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Faisant suite au voeu émis au Colloque sur la Nutrition Minérale tenu à Abidjan en 1959, 
quelques laboratoires d‘Instituts de Recherches spécialisis avaient décidé de confronter les 
techniques analytiques en analysant une série de plantes très diverses. En 1961, étaient publiés 
les premiers résultats de Fette enquête préliminaire qui portaient sur l’analyse, par huit 
laboratoires, de neuf plantes: arachide, bananier, café, coton, hévéa, maïs, olivier, palmier, riz, 
ob étaient déterminés les éléments azote, phosphore, potassium, calcium, magnésium. On 
mettait ainsi en évidence pour chaque dosage des coefficients de variation entre laboratoires 
plus ou moins importants selon les éléments et qui pouvaient résulter soit du mode de 
minéralisation de la plante, soit du dosage. Les laboratoires décidaient alors de constituer un 
Comité ayant pour but d’étudier les causes d’erreur responsables des divergences observées. 

L’objectif final est, en résumé, l’amélioration de la précision c’est à dire de la fidèlite et de 
la justesse des résultats. Le Comité Inter-Instituts qui comprenait en 1959 huit laboratoires en 
réunit aujourd’hui plus de vingt, certainsrépondant h desobjectifs particulieres. Une telle équipe 
possédait ainsi de larges possibilités et constatait très vite l’utilité, sinon la nécessité d’élaborer 
des mbthodes de réfeiences aboutissant i une unanimiti dans les résultats. &mi, il était décidé 
de proceder à une étude méthodique de toutes les causes d’erreur et de rechercher les moyens 
d’y remédier, en d’autres termes, il s’agissait de déterminer les conditions d’analyses suffsam- 
ment fidèles et qui, exécutées par l’ensemble des laboratoires, aboutissaient h des rksultats aussi 
reproductibles que possiile, c’est à dire présentant des Bcartstype et des coefficients de 
variation minima, et en même temps une justesse maximale. 

On en venait ainsi, décompoyint les phases essentielles de chaque dosage, h étudier les 

a) Preparatión de l’échantillon 
b) Minémlisation 
c) Conditions particulières au dosage de chacun des éléments majeurs. 

conditions suivantes: 
i! 

Cette collaboration B finalment conduit à une réduction souvent notable des coefficients 
de variation des résultats entre laboratoires, c’est à dire à une amélioration de la fìdèlite. 

Les conclusions que l’on présente aujourd’hui n’ont pas de caractère absolu; si elles ont, 
apr2.s plusieurs années de travail, la prétention d’&el acceptables, elles n’en sont pas moins 
perfectibles. En outre, elles n’intéressent aujourd’hui1 que les 61éments majeurs principaux 
(Pl, P, Ky Ca, Mg, Na); cependant, les efforts du Comité continuent de porter sur d’autres 
éléments d‘importance dans la nutrition minérale; chlore, soufre, oligo4lBmentsy (Fe, Mn, Cu, 
Zn, Mo ...). 

12. LES RESULTATS 

Si les résultats son rapportés élement par élement, il convient cependant de distinguer 
le cas de Pazote, qui fait appël à une méthode de minéralisation propre, en effet, les éléments-P, 
Ky Na, Ca, Mg sont déterminés sur la même solution. 
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121. AZOTE 

Les laboratoires retiennent le principe de Kjeldahl : en attaquant le milieu végétal par 
l’acide sulfurique en présence d’un catalyseur, l’azote est transformé en sulfate d’ammoniun 
(NHd2 SO4 L’ammoniac est séparé par distillation et titré. 

En fait, ce dosage ne présente pas de difficultés particulières. Les détails opératoires ne 
paraissant pas critiques, il ne semble pas que l’on doive s’orienter vers un mode opératoire 
rigoureux. Ainsi, dans l’enquête organisée en 1959 à laquelle huit laboratoires ont participé, 
l’azote a été dosé sur neuf échantillons foliaires. On relève, d’un laboratoire à l’autre, des 
différences sensibles, portant sur les proportions relatives de matériel végétal et d’acide 
sulfurique, celui-ci étant parfois additionné d’acide salicylique destiné ‘A améliorer les résultats 
en présence de nitrates, la nature et la quantité de catalyseur, la durée et la conduite de la 
digestion, la distillation de l’ammoniac et son titrage, 

Voici quelques unes des principales différences opératoires: 

Pour 100 mg d’échantillon, la quantité d’acide sulfurique variait de 3 à 10 cm , celle de 
sulfate de potassium de 200 mg à 1 g, le catalyseur était constitué par du sélénium seul ou en 
mélange avec du sulfate de cuivre, ou par du sélénite de mercure; la durée de digestión variait de 
1 à 7h. 

Les résultats ont cependant ét6 satisfaisents puisque les coefficients de variation Q l’intérieur 
des laboratoires (10 répetitions) sont inférieurs à 3 o/o (tableau I).Enoutre, les coefficients de 
de variation inter-laboratoire (déterminés à partir des moyeraes de chacun, varient de 1 y 4 à 5 
sur les diverses plantes analyGes;; quelquewns de ces résultats sont donnés tableau 1. I1 apparait 
bien que l’un des laboratoires (No 5) donne des résultats fables (arachide, riz, maEs) perturbant 
le coefficient de variation du dosage dans ces trois plantes (à noter que le coefficient de 
variation est beaucoup plus faible sur hévéa (1,42) non analysé par le laboratoire N05). 

