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1 - INTRODUCTION

S*il est possible d'apprécier dans les sols cultivés et fertilisés les réserves en phosphore,
potassium, calcium, magnésium, pouvant étre rapidement mises & la disposition de la plante, gréce
& des analyses saisonniéres, il n'en est pas de méme pour |'azote, en raison des variations considé -
rabies infervenani au cours de i'année sous i'infiuence des microorganismes. Ces variations sont
fonction du climat (température, pluie, humidité relative), des fagons culturales (aération, drai-
nage), des propriétés physico-chimiques des sols et de la nature des plantes cultivées.

(COLMET-DAAGE 1958-1960, SABEY 1959).

L'azote, en effet, existe sous des formes organiques relativement stables (acides humiques
contenant 3 & 5% d'azote par exemple), sous des formes organiques aisément minéralisables {acides
aminés, hexosamines), ou sous des formes minérales (nitrates, nitrites et azote ammoniacal). On dis-
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IIIIBUBIU encore ! dimmonium Ilblcl fulblclllcll'l' Ilc, ful‘l'clllclll !Ic et fl)\c non euhuuguulﬁlc (ADAI‘V‘\S

1963-1964, BLANCHET 1963). Il semble que dans les sols recevant d'importantes quantités d'engrais
minéraux azotés, ces dernizres formes: NO3~, NO5,™, NH4 et azote organique aisément minérali-
sable, puissent, sous l'action de microorganlsmes spécifiques, passer de i‘une & i‘autre dans certai-
nes conditions de micro-climat et ceci dans de tras fortes proportions (COLMET-DAAGE 1958-1960,

SABEY 1959),

L'azote apporté par les engrais peut &tre ainsi réorganisé sous forme microbienne et réap-
£ ondi

paraftre sous forme minérale lorsque les conditions sont favorables,

Il est difficile de connaftre la cinétique de ces transformations qui sont sous la dépendance,
dans les conditions naturelles, de tras nombreux facteurs, On peut chercher & déterminer périodi-
quement le niveau d'azote minéral ammoniacal et nitrique, résultante entre la formation de l'azote
minéralisé et les pertes du sol en cet élément.

On ne peut connaftre avec certitude les quantités et les formes d'azote mises & la dispo-
sition de la plante, mais lorsque les niveaux sont élevés, on peut &tre presque certain que l'alimen-
tation azotée est suffisante ou parfois trop importante.

Il o 6t6 observé aux Antilles que, pour des sols de méme type, sous un méme climat et
recevant les mémes traitements, mais situés & quelques distances, les résuitats sont comparables,



On peut donc, au moyen de déterminations effectuées chaque semaine dans des parcelles de réfé-
rence, extrapoler les variations des niveaux.d'azote & des surfaces importantes, Ceci permet, éven-
tuellement, de remédier rapidement & des baisses d'azote minéral jugées trop fortes, soit & une épo-
que donnée pour certaines plantes exigeant une bonne nutrition azotée & certaines périodes de leur
cycle, soit tout au long du cycle pour celles qui semblent en avoir besoin durant toute leur végétation.

Pour le bananier, des variations trop brutales & certaines périodes de |'année pourraient
étre une des causes de mauvaise qualité. Pour la canne & sucre, des niveaux élevés d'azote miné-
ral dans le sol pendant la période de maturation paraissent nuisibles & la formation des sucres, si
['humidité du sol est suffisante pour permettre |'absorption et une reprise de croissance de la plante.

L'automatisation des analyses permet d'améliorer :
- d'une part la qualité des résultats obtenus dans des délais trés courts, en |imitant
les risques de transformation entre le moment du prélevement et celui de I'analyse ;
- d'autre part, de permettre la réalisation d'un plus grand nombre de déterminations
journaligres avec une surveillance réduite.

La présente étude a été réalisée sur quatre types de sols représentatifs en Guadeloupe :
- 1 vertisol & montmorillonite, saturé en calcium, pH d'environ 7,5 ;
- 1 sol & allophane contenant de la gibbsite (alumine libre), pH d'environ 4,5 ;
- 1 sol ferrallitique friable & kaolinite, acide et désaturé, pH d'environ 5,0 ;
- T'ferrisol compact & kaolinite, pH d'environ 6,0.

Di nts probl@mes concernant ['échantillonnage, le séchage, |'évolution des solutions,
etc.. ont été étudiés & |'occasion de |'adaptation et de la mise au point des dosages.

2 - FICHE TECHNIQUE
2.1 - Principe du dosage

Sur un échantillon frafchement prélevé, homogénéisé et conservant une humidité voisine
du sol en place, on extrait |'azote NH4" et NO3~ par une solution saline.

) NH4" est dosé sur I'extrait par colorimétrie (bleu d'indophénol) aprés complexation de
Ca*2 par I'EDTA.

NO3~ est dosé simultanément par mesure de |'interférence des nitrates sur le dosage du
rhénium*7 par I' a-furildioxime en milieu chlorhydrique, chlorure stanneux.

