitation 
de Ag3PO4 

Micro- 
précipitation 

Non spécifiée Précipitation 
rapide 

Précipitation 
rapide 

Précipitation, micro- 
précipitation 

Précipitation lente Non spécifiée Précipitation lente 

(a)MAGIC = Co-précipitation induite avec du magnésium (Karl et Tien, 1992) ; (b) APM  =  phosphomolybdate d’ammonium, MAP  =  magnésium ammonium phosphate ; (c) voir 
Ruttenberg, 1992 ; (d) Résine Supelite DAX-8 (N° CAS 11104-40-8) 
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Les avantages et inconvénients des différentes méthodes d’extraction et de purification des 
phosphates 
 
Notre choix initial s’est porté sur les méthodes de McLaughin et al. (2004), Tamburini et al., (2010) et Colman et 
al., (2005), les autres protocoles ayant été écartés d’emblée car soit représentant une combinaison des 
précédentes ou n’ayant pas été testés sur des matrices solides complexes.  
 
Parmi les méthodes citées (Tableau 2), nous avons appliqué le protocole de McLaughlin et al. (2004) sur des 
échantillons d’eau et d’engrais (Guyart, 2010) et mis en évidence les  difficultés suivantes : 
 
(1) la faible reproductivité des analyses ; 
 
(2) les rendements de récupération du PO4 initial faibles (< 60%) ; 
 
(3) la nécessité d’un ajustement très précis et difficile à obtenir du pH à 5,5 pour la précipitation du phosphate de 
cérium.  
 
Tamburini et al. (2010) montrent par ailleurs que la plupart des échantillons de sol traités par la méthode de 
McLaughlin pré-citée, présentent une contamination de l’analyte par de la matière organique résiduelle. 
 
La méthode de Colman (2002) basée sur l’utilisation successive de résines échangeuses anionique et cationique 
pour purifier les phosphates, s’avère, selon son auteur, performante pour de très petites quantités mais coûteuse 
et difficile à mettre en œuvre. Elle nécessite en effet un équipement dédié (pompe péristaltique, colonnes de 
résine), une connaissance très précise des temps de transit des divers espèces à travers les résines, et 
finalement un contrôle rigoureux du pH sans lequel il existe un risque de perte d’une fraction importante des ions 
phosphates. 
 
Par conséquent, ces deux protocoles d’extraction et de purification des phosphates pour l’analyse isotopique de 
l’oxygène sont écartés. La méthode mise au point par Tamburini et al. (2010) est choisie, appliquée et testée, sur 
des matrices solides, type de matrices pour lesquelles cette méthode a été initialement mise au point. 
 
Mode opératoire d’extraction et de purification des phosphates   
 
Principe général 
 
Le protocole de Tamburini et al. (2010) comprend une extraction des phosphates de la matrice solide. Cette 
extraction ne nécessite pas d’étape de re-concentration (Tableau 2). Elle est suivie directement d’une série de 
précipitations et dissolutions dont objectif est d’éliminer  tous les éléments de la solution initiale pouvant affecter 
l’analyse isotopique. A l’issue de cette procédure, les phosphates sont isolés sous forme de phosphate d’argent, 
produit final qui permet de procéder à l’analyse isotopique de l’oxygène. 
 
Protocole 
 
Le protocole synthétique est représenté sur la Figure 4 et le mode opératoire détaillé est disponible sur 
demande. Nous insistons ci-dessous sur quelques points importants.  
Tamburini et al. (2010) réalise l’étape initiale d’extraction avec une solution d’acide chlorhydrique 1M sous 
agitation pendant 16 h. Il est important de ne pas dépasser cette molarité pour éviter l’hydrolyse massive de 
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certains composés phosphorés. A noter que pour des sédiments fortement carbonatés présentant une 
effervescence lors de l’ajout de l’extractant, nous avons été amenés, pour extraire des quantités de phosphore 
comparables aux autres échantillons, à doubler le volume d’HCl (1/20 de sol ou sédiment versus HCl 1M). Ceci 
nous permet d’obtenir un pH comparable (pH # 1) pour tous nos mélanges acide - sédiment. 
Chaque échantillon est traité en double en utilisant de l’acide marqué avec de l’eau enrichie à l’18O (au 97%, 
Aldrich) et de l’acide non marqué. En effet, l’extraction avec un acide fort peut donner lieu à l’hydrolyse du P-
organique ou de P-condensé, d’où le risque d’incorporer des atomes d’oxygène de la solution acide dans les 
phosphates. Dans ce cas, les ions phosphates de la solution marquée prennent des valeurs isotopiques plus 
élevées que ceux de la solution non marquée et il est possible de calculer la valeur initiale du δ18O avec un 
simple bilan de masse : 
 