On peut penser que la Fuse de cette dispersion provient du titrage final de l’ammoniaque 
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à l’acide sulfurique et particulièrement du titre de la solution d‘acide sulfurique. 
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TABLEAU 1 

DOSAGE DE L’AZOTE 

Résultats des laboratoires 
Coefficients de variation intra-laboratoires (valeurs entre parenthèses) 
Moyennes générales 
Coefficients de variation inter-laboratoires 

~~~ ~ ~~ 

laboratoires arachide hévéa r i z  maïs 

4,14 (1,Ol) 
4,13 - 
4,14(1,55) 
4,21 (1,47) 
3,89 (0,67) 
4,14 (0,30) 
4,19 (0,46) 
4,12 

2,67 (0,89) 
2,74 - 
2;11 (2,54) 
2,76 (2,lO) 

2,73 (0,90) 
2,78 

1,48 (1,46) 
1,57 - 
1,50 (2,21) 

1757 (2Y01) 
1,42 (1,48) 
1,50 (1,33) 

1,55 (2,041 
1 ,so 

2,38 (0,671 
2,44 - 
2fll (1,37) 
2,46 (1,88) 
2,22 (2,09) 
2,41 (1,94) 
2,43 (1,29) 
2,48 

Moyennes 

générales N Ol0 4,12 2,73 1,51 2,40 

écart type 0,0979 0,0387 0,0688 0,0805 

coefficient 
de variation j 2,30 1,42 4,55 3,35 

122. Phosphore, potassium, sodium, calcium, mamésiun. 

1221. Résultats obtenus en 1960. 

L’enquête de 1960 a fait apparaître une grande diversité dans les modes de minéralisation 
(calcination simple par élévation de température jusqu’à 450° Cy calcination directe 1 450,500 
ou S O o  C ,  calcination double à 450° C, puis 1 60O0 C, minéralisation par voie humide au 
mélange nitr&perchlorique, avec ou sans insolubilisatiom de la silice et d’autre part les méthodes 
de dosage pour potassium, calcium, magnesium. Ainsi, pour déterminer le potassium, tous les 
laboratoires emploient la photométrie de flamme (pré mélange ou injection directe; air-acétylène 
oxygène-adtylène, oxygène-hydrogène). Pour le calcium, la photométrie de flamme (directe ou 
après séparation), la manganimétrie, enfin pour le magnésium la photométrie de flamme, la 
complexométrie, la calorimétrie. 

Quelques-uns dee résultats obtenus en 1960 son rappods tableau 2; ils ont été choisis 
I 
, 
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de manière à faire apparaítre la dispersion maximale interlaboratoire; ainsi, on note des 
coefficients de variation allant de: 

3,O à 1 1,3 pour le phosphore 
6,6 à 10,5 pour le potassium 
4,4 à 13,2 pour le calcium 

10,3 à 22,3 pour le magnésium. 

Il est difficile d’attribuer une cause précise à la diversité des coefficients de variation. La 
nature de la plante ne semble pas obligatoriement responsable des coefficients élevés; ainsi, pour 
le riz, il est 4,7 sur le phosphore et 22 sur le magnésium; il semble plutôt que l’on doive 
incriminer les modes de minéralisation et de dosage, souvent différents d’un laboratoire à l’autre. 
C’est dans cet esprit que l’on a cherché à uniformiser chacune des opérations de dosages; à cet 
effet, Pétude a porté d’une part sur les procédés de minéralisation, d’autre part sur le mode de 
dosage. 

1222. Mineralisation. 

Les qualités exigées d‘un mode opératoire de référence sont les suivantes: 

- application 8 tous les milieux végétaux, du moins à la plus grande variété possible, 
- destruction des matières organiques, 
- conservation et solubilisationdeséléments minéraux : P, K, Na, Ca, Mg et éventuellement 

- élimination de la silice, 
- reproductibilité, 
- simplicité et sureté d’exécution. 

Les procédks par voie humide n’ont pas été retenus ; en effet, l’attaque nitro-perchlorique 
pourrait répondre aux éxigences si elle n’était considérée par certains comme presentant quelques 
dangers; I’attaque sulfo-nitrique est longue et conduit souvent à des résultats par défaut, elle 
manque parfois de reproductibilité. 

des oligo éléments. 

LÆ Comité a finalement retenu la calcination suivie d’une reprise chlorhydrique des 
cendres; il s’agissait de déterminer les conditions de calcination (temps de chauffage, 
temperature), de séparation de la silice, de solubilisation; ceci en vue d’obtenir la meilleure 
reproductibilité ainsi qu’une bonne précision. 

Quelques types de plantes bien différentes quant à leur composition chimique ont ét6 
retenus pour’cette mise au point. Ainsi, ont été retenus pour leurs caractéristiques chimiques 
particulières: 

le riz, pour sa richesse en silice, les agrumes pour leur très fortes teneurs en calcium, le 
mais pour sa pauvreté en matières minérales, enfim le pommier. I1 va de soi que bien d’autres 
types de plantes ont également servi à tester les méthodes. Il en est ainsi apparu la nécessité 
d’élimineer totalement la silice, le procédé par volatilization se révélant kpérieur à l’insolubilisa- 
tion. En effet, la silice peut former des silicates insolubles (Ca) ou retenir par adsorption des 
oligo éléments. 
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TABLEAU 2 

Résultats d’analyse de quatre plantes par huit laboratoires 
Moyennes inter-laboratoires, écarts-types, coefficients de variation 
(Valeurs obtenues en 1960 pour les méthodes propres à chaque laboratoire) 

PHOSPHORE 