2.2 - Schéma de la méthode (appareillage)

Dialyseur  Bain-marie _Colorimétre 1

R () s

‘ 31°C
’@ Extraction__» Enregistreur
Kel . E:I 2canaux
Echelle sol 150 ml Re +5 Colorimétre 2
| | ﬂ—' 550 Expanseur Echell
ur Echelle
=10 ml Gl délai P

Distributeur d'échantillons

Fig 1 . Schéma de la méthode
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La méthode est automatisée grice au matériel Technicon.

Un distributeur d'échantillons d'une capacité de 200 tubes est utilisé. Il permet un char-
gement unique, chaque jour, Le reste du matériel est décrit au chapitre "Appareillage".

En raison des grandes variations trouvées dans les sols, il serait intéressant de disposer d'une
troisidme pompe pouvant recevoir des manifolds réservés uniquement & la dilution automatique.
(x2, x5, x10).

2.3 - Réactions

2.3.1 - Dosage N.NH4~

- D'aprés BOLLETER W.T., BUSHMAN G.Il. et TIDWELL P.W. (1961), on peut

écrire les réactions :
< >——()H /

N o N s N— —
NH; + 00l ——— NH,Cl 0= =N—Cl
mono- " /
quinone

chloramine monochloramine @—OH
Y. OH-
A 0 = Cp-on

milieu
bleu inacphnénol alcalin

625 mu

indophénol intermédiaire
jaune en miliev acide

2.3.2 - Dosage N.NO3"

- D'aprés BLOOMFIELD (R.A.), GUYON (J.C.), MURMANN (R.K.) (1965}, on
peut admettre le schéma ci-dessous.

On pourra aussi consulter les travaux de MAUN (1950), MELOCHE (1957), BANERJEA
(1963), FERGUSON (1964).
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2.3.21 - Interférence NO3-

- +2 rapide
Re04 +Sn ~ + HC1 >
-
NO2
s,
-
0]

2.3.2.2 - Rhénium+5 n'ayant pas réagl avec les nitrates

2.4 - Réactifs

-0
0
rapide
‘—_—
ONO
0 _
sn*2
+3 o-furildioxime =2—p

O &— ©O-—
N
o
'
apidos

ONO

[i-‘{e (a-furildioxime) 3 -31{] *

couleur pourpre 550 mu

L'eau permutée doit étre exempte de traces de NH4+, utiliser une eau frafchement permutée.

Exiraction

Dosage NH4+ - Solution de phénol sodique

- CIKP.A. 0,5N.

Phénol P.A.
Soude P.A.
Eau q.s5.p.

0,1 g (1 pastille)
1000 ml

(Conserver en flacon brun au réfrigérateur. Refaire chaque mois).
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- Solulion tampon phosphate-hypochlorite de Na

Phosphate disodique, 12 H,O P.A. 180 g
Soude P. A, . 69
900 m!

Eau q.s.p.
Apres dissolution, ajouter 55 ml de solution d'hypochlorite de Na P.A.
a 10° chloro.
(Conserver en salle climatisée en flacon brun, le phosphate cristallisant
au frigidaire. Refaire chaque mois).

- Solution de nifroprussiate
- Solution-mare - Solution aqueuse de nitroprussiate de Na P.A.
‘ al0% I partie
Acide acétique cristallisable P.A.
1 partie

{Conserver en flacon brun au réfrigérateur).

= Solutien d'utilisation
5 ml de solution-mére de nitroprussiate

jauger & 1000 ml avec eauv permutée
(A refaire chaque semaine).

- EDTA P.A. M/100

Dosage NO3 -~ - Perrhénate de potassium P.A. & 0,005 %,

(Conserver en flacon brun au réfrigérateur).

- Méthanol & 75 %,
Méthanol P, A. 3 parties
Eau 1 partie

- Chlorure stanneux & 4,25 %, dans CIH

Peser 50 g de Cl35n,2H,0 P. A,

Dissoudre dans 275 ml de CIH P.A. concentré

Amener & 11 avec HO
(Conserver en flacon brun & |'obscurité de préférence, avec une couche
de 1 cm d'épaisseur d'huile de paraffine trés pure, pour éviter |'oxydation

& 'air).

- « Furil dioxime
Méthanol P A, 500 ml
« Furil dioxime P A. 1,750 g
Eau q.s.p. 1000 mi

(Conserver au réfrigérateur, Refaire chaque semaine).

Etalons de comparaison :
- Solution-mare de nitrate de NHy4 P.A. a 1000 T/ml de N(NH,) et

N(NO3) préparée & partir du produit sec et pesé en boite & tare & I'abri

de ['humidité.
(Stocker au réfrigérateur et & I'obscurité).

- Solution d'utilisation & 100 Y/ml et 10 Y/ml. Préparer une gamme
contenant 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0et 20,0 Y/ml de N.