(Équation 2) 

(Équation 3) 
 

δδ echO18 et echO18δ  sont les rapports isotopiques mesurés sur l'échantillon marqué et non marqué, δδ eauO18

et eauO18δ  sont les rapports isotopiques mesurés dans l'eau des solutions HCl marqué et non marqué, 

initialO18δ  est le rapport isotopique initial inconnu et x c’est la quantité inconnue d’oxygène qui a été échangé 
avec l’eau  
 
Cet artéfact analytique doit être évalué pour tout nouveau type de matrices solides.  
 
Après l’extraction, le mélange extractant - matrice est filtré et le filtrat collecté. Une fraction du filtrat est prélevée 
et analysée selon  Afnor NF EN 1189 pour vérifier si la quantité de PO4 présente est suffisante pour entamer la 
procédure de purification. Pour être utilisée avec succès, cette méthode nécessite au moins 10-20 µmoles de 
phosphore dans l’extrait. 
Le protocole de purification a été mis au point par Tamburini et al. (2010) initialement sur des sols et des 
échantillons riches en matières organiques tels que des engrais organiques. Par rapport à ce protocole de 
référence publié, le passage sur une résine DAX s’est avéré inutile, l’élimination des composés organiques se 
produisant ultérieurement (Tamburini, com. pers.). Les ions phosphates du filtrat sont donc directement précipités 
en milieu acide sous forme de phosphomolybdate d’ammonium (APM). Ce précipité est dissous et les ions 
phosphates sont reprécipités en milieu basique sous forme de magnésium ammonium phosphate (MAP ou  
struvite). Cette double précipitation permet d’éliminer les chlorures (étape MAP) et la matière organique (étapes 
MAP et AMP).  
Pour certains échantillons très riches en carbonate de calcium, lors de la précipitation de l’APM de couleur jaune, 
un autre solide de couleur blanche  (identifié comme étant du molybdate de calcium) peut apparaître et doit être 
éliminé. Dans ce but (1) l’étape de dissolution - re-précipitation en milieu basique visant à former du MAP est 
répétée c’est la variante A) ou (2) une filtration supplémentaire (0,2µm) avec élimination du résidu solide est 
réalisée, c’est la variante B.  
Les cristaux de struvite résultant de la précipitation sont dissous et la solution obtenue est mélangée avec de la 
résine cationique afin d’éliminer les ions magnésium. Enfin, les ions phosphates purifiés sont précipités sous 
forme de phosphate d’argent en ajoutant du nitrate d’argent en solution de nitrate ammonium. Le précipité obtenu 
est ensuite filtré. Lors de cette étape, il est important de bien rincer avec de l’eau ultrapure pour éliminer tout le 
nitrate.  
La procédure d’extraction - purification présenté ci-dessus a été testée à la fois sur des solutions synthétiques et 
sur des extraits de sédiments et de sols prélevés dans la région lémanique.  

( ) δδ δδδ eauinitialech OxOxO 181818 1−+⋅=

( ) eauinitialech OxOxO 181818 1 δδδ −+⋅=
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Figure 4. Schéma du protocole d’extraction et de purification des phosphates pour l’analyse isotopique de l’oxygène 

(Tamburini et al., 2010, modifié) ; APM =  phosphomolybdate d’ammonium, MAP = magnésium ammonium phosphate ,  
MO = matière organique. 
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Evaluation expérimentale du protocole  
 
Campagne de prélèvement - Site d’étude 
 
Les échantillons utilisés pour les tests méthodologiques proviennent de deux  bassins versants pilotes adjacents 
de la région lémanique, le Foron et le Redon, déjà largement décrits antérieurement en terme de transfert, de  
bilan et de spéciation du phosphore (Feuillade and Dorioz, 1992 ; Dorioz et al., 1998). Il s’agit d’échantillons de 
sédiments de marais et de rivières et de sols. Les prélèvements en rivière sont réalisés en étiage (mars et 
septembre, 2012). Les sols et sédiments proviennent pour l’essentiel de l’altération et de l’érosion de matériaux 
morainiques (dépôts würmiens de roches sédimentaires et cristallines, glacier du Rhône). A ces échantillons 
s’ajoutent deux sédiments provenant d’une carotte du lac Léman (référence : LEM 10P601A) fourni par le 
laboratoire EDYTEM (CNRS - Université de Savoie).  
 