arachide hévéa riz ma% 

OJO 0,232 0,289. 0,232 0,136 
écarts 0,0262 0,0167 0,0169 0,004 
types 

coeffi- 
cients 

varia- 
tion. 

de 11,3 5 Y8 7Y3 3,o 

I POTASSIUM 

araithide hévéa riz maïs 

2,49 0’81 1,79 1,71 
0,164 0,085 0,140 0,122 

6,6 10,5 7,s 7,l 

CALCIUM 

arachide hévéa riz m a i s  

MAGNESIUM 

arachide hévéa riz mais  

0,093 6,040 0,037 0,045 écart 
type 
coeffi- 
cients 

Varia- 
tion 

de 6,l 6 3  1 3 2  424 

0,402 0,310 0,13.3 0,306 

0,055 0,069 0,029 0,032 

13,6 22,3 22,O 10,3 

La méthode est décrite paragraphe 21. 

On remarquera que la volatilisation de la silice n’est pas effectuée directement SUI les 
cendres mais après solubilisation de I’essentiel à l’acide chlorhydrique. Après volatilisation de 
la silice à l’acide fluorhydrique, il convient d’é&miner tout excès d’acide fluorhydrique. 

Les procédé décrit permet le dosage des éléments P, Ky Na, Ca, Mg non seulement selon des 
méthodes de références décrites, mais également selon foutes autres méthodes (colorimétrie, 
spectrophotométrie d’émission de flamme, spectrophotométrie d’absorption atomique ...) 

1223. Phosphore 

Dans notre première enqudte (1960) inter laboratoires, la métholle de dosage était dans 
tous le cas la colorhétrie 1 du phospho-vanado molybdate mais la minéralisation était réalisée 
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selon des techniques propres chaque laboratoire. L’uniformisation de la minéralisation devait 
amener un regroupement des résultats; on constatait que l’erreur subsistante était dûe pour 
une part à l’étalonnage. C’est ainsi que l’emploi d’une solution d’étalonnage commune à tous 
les laboratoires entrainait unes baisse très sensible des coefficients de variation; c’est un fait 
important qui doit être souligné. 

Il n’a pas paru nécessaire d’uniformiser le dosage proprement dit; les precautions à 
prendre concernent essentiellement l’étalonnage qui doit être fait à partir de phosphate 
monopotassique (K (H2) PO4) pur “pour analyse”, soigneusement séché avant d’être pesé et 
solubilisé. I1 est à noter que l’origine de fabrication du phosphate n’est pas critique; divers 
phosphates ont donné des résdtats très semblables. 

Le mode opératoire du dosage du phosphore donné paragraphe 23 peut être utilisé comme 
méthode de référence bien que le détail des opérations ne soit pas essentiel. 

Le tableau 3 donne des résultats obtenus sur quelques plantes analysées par 13 laboratoires 
en 1957; les coefficients de variation, bien groupés et relativement faibles prouvent la validité 
de la méthode et des améliorations apportées depuis 1960. 

TABLEAU 3 

Determination du phosphore par 13 laboratoires selon méthode de référence. 

- P Ol0  - 

Laboratoires agrume maïs pommier ri2 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

O,] 20 
0,122 
0,125 
0,134 
0,121 
0,122 
0,123 
0,127 
0,127 
0,123 
0,127 
0,129 
O, 1 23 

0,320. 
0,311 
0,317 

‘ 0,306 
0,3 12 
0,313 
0,312 
0,328 

0,311 
0,307 
0,308 
0,313 

0,180 

0,172 
0,175 
0,161 
0,174 
0,168 
0,176 
0,172 
0,168 
0,174 
Q,173 
0,172 

OJ 15 
0,103 
0,116 
0,122 
0,117 
0,117 
0,112 
0,119 

0,112 

0,111 

Moyennes 0,125 0,3 16 0,170 . o j i 3  

C.V. 3,1 1,95 2 3  436 
écart type 0,0039 0,0061 0,0048 0,0052 , 
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1224. Potassium. 

Les causes d‘erreurs et de divergences des résultats de dosage du potassium sont 
essentiellement la minéralisation et l’étalonnage de la méthode de dosage; le principe du dosage 
adopté par tous est la photométrie de flamme. Il ne semble pas nécessaire de rechercher des 
conditions particulihres sur Papparaillage. Une flamme “froide” air-propane est recommandée. 

En ce qui concerne lalminéralisation, il a été montré que c’est la calcination qui convenait 
le mieux; on ne doit pas dépasser 450’ pour ne pas risquer des partes de potassium. Les ~ 

cendres sont reprises,pm un acide de concentration bien détérminée : (HC1 B 2 o/o); le même 1 

acide doit être utilisé pour la preparation des étalons. Ceux-ci doivent être préparés avec le 
plus grand soin. On utilise le chlorure de potassium, convenablement séché à 100’ C pour 
préparer les solutions étalons. L’origine du chlorure de potassium ne parait pas avoir 
d’importance. 

Le mode opératoire décrit paragraphe 24 a été essayé sur plusieurs plantes, quelques 
résultats sont données tableau 4 : on constate une réduction des coefficients de variation par 

TABLEAU 4 

Détermination de potassium par 15 laboratoites selon méthode de référence, 

’ IC 010. 

Laboratoire agrume mais pommier riz 

1 
2 
3 
4 
5 -  
6 
7 
8 
9 

30 
11 
12 
13 
14 
15 

0,98 
1,09 
1 ,o1 
0,98 
1,12 
1 ,O8 
1 ,O8 
1 ,O7 
0,98 
1 ,O5 
1 ,O7 
1,12 
1 ,O6 
1 ,O6 
0,95 

2,Ol 
2, l l  
2,24 
1,91 
2,13 
2,19 
2,08 
2,26 
2,08 
.2 ,O8 
1,90 
2,17 
2,22 
1 ,O6 
1,97 

1,28 
1,38 
1,32 
1,25 
1,35 
1,36 
1,36 
1,41 
1,22 
1,32 
1,26 
1,38 
1,34 
1,36 
1,26 

1,98 
2,3 1 
2,26 - 
2,52 
