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Mesure du rapport isotopique 
¹⁵N/¹⁴N de l’ammonium 

(δ¹⁵NH₄⁺)



Principe 

• Oxydation de NH₄⁺ en NO₂⁻ :
• Utilisation de l’hypobromite (BrO⁻) à pH ~12 pour oxyder 

quantitativement NH₄⁺ en NO₂⁻.
• Ajout d’arsénite pour éliminer l’excès de BrO⁻.
• Vérification du rendement par dosage colorimétrique de NO₂⁻.

• Réduction de NO₂⁻ en N₂O :
• Conversion de NO₂⁻ en N₂O via une solution tamponnée d’azoture de 

sodium (NaN₃) et d’acide acétique.
• Le N₂O est ensuite analysé par spectrométrie de masse à rapport 

isotopique (IRMS). matériel de référence : USGS25, USGS26, IAEA-N-1
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Avantages
🔹 Sensibilité : on travaille avec 50 nmol de NH₄⁺, 
 précision comprise entre ±0.5‰ et 1‰ sur le δ¹⁵N.

🔹 Rapidité : Temps de préparation réduit par rapport aux méthodes classiques. 50 
échantillons en 3 jours

🔹 Robustesse :
• Peu d’interférences avec les composés azotés organiques.
• Applicable aussi bien en eau douce qu’en eau de mer.

🔹 Faible volume d’échantillon : 50 nmol dans max 9mL

🔹 Pas d’interférence avec le NO3- : étape de réduction sélective aux nitrites



🔹 Manipulation de réactifs toxiques sous hotte dédiée et avec ports EPI
• Hypobromite (BrO⁻) : corrosif
• Azoture de sodium (NaN₃) : Très toxique par ingestion, inhalation ou contact 

cutané
• Arsénite de sodium (NaAsO₂): Cancérigène et toxique

🔹 Préparation des réactifs rigoureuse pour limiter les blancs trop élevés

🔹 Écarts mineurs observés entre les mesures δ¹⁸O par N₂O et O₂, probablement dus 
à des effets matrice.

🔹éliminer les nitrites en excès avant

Précautions
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Mesures des rapports 
isotopiques du nitrate :
méthode bactérienne



Principe 
La méthode bactérienne (denitrifier method) permet de mesurer les rapports isotopiques de 
l’azote de de l’oxygène du nitrate (NO3

− ) dissous.

Elle repose sur l’utilisation de bactéries dénitrifiantes qui arrête la dénitrification au stade du 
protoxyde d’azote (N₂O).

Cette méthode a été mise au point, initialement pour la mesure de la composition isotopique 
en azote (δ15N) (Sigman et al., 2001), puis pour la mesure de δ18O (Casciotti et al., 2002). 

Kaiser et al. (2007) ont adapté la méthode aux mesures de ∆17O (mesure simultanée de δ17O et 
δ18O). 

Sur PANDA/ISO on fait la mesure simultanée de δ15N, δ18O et δ17O et on déduit le ∆17O qui 
donne accès à une signature spécifique des nitrates d’origine atmosphérique, transmise via 
les réactions impliquant l’ozone.



Principe 

La méthode repose sur deux étapes principales :

• Conversion biologique du nitrate en N₂O à l’aide d’une souche de bactéries dénitrifiantes 
(Pseudomonas aureofaciens) dépourvue de N₂O réductase.

• Purification puis décomposition thermique quantitative du N₂O en N₂ et O₂ dans un four 
en or à 800 °C, suivie d’une séparation chromatographique et d’une analyse isotopique de 
l’O₂ et N2 par spectrométrie de masse.



Etapes 

1. Culture bactérienne : Pseudomonas aureofaciens sur plateau airOsol. = 5 jours de 
croissance

2. Exposition des échantillons aux bactéries = 12 H (utilisation d’un robot)

3. Purification et décomposition du N₂O 

4. Analyse par IRMS : 
• détermination de δ15N, δ18O, δ17O et ∆17O des nitrates 
• matériel de référence : USGS35, USGS34, USGS32

1 run de 50 échantillons = 3 jours sans compter la croissance des bactéries

20 min/ échantillon
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Etapes 



🔹 Très faible quantité d’échantillon requise
Environ 50 nmol de nitrate, soit 100 à 1000 fois moins que les méthodes 
classiques de décomposition thermique hors ligne.
Cela rend possible l’analyse d’échantillons rares ou dilués (pluies, eaux 
polaires, glaces, eaux oligotrophes).

🔹 Méthode compatible avec des matrices complexes
Contrairement aux méthodes basées sur la purification du nitrate (AgNO₃), 
celle-ci est compatible avec les eaux salées, notamment l’eau de mer.
Absence de séparation ionique lourde et de purification chimique fastidieuse.

Avantages



🔹 Méthode en ligne, rapide et automatisable
Couplage direct GC–IRMS, limitant les manipulations manuelles.
Réduction des risques de contamination et de pertes d’échantillon.
Forte reproductibilité et absence d’effet mémoire significatif.

🔹 Accès direct à l’anomalie ∆¹⁷O
La mesure de ∆¹⁷O permet de tracer spécifiquement les apports 
atmosphériques en nitrate, ce que δ¹⁵N et δ¹⁸O seuls ne permettent pas.
Outil puissant pour les études de cycles biogéochimiques de l’azote et de 
chimie atmosphérique.

Avantages



🔹 Bonne précision analytique
C’est l'écart type des résidus dérivés de la régression linéaire entre les valeurs 
mesurées et les valeurs attendues des matériaux de référence (Morin et al., 
2009)

• ±0.5‰ pour δ15N
• ± 2‰ pour le δ18O, 
• ±0.5‰ pour ∆17O 
Précision suffisante pour distinguer clairement les nitrates atmosphériques 
des nitrates produits biologiquement.

Linéarité démontrée sur des mélanges de standards.

Avantages



Précautions
🔹 Pas de produis toxiques

🔹 Sensibilité à la croissance des bactéries (qualité de la souche)

🔹 Conditionnement et contrôle de la ligne réguliers 
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Standards utilisés



Intercalibrés pour le nitrate



Interlaboratory 
comparison « NICO »



Interlaboratory comparison « NICO »

PANDA/ISOTOPE a récemment participé à un exercice 
d’intercom-paraison "NICO", organisée par l'AIEA.

Plus de 30 laboratoires du monde entier ont 
participé à l’exercice, en utilisant différentes 
méthodes. 

6 échantillons de nitrate dissous ont été 
préparés à 
l’IGE en utilisant la méthode bactérienne. 

Laboratoires sont classés selon le Z-score et 
nos résultats sont dans les limites acceptables 



Merci pour votre attention!

https://panda.osug.fr/