Prétraitement de la matrice solide 
 
Après séchage à l’air, les échantillons sont tamisés à 0,2 mm. Les extractions à HCl 1M sont réalisées sur la 
fraction < 0,2 mm car celle-ci contient à la fois l’essentiel du phosphore présent dans la phase solide des 
sédiments et sols et constitue la fraction la plus biogéochimiquement active (Poulenard et al., 2008).  
Quantification du phosphore extrait dans les matrices solides 
 
Le Tableau 3 compile les concentrations en PO4 et phosphore total (Ptot) dans les extraits à l’acide issus des 
différents sédiments et sols étudiés. Les dosages sont effectués après filtration à 0,45µm, selon les procédures  
Afnor NF EN 1189. L’erreur sur le dosage du PO4 et du Ptot est respectivement de 6% et 7%. 
 
Tableau 3. Concentration en phosphates (PO4) et phosphore total (Ptot) des extraits acides filtrés à 0,45µm ;      * sédiments 

dont le rapport extractant-matrice a été doublé ; nombre de réplicat de 2 à 7 ; STEP : station d’épuration des eaux usées 
 

Code 
échantillon 

Origine des échantillons  
 
 
Sédiments  

Date de 
prélèvement 

PO4    

mg P.L-1 
Ptot 

mg P.L-1 

1  Redon amont * 26/03/2012 35,89 40,06 
2  Redon amont STEP  06/09/2012 57,95 59,33 
3   Redon aval STEP (1) 26/03/2012 63,18 68,20 
4  Redon aval STEP (2) 06/09/2012 75,03 77,62 
5  Redon, Exutoire * 03/09/2012 41,26 41,90 

          6  Foron, Exutoire 26/03/2012 50,13 50,18 
7  Marais, entrée Est   03/09/2012 46,02 46,84 
8  Marais, entrée Ouest  03/09/2012 33,25 34,72 
9 Marais, exutoire   03/09/2012 5,54 7,50 

10  Carotte sédimentaire, Léman  
Sédiments récents  nov. 2010 38,97 43,25 

11 Carotte sédimentaire, Léman  
Sédiments anciens nov. 2010 35,15 34,92 

  
Sols du Redon 

   

12  Sol cultivé, horizon A, (0-10 cm) 06/09/2012 89,77 95,57 
13  Sol cultivé, horizon BC (-100 cm) 06/09/2012 45,77 46,45 
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Le phosphore extrait à l’acide est constitué en moyenne de plus de 90% de PO4, à l’exception de l’extrait 
provenant de l’échantillon de sédiment de l’exutoire du marais dont le rapport PO4/Ptot est d’environ de 70% ce 
qui suggère une forte teneur en P-organique (caractéristique reconnue lors de travaux antérieurs). Les 
concentrations en PO4 et phosphore total les plus élevées sont détectées dans le sol cultivé, horizon A (0-10 cm), 
les plus faibles dans les sédiments de l’exutoire du marais. Concernant les sédiments prélevés sur la rivière 
Redon, il existe globalement une tendance à l’augmentation des concentrations en P extrait de l’amont à l’aval, 
ce qui correspond bien aux observations faites antérieurement (Dorioz et al., 1998).  
 
Validation des méthodes d’extraction et de purification des phosphates 
 
Une première validation, évoquée précédemment, consiste à tester les possibilités d’artéfacts analytiques dus à 
l’extraction acide. Pour cela, l’extraction est réalisée en double avec de l’acide non-marqué et marqué à l’eau 
enrichie en 18O. 
 
- La procédure de purification est testée sur : 
 
(1) des solutions synthétiques (K2HPO4, KH2PO4 , Ca3PO4)  soit en précipitation directe, soit ayant subi 
l’ensemble de la procédure de purification ; l’objectif est de vérifier le rendement final qui doit être le plus élevé 
possible et répétable ; un rendement trop faible pourrait en effet indiquer une possibilité de fractionnement des 
ions phosphates en relation avec une précipitation ou dissolution partielle de ces ions lors d’une ou plusieurs des 
étapes de purification ; 

 
(2) des extraits de sédiments dopés ou non, présentés par le Tableau 3 ; ces matrices différant de celles (sols et 
engrais) étudiées par Tamburini et al. (2010), un test est indispensable pour valider l’application de cette 
procédure dans notre contexte ; nous nous intéressons à la pureté du produit (qui peut contenir d’autres 
composés ayant co-précipités avec le phosphate et n’ayant pas été éliminés ultérieurement) et au rendement 
global de la procédure de purification.  
 