2,37 
2,26 
2,53 
2,15 
2,12 
1,95 

2,30 
2,33 
2,37 

Moyenne 1,046 2,099 1,323 2,265 
écart’type 0,0541 0,1126 0,0566 0,1784 

coefficient l 

de 5,16 5,36 4,28 7,88 
variation 
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rapport à ce qui était obtenu en 1960; toutefois on se gardera de formuler des conclusions 
trop absolues de ces :rBsultats;en effet;les plantes analysées en 1960 n’étaient pas le mêmes que 
celles analysés en 1967 et de plus, la liste des laboratoires s’est modifïée(huit laboratoires en 
1960 et 13 à 15 en 1967). 

Notons enfin que ces résultats peuvent et doivent encore être améliorés, en particulier le 
coefficient de variation sur le riz est relativement fort; la raison est probablement la richesse en 
silice de cette plante. 

1225. Calcium. 

Les causes de dispersion des résultats obtenus en 1960 (tableau 2 : les coefficients de 
variation s’échelonnent de 4 à 13) sont les suivantes : préparation de l’échantillon, minéralisa- 
tion, méthode de dosage, étalonnage de la méthode. Tous ces facteurs ont été analysés. 
L’uniformisation de la préparation de l’échantiuon a conduit 1 une réduction substantielle de 
la dispersion. I1 restait alors h méthode de dosage. 

I TABLEAU 5 

Détermination du calcium par 19 laboratoires par méthode de référence. 

Ca O10 

agrume maïs pommier riz 

1 6,OO 1,31 
2 (í,O2 1,41 
3 5,99 1 ,o3 1,15 0,63 
4 5;55 1 ,o1 1,33 0,63 
5 6 $7 0,97 1,31 O ,64 
6 5 9 6  0,96 1,41 0,63 
7 1 ,O4 1,27 0,67 
8 6,28 0,99 1,42 0,61 
9 6,37 1,ll 1,48 0,76 

10 6,16 0,95 1,45 0,60 
11 6,21 1 ,O3 0,60 
12 6,07 0,95 1,32 0,58 
13 6,04 1,35 
14 6,38 1 ,o5 1,34 0,68 
15 5Y98 0,85 1,35 Q,66 

17 5,90 0,81 1,30 0,65 
16 6,lO 1 ,o0 136  9363 

18 0,96 - 0,62 
19 - og9 0,65 

Moyenne 6,067 0,981 1,353 0,640- 
écart type 0,1988 0,0720 . 0,0793 0,0410 
C.V. 3,28 7,34 5,86 6,41 



LÆ choix paraissait difficile entre la photométrie de flamme, la complexométrie, la 
gravimétrie, la colorimétrie ... autant de méthodes utilisés dans les laboratoires; il s’aggissait ainsi 
qu’il a été défini plus haut de dégager une méthode aboutissant au groupement des résultats 
plutôt qu’à un ressemblement des partisants défenseurs de cette méthode. 

Finalement, après diverses recherches, le Comité Inter-Instituts repoussant les méthodes 
traditionnelles trop laborieuses, les méthodes par photométrie de flamme, trop dépendantes du 
type d’appareils et trop sensibles aux intéractions, les méthodes colorimétriques parfois trop 
imprécises, s’est finalement rallié’à une méthode .complexométrique; precisons que la méthode 
finalement adoptée n’était utilisée initialement que par un très petit nombre de laboratoires. 

Décrite paragraphe 25, cette méthode est simple et applicable à une grande variété de 
végétaux, quelques résultats sont donnés tableau 5. 

Les coefficients de dispersion se répartissent de 3 à 7 sans que l’on puisse en dégager une 
cause précise; seule une bonne pratique de la méthode conduira à un meilleur groupement. 
Toute méthode, en particulier lorsqu’il s’agit d‘une méthode de référence, doit être largement 
expérimentée avanti d’être mise en application. De toute façon, les membres du Comité 
Inter-Instituts estiment que les coefficients de variation trouvés sont acceptables pour la 
détermination du calcium dans le milieu végétal et que la méthode utilisée peut constituer une 
bonne méthode de feférence. 

1226. Magnesium. 

C’est sur le dosage du magnésium que l’on obtient les coefficients de variation les plus 
importants (10,3 à 22’3 : tableau 2); les méthodes utilisées sont vari4es;on a vu ce qu’il en était 
de la minéralisation de I’échantillon; mais c’est dans les méthodes de dosages proprement dites 
que l’on trouve le plus de diversité: photométrie d’émission de flamme sous diverses formes, 
absorption atomique, complexométrie au versénate, colorimétrie au jaune titane ... colorimétrie 
à I’oxine ... Après étude de divers modes de dosages, c’est une méthode calorimétrique au jaune 
titane qui a été retenue comme méthode de référence. Toutefois la méthode classique est sujette 
à de nombreuses interférences (I‘, Al, Fe) Ca, Cu, Mn...). Dans la méthode retenue on utilise 
pour éliminer les interférences dues au calcium, aux phosphates et aux métaux lourds, PEGTA 
et la triéthanolamine dans une solution de compensation contenant en outre du manganese 
(Mn ,SO4’ 4 H20} de l’aluminium (Al C13, 6 H20) et du magnésium en quantités uniformes 
dans les solutions d’échantillons et d’étalons. En respectant ces conditions, le dosage du 
magnésium est suffisamment spécifique. 

Il faut signaler le rôle des solutions d’étalonnage: en effet, il est essentiel de partir d’un sel 
de magnésium de composition s6re bien connue; c’est le sulfate de magnésium anhydre qui 
offre le plus de garantie. 

La méthode pratique est décrite paragraphe 26. Quelques-uns des résultats obtenus par 
19 laboratoires sont données tableau 6. 

Les coefficients de yariation paraissent encore assez importants (6,7 à 9,2) mais il ne faut 
pas oublier les difficultés de ce dosage, et par rapport à ceux obtenus en 1960, I’améioration est 
certaine. 
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Il va de soi qu’une telle méthode de. référence ne doit pas être considérbe comme 
définitive. En effet, le développement des dernières années de la spectrophotométrie d’absorption 
atomique, d’ailleurs utilisés par plusieurs laboratoires membres du Comité Inter-Instituts, devrait 
dans les années qui viennent, permettre d’adoption d’une nouvelle méthode de référenceLe 
Comiti Inter-Instituts a préferé pour l’inmediat retenir une méthode fondée sur des principes 
éprouvés, et susceptible de la plus large diffusion. 

TABLEAU 6 

Détermination de magnésium par 19 laboratoires 
par méthode de référence (*) 

Mg O/, 

agrume mais pommier riz 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

0,250 
0,281 
0,256 
0,230 
0,244 
0,248 
0,280 
0,241 
0,221 
0,234 
0,251 
0,265 
0,231 

0,240 
0,252 
0,246 

0,326 
0,279 
0,312 
0,33 1 
0,255 
0,341 
0,29 1 
0,289 
0,352 
0,325 
0,309 

0,314 
0,278 
0,292 
0,299 
0,309 
0,27 1 

0,280 
0,266 
0,275 
0,280 
0,261 
0,281 
0,350 
0,270 
0,263 
0,265 
0,318 
0,284 
0,263 

0,300 
0,295 
0,239 

0,140 
0,154 
0,159 
O, 185 
0,155 
0,192 
0,164 
0,152 
0,181 
0,169 
0,164 

0,163 
0,164 
0,172 
0,194 
0,170 
0,155 

Moyenne 0,248 0,304 0,281 0,166 

écarttype 0,0166 0,0261 0,0260 0,0149 

C.V. 6,72 838 925 9,03 
~ ~ ~~ 

(*) Le troisième décimale a été donnée pour respecter la forme habituelle de présentation 
dés résultats, mais d’après la reproductibilité obtenue, deux décimales seulement doivent être 
prises en considération. 
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2. METHODES DE REFERENCE 

21.' TECHNIQUE DE MINERALISATION 

Le mode de minéralisation décrit est utilisable pour les dosages de P, K, Na, Ca, Mg et de 
certains oligo éléments. 

Réactifs 

- acide chlorhydrique concentré d = 1,19 
acide fluorhydrique 
eau distillée. 

Mode operatoire 

- Homogénéiser la poudre végétale fiement broyez et la sdcher 16 heures A 70-80' C; 
refroidir 30 mn au dessicateur. 

- Peser 2 g d'échantillon en capsule de platine. 
- Disposer la capsule au four froid, élever la température à 450' C en deux heures et la 

maintenir deux heures, refroidir. 

Remarque: les cendres obtenues sont généralement claires. 

- Humecter les cendres par 2 à 3 ml d'eau et 1 ml d'acide chlorhydrique concentré, 

- Chauffer sur plaque chauffante jusqu'à apparition des premières vapeurs, ajouter quelques 

- Filtrer sur filtre sans cendre, dans une fiole jaugée de 100 ml rincer 3 ou 4 fois à l'eau 

- Incinérer la papier filtre et son contenu pendant une demi-heure 1 550' au maximun. 
- Reprendre par 5 ml de FH. 
-Aller à sec sur plaque chauffante douce, ou sur bain-marie sans dépasser 250'. 

- Reprendre par 1 ml de HCI concentré. Laver à l'eau tiède. Filtrer. Amener à 100 ml, 

22. DOSAGE DE L'AZOTE (mithode da KieldahlL 

En attaquant la matière végétale par H2SO4 concentré, à Pébullition, en présence de 
catalyseur, I'azote est transformé en (Md2 SO4. On distille avec un excès de soude et titre 
l'ammoniac entrainé par H2SO4 N/14. 

lentement ajouté. 

ml d'eau. 

tiède. 

compléter au trait de jauge après refroidissement. 

Réactifs 

- H2SO4 pur "pour analyses", d = 1,84 

- Lessive de soude 36' Bé 
- H2S04 N/ 14 
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K2SO4 “pour analyses” 80 g 

CuS04 anhydre “pour analyses” 20 g (pulvérisé) - Catalyseur i Sélénium pur 2 g 

- Indicateur coloré : mélange en volumes égam de rouge de méthyle (0,66°/00) et de vert 
de bromocrésol (0,33°/00) dans l’alcool ethylique à 95’. 

- Acide borique en solution à 2 O/, dans l‘eau. 

Mode opératoire. 

- Introduire dans un matras de 150 ml, de 150 à 200 mg d’échantillon végétal (humidité 
comprise entre O et 10 ‘lo) en évitant d’en déposer sur le col, puis 5 ml d’acide sulfurique 
concentré; laisser en contact 112 heure. 

- Ajouter 200 mg environ de catalyseur et après avoir mis deux ou trois petites billes de 
verre, chauffer d’abord doucement quelques instants, puis porter à ébullition. La décoloration 
complète est généralement obtenue en 30 mn. Durée totale du chauffage : 1 heure. 

- Laisser refroidir et ajouter en une sede fois 30 ml d’eau 
- Au moment de distiller, ajouter d’un seul coup 25 ml de lessive de soude et fvrer le 

matras à l’appareil à entraihement par la vapeur. 

- Recueillir le distillat dans un bécher de 250 ml contenant 0,5 ml d’indicateur et 10 ml 
d’acide borique, l’extrémité inférieure du réfrigérant touchant le fond du bécher. Durée de la 
distillation ; 2,30 mn à 3 mn, volume recueilli : 1 O0 à 125 ml. 

- Titrer avec l’acide sulfurique N/14 (virage du vert au rouge) 

Calcul des résultats. 

- 1 ml de solution N/14 correspond à 1 mg d’azote, 
- soit p la prise d’essai en gramme, n le volume en ml de la solution de titrage. La teneur 