Le dispositif complet mis en place pour valider le protocole d’extraction-purification est présenté 
schématiquement par la Figure 5.  
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Figure 5.  Schéma du protocole de validation de la méthode d’extraction-purification des phosphates. 

 
a) Evaluation de la pureté du phosphate d’argent obtenu à partir de sédiments  
 
La pureté du produit final obtenu à l’issue de la procédure d’extraction-purification est caractérisée sur trois 
échantillons de sédiments, de la manière suivante :  
 
(1) dosage des ions phosphates après dissolution d’une quantité connue du produit final et comparaison entre 
cette concentration mesurée et la concentration théorique ; 
 
(2) analyse élémentaire de la teneur en carbone (C) et azote (N) dans le produit final indiquant la présence de 
matières organiques et de nitrates, principaux composés susceptibles d’apporter des atomes d’oxygène.  
 
Les résultats sont présentés dans le Tableau 4. 
 

Tableau 4. Résultats des analyses réalisées pour caractériser la pureté du phosphate d’argent ;  
PO4 = rapport entre concentration mesurée et théorique ; n = nombre de réplicats pour PO4 ; C  = teneur en carbone (3 

réplicats), N = teneur en azote (3 réplicats) ; δ = échantillons  extraits à l’HCl enrichi avec H218O ;  A  = échantillon selon le 
protocole de la variante A ; B  = échantillons traités avec le protocole modifié selon la variante B (cf. Figure 4) ;  

ND :  non déterminé. 
 
 

Code échantillon PO4 
% 

n C 
% 

N 
% 

Echantillon 6 
6A 96 5 0,99 0,09 
6δA 98 6 0,84 0,11 
6B 
 

ND - 0,54 0,22 

Echantillon 1 
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1A ND - 1,80 0,08 
1δA 97 6 0,75 0,19 
1B ND - 0,42 0,12 
1δB 
 

93 7 0,51 0,11 

Echantillon 3 
3A 98 7 0,32 0,00 
3δA ND 1 0,71 0,09 
3δB 
 

96 6 0,62 0,08 

Médiane    97  0, 66 0,10 
     

 
La valeur médiane de pureté du phosphate d’argent obtenue à l’issue des essais sur sédiments et sols, est égale 
à 97%, valeur à comparer aux 79% obtenu avec la méthode de McLaughlin (2004) dans les travaux de Guyard 
(2010) sur des échantillons de sédiments et engrais. La teneur en carbone est généralement inférieure à 1% et 
celle de l’azote à 0,1%. Ces valeurs sont comparables à celles obtenues par Tamburini dans des échantillons de 
sols et de plantes (com. pers.) et nettement inférieures à celles observées dans les produits obtenus en utilisant 
la méthode McLaughlin qui contiennent en moyenne 7% de C et 23-29% de N (Tamburini et al., 2010 ; Angert et 
al., 2011). Notre taux médian d’azote est inférieur à la valeur de 0,2% trouvée par Angert et al. (2011). Au total, 
nous obtenons donc de relativement bonnes performances en terme de pureté. En supposant un rapport 
oxygène / carbone de 1/2 dans la matière organique des sédiments, le rapport entre l’oxygène des ions 
phosphates et celui des composés organiques est supérieur à 44:1. Le même calcul montre un rapport de 188:1 
avec l’oxygène des nitrates. On peut donc négliger la perturbation à l’analyse isotopique apportée par ses 
résidus. 
 