d’azote en ‘1, de matière sèche est donnée par : 

n 
10 xp 

No/,= - 
I *  

23. DOSAGE DU PHOSPHORE. [Spectrophotométriè d bbsorption) 

Principe 

En solution acide, en présence d‘ions V5+ et Mo6+ , l’acide phosphorique donne un 
complexe phosphovanadomolybdiqu: jaune, dont la densité optique est mesurée spectrophoto- 
métriquement à 430 mp . 

Réactifs. 

Réactif nitFovanadomolybdique préparé en mélangeant : 
a) 100 ml de molibdate d’ammonium à 5 ‘1, 
b) 100 ml de vanadate d’ammonium à 2,5 Olm: dissoudre 2 g de vanadate d‘ammonïum 

1 ? 
13 



dans 500 ml d’eau chaude, ajouter 20 ml N03H (d = 1,33). Après refroidissement, amener iì 1 1. 
c) 67 ml de N03H (d = 1. ,331 
d) eau, quantité suffisante pour faire 500 ml. 

- Solution étalon de phosphore à 1 mg P/ml: 
- Peser 0,439 g de phosphate monopotassique pur “pour analyses” @‘04H2K) et le 

- Solution à 20 pg P/ml ; diluer 50 fois la solution précédente. 

Mode operatoire. 

- Introduire une prise d’essai de 5 à 10 ml suivant la concentration présumée en phosphore 

dissoudre dans 100 ml d’eau. 

de la solution de cendres (paragraphe 21) dans un ballon jaugé de 25 ml. 

-Ajouter 5 ml de réactif nitrovanadomolybdique. 

- Compléter le volume avec de l’eau déminéralisée. 

-Attendre 1 heure avant de passer au spectrophotomètre. 

- Mesurer la densité optique 430 mp 

La coloration reste stable pendant plusieurs heures. 

Remarque. 

I1 est possible d’utiliser un photocolorimètre avec filtre bleu (468 mp). 

Etalonnage. 

Les lectures sont comparées à celles données par une gamme étalon de phosphore traitée 
dans les mêmes conditions et qui comprend généralement les teneurs suivantes : 

O - 2 - 4 - 6 - 8 - 10 - 12 pgP/ml 

CalcuI des résultats. 

- Soit p la prise d’essai en grammes, V le volume de solution minéralisée, n la concentration 
de P en pg/ml dans la solution photométrée (10 ml de solution initiale étendue à 25 ml). La 
teneur de phosphore en ‘1, de matière sèche est donnée par 

n x 2 5 x V  o -  
p ’’- 1 0 5 x p  

24. DOSAGE DU POTASSIUM ET DU SODIUM (spectrophotométrie de f imme) 

Principe. 

Les émissions spectrales du potassium et du sodium résultant de l’introduction de la 
solution des cendres végétales dans une flamme sont comparées à cenes obtenues à partir de 
solutions shynthétiques d‘étalognage. 
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Réactifs. 

- Acide chlorhydrique d 1’19 
- acide chlorhydrique à 2 O/, (en volume) 
- eau distillée 
- solution étalon de base de potassium à 1 mg K/ml; dissoudre 1,907 g de KC1 pur “pour 

analyses” et séché 1. heure à 400’ C dans un litre d’acide chlorhydrique à 2 O/, 

I (K= 1 o o o P g / m l )  

Solutions d’étalomage de potassium : préparer à partir de la solution précédente une 

O -  50- 75 - 100 - 125 - 1.50 - 175 et 200fig K/ml en milieu HC12 ‘1,. 
Remarque. 

I1 est souvent nécessaire d’utiliser des solutions complexes, c’est à dire contenant côté 
du potassium, des concentrations moyennes des autres éléments (Ca, Mg, P). C’est en particulier 
le cas lorsque le potassium est faible par rapport aux autres éléments. 

- Solution de base de sodium à 1 mg/Na/ml ; dissoudre 2,5413 g de NaCl chimiquement 

gamme contenant : 

I pur sec dans un litre d’acide chlorhydrique à 1 o/o. 

- Solution d’étalonnage de sodium : 

Préparerà partii de la solution précedente une gamme contenant : 

O - 10 - 25 - 50 - 75 - 100 pg Na/ml en milieu HC1 1 Oro et en présence de concentrations 

Mode opératoire. 

Mesure spectrophotométrique du potassium 

. Diluer la solution de l’échantillon (8 2 1) convenablement (2 à 1 O fois) pour avoir K entre 

moyennes de Ky Ca, Mg, correspondant à la composition minérale du milieu analysé. 

50 et 200 pg/ml en milieu HCl à 2 ‘1,. 

acétylène). 
- Utiliser de préference un spectrophotom&tre équipé d’une flamme air-propane (ou air- 

- Régla la sensibilité du spectrophotomètre sur l’émission IC 760 mp pour avoir toute 
l’étendue de l’échelle avec la solution étalon à 200 pg K/ml e€ le zéroade l’échelle avec l’eau 
distillée ou l’étalon 50 pg KFml. 

- Photomètrer successivement les solutions étalons, les solutions d’analyses et à nouveau 
les solutions étalons. 

Calcul des résultats. 

a Tracer la courbe d‘étalonnage et déterminer la concentration en potassium de solutions 
inconnues soit : 

n pg/ml la valeur trouvée 
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- soit : 
p : poids de la prise d’essai en g, V le volume de la solution des cendres en ml, D la 

La teneur de potassium en “lo .de matière sèche est donnée par: 

dilution de la solution à photométrer. 

n x D x V  0 -  
‘0- 104xp 

Mesure spectrophotométnque du sodium. 

- Utiliser la solution préparée 8 21, sans dilution. 
- Régler la sensiiilité du spectrophotomètre sur la raie Na 590 mp pour avoir toute 

l’étendue de l’échelle avec la solution étalon Na 100 pg/ml et le zéro avec l’eau distillée. 

- Photométrer les solutions étalons et les solutions d’analyses.comme pour le potassium. 

25. DOSAGE DU CXLCIUM. (méthode complexométriquej. 

principe. 

Titrage complexométrique du calcium à I’EDTA en piesence d’hydroxy-2 (hydroxy-2 
sulfo-4, naphtylaze1)-1 naphtoique - 3 ou HHSNN, comme indicateur. 

Réactifs. 

- Solution EDTA 0,Ol M : 3’72 g de sel disodique de l’acide éthylènediamine tétracétique 

- Solution d’acide ascorbique 5 5 ‘1,. 
- Agent masquant : dissoudre à l’eau 3 g de KCN, ajouter 25 ml de triethanolamine, 

cristallisé avec 2H20 dans un litre d‘eau, 

étendre à 100 ml à Peau. 

- Solution d’hydroxyde de sodium 2N 

- Indicateur HHSNN : mélanger et pulvériser intimement 0,500 g d’indicateur et 100 
g NaCl RI’. 

- Solution de magnésium 0’05 M : 
soit 10, 165 g Mg Cl2’ 6 H20 dans 1 litre. 

- Solution étalon de calcium 0,005 M. Dissoudre 0,500 g Caco3 pur “pour analyses” dans 
1 litre HCI 2 ‘1,. 

Mode operatoire 

Etalonnane de I’EDTA 

-Dans un bécher de 100 ml, introduire successivement : 
5 ml de solution étalon Ca 
0,s ml de solution de Mg 
50 ml d’eau 
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3 gouttes d’acide ascorbique 
1 ml d’agent masquant 
5 ml d’hydroxyde de sodium 

50 à 1 O0 mg d’indicateur 

-Ajouter la quantité nécessaire d‘EDTA pour obtenir le virage au bleu. 

- Dans dew autres béchers de 100 ml, introduire : 
5 ml de solution de Ca 
0,5 ml de solution de Mg 

3 gouttes d’acide ascorbique 
1 ml d’agent masquant 
puis 95 ‘1, du volume d’EDTAlprécédermnent déterminé 
5 ml d’hydroxyde de sodium. 

-Agiter exactement deux minutes sur agitateur magnétique. 

50 ml d’eu 

- Ajouter 50 à 100 mg d’indicateur et terminer le dosage en ajoutant la quantité utile 

Dosage du calcium de I’échantillon. 

- Dans un premier bécher de 100 ml, introduire successivement : 

complémentaire #EDTA en s’arrêtant au premier virage au bleu. 

5 ml de soIution à analyser (solution préparée 0 21) ou plus si CaL0,004 ‘/,de mariére 
sèche 

1 ml d’agent masquant 

3 gouttes d‘äcide ascorbique 
5 ml d’hydroxyde de sodium 

50 ml d’eau 

50 B 100 mg d’indicateur. 

Titrer B I’EDTA jusqu’au premier virage au bleu. 

- Dans deux autres béchers de 100 ml, introduire successivement : 
5 ml de la solution à doser (ou plus si nécessaire) 
1 ml d‘agent masquant 

3 gouttes d‘acide ascorbique 

5 ml d’hydroxyde de sodium. 

50 ml d‘eau 

. ’ 95 ?/o du volume d‘EDTA déterminé précidemment 

- Agiter exactement deux minutes sur agitateur‘ magnétique. 

I .  
, . ,  .I 

- .  

I ’  

Ajouter 50 à 100 mg d’indicateur et terminer le dosage à PEDTA au premier virage au 
bleu. La teneur en calcium est calculé d’après la moyenne des deux derkers titrages,’le premier 
étant généralement plus fort. 

Soit n le nombre de ml d’EDTA utile (valeur moyenne des deux titrages]. 1 
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Calcul des résultats. 

Soit t le titre de I’EDTA détérininé ci-dessus, valeur voisine de 0,Ol M sachant que 1 ml 
EDTA 0,Ol M correspond à 2 ml de calcium 0,005 M (0,0004008 g Ca). 

Soit p la prise d’essai en gramme de matière sèche, V le volume en ml de solution de 

La teneur en calcium en O/, de matière sèche e$ donnée par: 

cendres, v la valeur en ml de la prise d’essai destinée au titrage. 

n x  V x t x 4,008 

V X  P 
Ca O io= 

26. DOSA GE DUiK4GNESIUM. (Méthode spectrophotomktrique au iaune titane) 

Principe. 

L’absorption spectrophotométrique du complexe magnésium-jaune titane permet un 
dosage spécifique du magnésium a partir des solutions végétales si les autres éldments présents 
et gênants (en particulier Ca) sont complexés 2 l’acide éthylène glycol bis-(B-amin&thyléther )- 
-N, N, N’, N’ - tétracétique (EGTA). 

Réactifs. 

a) Solution de compensation : 
- Dissoudre 10 g de EGTA dans le volume minimum de KOH 6 N, (environ 11 ml) et 

-Ajouter ensuite 20 ml de trièthanolamine. 
0,0813g de Mn SO4 4 H20 
0,0894 g de AU3. 6 H20 
(Ces sels étant dissous à l’avance dans une petite quantité d’eau distillée) et 10 ml de 

- Compléter à un volume de 400 ml. 

Cette solution de compensation peut être conservée un mois. 

b) Solutions étalon de magnésium à 100 et 10 &ml. 

Dissoudre 0,495 g de sulfate de magnésium anhydre (Mg Sod dans de l’eau distillée, 

-Diluer 10 fois cette solution pour faire Mg 10 pg/ml. 

Remarquer. 

LÆ sulfate de magnésium anhydre est préparé en chauffant au four à 600’ C pendant 4 
heures le sulfate de magnésium hydraté Mg SO4, 7%0; la montée en température doit être 
lente jusqu’à 250’ C (100’ par heure). 

neutraliser à pH 7 avec HCl N. 

solution standard de Mg. 

amener à 1000 mI. 
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- Ajouter à 10 ml d’une solution aqueuse à 0,l O/, de jaune titane 5 ml d’alcool polyvi I 
’. nylique à 1 O/ dans l’eau distillée, puis 25 ml d’une solution aqueuse 2 1,75 O/, de H2K P04t  ’ 

50 ml de glycé%ne, Compléter à 100 ml; préparer une solution fraiche chaque jour. 

d) Mélange de réactifs. 