Afin de vérifier que la totalité des ions chlorures a été éliminée, le surnageant issu de l’étape de précipitation du 
MAP ainsi que la solution finale, avant l’ajout du réactif combiné à base de nitrate d’argent et d’ammonium en 
milieu ammoniacal sont analysés en chromatographie ionique. Les résultats montrent la suppression quasi-total 
des chlorures avec un résiduel en masse de 0,1%.  
 
b ) Bilan de la purification et quantification des pertes en phosphates 
 
Les ions phosphates (PO4) sont les espèces dont la précipitation sous forme de phosphate d’argent est 
recherchée. En conséquence les opérations de purification sont testées en terme de pertes de PO4. Celles-ci 
sont évaluées sur des sous-échantillons de nos échantillons de référence, certains de ceux-ci étant dopés, et sur 
des solutions synthétiques (Figure 5) à partir des déterminations suivantes : 
 
(1) le dosage du PO4 dans l’extrait initial à l’acide ; 
 
(2) le dosage du PO4 dans le surnageant obtenu après chaque précipitation y compris la précipitation du 
phosphate d’argent ; 
 
(3) le dosage  du PO4 dans l’ensemble des solutions obtenues après la dissolution des précipités et à l’issue du 
passage sur la résine échangeuse d’ions. 
 
Les pertes de matière spécifique à chacune des étapes de précipitation sont calculées de la manière suivante :  
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Ps  = Msur/MHCl *100 (Equation 4) 

 
Ps est la perte spécifique (%) pour une étape de précipitation donnée ; Msur la masse de P (mg) contenu dans le 
surnageant lors de cette étape ; MHCl est la masse de P (mg) contenu dans l’extrait initial à l’acide (Tableau 3). 
En ce qui concerne, le passage sur la résine cationique et les étapes de dissolution, les pertes sont calculées 
comme suit : 
 

Pr  = 100 - Psp - [M-PO4/MHCl*100] (Equation 5) 
 
Pr est la perte spécifique (%) pour une étape de dissolution donnée ou pour un passage sur une résine ; Psp est 
le cumul de pertes spécifiques des étapes précédentes (%) ; M-PO4 est la masse de P (mg) dans la solution 
échantillon après dissolution ; MHCl la masse de P (mg) extrait initialement. 
 
Enfin, le produit obtenu à l’issue de la purification est pesé après séchage, afin d’évaluer le rendement final en 
tenant compte de la pureté médiane déterminée précédemment :  
 

R  = M-Ag3PO4/MHCl*100 (Equation 6) 
 

R (%) est le rendement final ; M-Ag3PO4 est la masse de P (mg) dans le produit final en tenant compte de la 
pureté médiane (Tableau 4) ; MHCl  est la masse de P extrait initialement. 
Le bilan des opérations de purification pour 9 échantillons naturels (non dopés) est présenté par la Figure 6. La 
moyenne des pertes cumulées totales s’élève à 24%. Les pertes spécifiques de chacune des trois étapes de 
précipitation ne dépassent pas 2% ce qui limite probablement le risque que ces étapes introduisent un 
fractionnement. Cependant la valeur des pertes de l’ensemble des opérations de purification est nettement 
supérieure au cumul de ces pertes spécifiques. La différence soit 14,9% peut être attribuée aux manipulations 
physiques-mécaniques de l’échantillon (ex. récupération et re-dissolution des précipités sur les filtres). Ce type 
de manipulation n’occasionne a priori pas de fractionnement isotopique. 
 
 

 
Figure 6. Pertes moyennes  totales et pertes moyennes spécifiques de chaque étape de la procédure,  au cours de la  

purification ; mesurées sur neuf  échantillons (1, 1δ, 1A, 1B, 3, 3 δ, 6, 6δ, 7). 
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Les rendements finaux ont été réalisés pour 50 échantillons incluant des solutions synthétiques, sédiments et 
sols dopés et non dopés (Figure 5). En bref, les rendements sont en général relativement élevés (médiane 
autour de 80%, écart type 17%) et surtout se différentient peu selon la nature des échantillons traités. Ces 
résultats sont comparables à ceux obtenus par Tamburini (com. pers.) sur des échantillons de sol extraits et 
purifiés par la même méthode.  
 
A noter également que la variabilité est faible entre triplicats des échantillons des divers sédiments (+/- 5%) et 
que les variantes A et B n’introduisent pas de différence notable de rendement. Enfin, certains tests sur 
sédiments donnent des rendements très largement supérieurs 100%  ce qui s’explique probablement par la 
précipitation d’autres composés que le phosphate d’argent (matières organiques, AgCl ou Ag métallique) ; ils ont 
été répétés.  
 
c. Evaluation du fractionnement lors de l’extraction et la purification des phosphates 
 
Les résultats d’analyses isotopiques du δ18Op sont regroupés dans le Tableau 5. On peut relever les faits 
suivants : 
 
(1) les réplicats donnent des résultats groupés avec une variabilité du même ordre de grandeur que l’erreur de 
mesure de l’analyse de ratio isotopique par spectrométrie de masse IR-MS (∆δ = 0,40) ; 

 
(2) quel que soit l’échantillon, les différences de rendement ne se traduisent pas par des résultats 
significativement différents sur le plan isotopique ; 

 
(3) sauf une exception sur laquelle nous reviendrons, il n’existe pas de différence significative en termes de 
signature isotopique entre un échantillon extrait à l’acide marqué et non marqué. Ceci confirme que l’extraction à 
l’acide n’introduit pas, dans notre gamme d’échantillons, de fractionnement dû à l’hydrolyse de molécules 
complexes contenant du phosphore ; 

 
(4) les résultats obtenus à partir d’une solution synthétique (K2HPO4) subissant toute la procédure de purification 
sont similaires à ceux obtenus à partir de précipitations directes : l’étape de purification ne modifie donc pas 
significativement la signature isotopique du δ18Op ; 

 
(5) la variante B (Figure 4) donne parfois des résultats significativement différents de la variante A. C’est le cas  
pour l’échantillon 1 : les 4 valeurs de δ18Op obtenue avec la variante A du protocole sont, bien que proches, 
significativement différentes des 2 valeurs obtenues avec la variante B. Il existe par ailleurs un écart important 
entre les 2 échantillons marqués et non marqués traités selon cette variante B. Ceci ne s’observe que sur ce 
sédiment. Les caractéristiques spécifiques de l’échantillon qui pourraient expliquer ce résultat sont inconnues. 
Considérant en outre que la perte spécifique de l’étape de filtration supplémentaire de la variante B sur cet 
échantillon est particulièrement élevé (5-8% de la quantité initiale), il nous a semblé préférable de ne pas retenir 
cette variante pour les protocoles à venir. 
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Tableau 5.  Résultats des analyses isotopiques  du δ18Op  du phosphate d’argent produit  par la procédure 
d’extraction et purification des phosphates retenue à partir de sédiments  

soumis à divers  traitements et  à partir de solutions synthétiques 
 

Codes 
échantillon 

Particularités de la procédure Rendements 
% 

δ18Op  ‰ 
(VSMOW) 

σ n 

K2HPO4 soumis à la procédure de 
purification 

86 23,99 0,41 2 

K2HPO4 précipitation directe 91 24,50 - 1 
      

Echantillon 1 variante A, essai 1 75 15,05 0,17 3 
variante A, essai 1, marqué (δ) 72 15,28 0,49 3 

variante A, essai 2 57 16,37 0,28 2 
variante A essai 2 marqué (δ) 71 15,48 0,48 3 

variante B 89 12,51 0,19 3 
variante B marqué (δ) 67 14,41 0,52 3 

      
Echantillon 3 variante A 85 15,03 0,11 3 

variante A marqué ( δ) 86 15,53 0,12 3 
variante B marqué ( δ )           91           15,20  0,02  3 

      
Echantillon 6 variante A 80 12,90 0,02 2 

variante A marqué (δ) 72 12,72 0,55 2 
variante B 66 12,90 0,14 3 

 
δ = échantillon marqué extrait à l’HCl enrichi avec H218O ; n = nombre de réplicats ; R rendement en % selon équation 6. 

 
 
Discussion  
 
La méthode d’extraction et de purification des phosphates modifiée de Tamburini et al. (2010) donne de bons 
résultats avec nos matériaux, principalement sédimentaires. Les rendements finaux sont relativement élevés 
avec un bon niveau de pureté du phosphate d’argent ; aucun fractionnement significatif du aux procédures 
d’extraction purification n’a été observé dans la plupart des tests. Les résultats sont par ailleurs reproductibles.  
 
Malgré l’application de la méthode originelle à une matrice d’échantillon relativement différente, des sédiments 
carbonatés et un sol calcique, très peu de modifications ont du être apportées à celle-ci. Nous préconisons (1) un 
tamisage de la matrice solide à 0,2 mm au lieu de 2 mm dans la procédure de référence (2) lors de l’étape 
d’extraction, l’emploi de 5-10 g de matière, sédiment ou de sol, contre 20-25 g selon le protocole de base (3) de 
simplifier la procédure de purification en supprimant l’étape initiale d’un traitement avec la résine DAX. 
 