- Mélanger le réactif c avec un volume égal de la solution de compensation a. 

e) Hydroxyde de potassium 6 N : 33,66 g de KOH dans 100 ml 

f )  Hydroxyde de sodium 4 N : 16,OO g de NaOH dans 100 ml 

Mode opératoire 

La solution végétale préparée selon la méthode décrite 8 21 est diluée 5 fois à l’eau 
distillée(2 ml de solution et 8 ml d’eau); cette dilution convient pour les teneurs en magnésium 
entre O et 0’5 ‘1, de matière végétale. 

La solution spectrophotométré’e est préparée comme suit: 

- Effectuer une prise d’essai de 2 ml de la solution précédente. 

- Ajouter 2 ml du mélange des réactifs (d) et 1 ml de NaOH 4N en agilw: A chaque 
addition. 

-. Maintenir la solution 1 heure à l’obscurité. 

- Spectrophotométrer à 550 mp et comparer la densité optique a une gamme d’étalon. 

Etalonnage. 

A partir de la solution étalon Mg 10 yglml, effectuer des prévelèments de : 

0 - 2  - 4 - 8  - 12 - 20 -/J.glMg 
soit 0-0,4-0,8- 1’2- 1,6-2ml 

- Compléter chaque prise à 2 ml à l’eau distillée. 

- Ajouter les réactifs comme pour les solutions d’analyse, spectrophotométrer et tracer 
la courbe d’etalonnage : densité optique à 550 rnp en fonction de la quantité de magnésium. 

Remarques. 

En gén6ra1, l’étalon zéro présente une absorbance de 0,250 1 0,280 par rapport 5 l’eau 

Certaines fabrications d’EGTA sont contaminées en Mg. On doit adapter la quantité de 
Mg introduit dans la solution de compensation de telle façon que l’extinction de l’étdm d - ~ n  
atteigne 0’25 - 0’28 par rapport à l’eau distillée. 

distillée. 

Calcul des résultats 

Soit p la prise d’essai de substance végétale en g, V le volume de solution minéralisée en 
ml, n la quantité de magnésium en pg dans le prélèvement photómétré’. 
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La teneur de magnésium en "lo de matière sèche est donnée par: 

3 CONCL USIONS 

L'application des méthodes et l'examen des tableaux de résultats laissent prévoir qu'il 
reste encore à faire pour les perfectionner. C'est probablement la .principale conclusion qu'il 
convient de tirer ; incontestablement, on peut espérer de larges améliorations qui résulteront 
simplement d'une meilleurs expérience de la méthode, ou encore de l'exploitation de techniques 
nouvelles : absorption atomique, fluorescence atomique, fluorescence X, polarographie, 
radioactivation ... Or, c'est essentiellement dans un but de contrôle de la nutrition minérale 
qu'ont été élaborées ces méthodes. I1 appartient maintenant aux utilisateurs de donner leur avis. 
Les méthodes de références, en permettant des comparaisons inter-laboratoires, faciliteront 
l'exploitation des résultats; c'est dans un deuxième stade que pourront apparaître de nouvelles 
exigences. 

Les membres du Comité Inter-Instituts conscients de leur responsabilité, poursuivent 
leurs travaux visant h une nouvelle réduction des coefficients de variation de leurs re'sultats 
d'analyses, notamment par l'adaptation de méthodes nouvelles. 

Mais dès Q présent les laboratoires du Comité travaillent à la préparation de méthodes de 
référence pour le soufre et le chlore ainsi que pour les oligo éléments fer, manganèse, m e  et 
&. 

Le Comité Inter-Instituts pour 1'Etude des Techniques Analytiques du Diagnostic 
Foliaire reste prêt à accueillir toute collaboration nouvelle aussi bien en ce qui conceme la 
variété des milieux analysés que les méthodes d'analyses. 

"v 

Ing. M. Bouat : L'importance de la reduction des écartes des coefficientes de variabilité 
entre 1960 et maintenant est particulierament spectaculaire et l'on doit feliciter le Comite 
Interinstitut pour son travail. I1 est bien sur evident que l'on doit rechercher les coefficients 
de variabilité les plus bas possibles. Cependant je dèsirerais savoir quant vous estimez avoir une 
variabilité suffïament basse p o u  prendre une technique comme méthode de reference. 

Dr. M. Pinta : I1 faut bien distinguer les coefficients de variation liés Q la répétabilité 
(intra laboratoire) et à la reproductibilité (inter-laboratoire). La second obligatoirement plus 
élevé, c'est en général celui qui intéresse l'utilisation des résultats. Pour savoir quelle est la 
valeur admissible pour ce coefficient, il serait préférable d'interroger les gens qui interprètent 
ou utilisent ces résultats. Toutefois, nous pensions que pour les éléments majeurs (Na, K, Ca, 
Mg, P, N) ces coefficients devraient être inférieur 1 6 - 8 dans le cas général et lorsqu'il 
s'agit de méthodes de références, mais on ne peut exiger qu'ils en soient systemátiquement ainsi: 
le coefficient de reproductibilité est lié non seulement Q la méthode mais également Ia plante 
elle-même. Précisons enfim qu'en ce qui concerne les oHgo Cléments on a courramment des 
Coefficients de variation atteignant 20 O/, et plus. Le Comité Inter Instituts s'emploie là encore 
à les reduire, compte tenu bien entendu des exigences de l'interprétation. 
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