Dans la fraction granulométrique inférieure à 0,2 mm, la quantité phosphore extrait à l’acide est en moyenne 
quatre fois plus élevée que celle obtenue sur la fraction < 2 mm. On s’intéresse ainsi à la fraction réputée la plus 
active du phosphore particulaire (Dorioz et al., 1998 ; Poulenard et al. , 2008 ). Pour les sédiments contenant une 
forte teneur en carbonate de calcium l’extraction nécessite d’employer plus d’acide pour extraire le phosphore 
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dans des conditions équivalentes de pH. Ce type de sédiments requiert en outre, à l’issue de la dissolution du 
MAP, de répéter l’étape de précipitation du MAP.   
 
D’autres mises au point méthodologiques sont à prévoir en relation avec les perspectives de développement de 
ces traçages isotopiques du phosphore. L’extraction à l’acide chlorhydrique mise en œuvre dans cette étude ne 
permet de libérer qu’une fraction du phosphore total des sédiments (ou des sols) mais cette fraction comprend à 
la fois des formes labiles (susceptibles d’avoir été mobilisées par des processus biologiques) et des formes peu 
réactives (à l’inverse probablement peu transformées). L’analyse isotopique du δ18Op par fractions 
granulométriques, en  prenant en compte en particulier la fraction colloïdale, ou sur des extraits représentatifs 
d’autres formes du phosphore (P faiblement adsorbé, P adsorbé sur les oxydes de fer et d’aluminium, etc.) a été 
très peu explorée mais le mériterait (Zohar et al., 2010). Ce type de procédure présente des difficultés techniques 
(extraction d’une quantité suffisante de phosphore, échange d’atomes d’oxygène entre les phosphates et 
l’extractant, interférences dues à la matière organique, etc.). La levée de ces obstacles pourrait se révéler utile 
dans la perspective de mieux caractériser la fraction du P impliquée dans les transferts entre écosystèmes, les 
processus écologiques et biogéochimiques. Il existe d’autres enjeux techniques. En ce qui concerne les sols, les 
matériaux riches en matières organiques acido-solubles pourraient poser des problèmes spécifiques. Il en est de 
même dans les écosystèmes aquatiques pour la purification des échantillons de matrice liquide à faible teneur en 
phosphore, la principale difficulté prévisible étant, à partir de gros volumes d’eau, d’isoler une masse suffisante 
de phosphates (un lac oligotrophe contient moins de 10µg P.L-1 sous forme PO4, la quantité d’eau à traiter serait 
en conséquence proche de 100 litres). 
 
Conclusions 
 
L’utilisation du δ18Op ouvre probablement des perspectives novatrices et très intéressantes pour l’étude du cycle 
du phosphore dans les écosystèmes terrestres et aquatiques. Cet outil pourrait contribuer, dans certains cas, à 
caractériser l’impact de certaines sources de P (notamment les sources diffuses ou la charge interne dans les 
lacs) ; il pourrait surtout permettre d’aborder des questions concernant la bio-utilisation et le métabolisme du 
phosphore en milieu aquatique.  
 
Parmi les méthodes d’extraction et de purification des phosphates décrites dans la littérature, le protocole décrit 
par Tamburini et al. (2010) pour des sols et des engrais a été choisi pour être appliqué à des matériaux 
sédimentaires et à des sols dont ils proviennent. Notre travail confirme l’intérêt de ce protocole et permet de 
proposer quelques adaptations : 
 
(1) ajuster la quantité d’échantillon nécessaire pour obtenir la masse de phosphore  nécessaire (10-20µmoles de 
P) pour développer le protocole d’extraction - purification ; 
 
(2) ajuster le rapport extractant-matrice lors de l’extraction initiale à l’acide, en fonction de la quantité de 
carbonate de calcium de l’échantillon ; la concentration dans l’extrait doit atteindre au moins 0,13mM de P.L-1  (4 
mg P.L-1) ; les formes de P extraites dépendant du pH il est impératif d’atteindre le pH attendu (< 1 ± 0,5). 
 
(3) vérifier l’absence d’hydrolyse de molécules de P-organique et de formes de P-condensé lors de l’extraction à 
l’acide avec l’utilisation d’acide marqué (avec eau enrichie à l’18O) et non marqués ; 
 
(4) évaluer la pureté du phosphate d’argent final, en particulier à cause des impuretés telle que  la matière 
organique co-prcipitée, les chlorures et nitrates. 
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