Les solutions d'utilisation et les gammes doivent &tre préparées extemporanément.
9 prép P



2.5 - Appareillage

Pesée sol - 1 balance Top-loading, précision + 3 mg.
Exiraction - bouteilles canettes pyrex de 500 ml,
- 1 distributeur de fraction Héron et Commartin de 150 ml avec réservoir
de 50 1.
Agitation - 1 agitateur rotatif,
Filtration - entonnoirs de 75 mm de @ et rampes de filtration,

- tubes Technicon 30 ml pour distributeur d'échantillons grand modeale.

Dosage NH4* - NO3 - - Distributeur d'échantillons Technicon 200 places,
- 2 pompes proportionnantes,
- 1 dialyseur 37°C,
- 1 bain-marie 95°C,
- 3 bobines de délai normales 28 ml,
- 2 colorimétres & cuve tubulaire 15 mm,
- 1 enregistreur & 2 canaux,
(1 expanseur d'échelle pour NO3)

2.6 - Echantillon

Terre fine 2 mm frafchement prélevée dans la zone 0-30 cm de profondeur, homogénéisée
et conservant une humidité proche de I'humidité d'origine.

Pour les sols trés argileux, on ne peut homogénéiser correctement |'échantillon qu'apras
un jour de séchage & |'air en couche mince (perte de plasticité).

2.7 - Mode opératoire

Toutes les opérations (pesée, extraction, dosages) doivent étre effectuées dans une atmos-
phére exempte de vapeurs ammoniacales et nitriques, :

2.7.1 - DETERMINATION DE L'HUMIDITE DE L’ECHANTILLON

Peser 10 g de sol humide homogéneisé dans des ‘plateaux d'aluminium tarés au méme poids.
Sécher a |'étuve & 105°C pendant 5 heures,

2.7.2 - EXTRACTION DE NH4* - NO3-

Peser 30 g de sol humide sur Mettler P, 120 dans une main en nickel.

Verser dans une bouteille Pyrex de 500 ml & col large.

Ajouter, au moyen d'un distributeur de fraction Héron et Commartin, 150 ml de CIK 0,5 N.

Fermer et agiter pendant 30' & |'agitateur rotatif (40 t/mn),

Eliminer les premigres fractions qui peuvent &tre légérement troubles.

Recueillir 10 ml environ de filtrat limpide dans un tube Pyrex Technicon (pour distributeur
d'échantillons grand modéle). '
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(Si le dosage doit &tre différé au lendemain, prélever 100 ml de filtrat dans une fiole jaugée.
Ajouter 1 ml d'acide trichloracétique & 10%. Réaliser les standards dans les mémes conditions et
stocker & |'obscurité au réfrigérateur).

2.7.3 - DOSAGE TECHNICON AUTOANALYZER

Charger le distributeur d'échantillons. Mettre en place une gamme de standards mixtes
NH4 NO3™ + 1 blanc réactif, puis les échantillons, en inte
contamination éventuelle par un échantillon trop fort.

Inclure un standard 5 Y/ml tous les dix échantillons qui permettra de contréler la constan-

ce du dosage et faciliter le repérage dans les grandes séries.

laumt i tisha dlam sar &
L} ~

a r e
anv vn Tuoe [ K o]

Avec une série d'étalons + un blanc réactif en fin de plateau, une série de 80 échantil-
lons représente 200 tubes.

(Le nouveau dispositif de prélévement du distributeur grand modele effectuant le ringage
intérieur et extérieur du tube permettrait d'éliminer le tube d'eau intermédiaire en augmentant le
temps de ringage entre les échantillons).

Régler la cadence & 48 échantillons/heure : 1'15" pour T.C.
1'00 pourS.T.

2.7.4 - EXPRESSION DES RESULTATS

Les résultats sont exprimés en mg de N(NH4") et de N(NO3") pour 100 g de sol séché &
105°C, '

2.7.6 - COURBES OBTENUES

Figures 2, 3, 6, 7.

[} AR

3 - DISCUSSION DE LA

3.1 - Echantillonnage

Des variations pouvant atteindre 30 & 40 % et pius peuvent se produire si on se iimite & un
seul carottage. Il est nécessaire d'effectuer sept ou huit carottages représentant 1 & 2 kg de sol

.
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manifold : NO3 Sols (mars 1965)

l Solutions: 0,5a 5Y/ml. N (No,)

NIVEAU HAUT : NIVEAU BAS

large Sampler
TC=115"
ST =1'00"

horizontaler liaison_teflon 0000 (2,80 ml.rouge C.P.V. JEch. dans CIK 05 N
l /E\VZ,Oz mil.violet Solvaflex Méthanol 75 %
28 ml. UG\z,so ml.violet C.P.V. AIR
@\J
28 mi 70,42 ml.orangeC.P.V. Per-rhénate 0,005 %
ml. \
liaison Acidflex G\o,gz ml. jaune Acidfléx : Cl,Sn 4259%
N V dans CIH 27.5% V/v
B.M. liaison Solvaflex @1,06 mi. jaune Solvaflex  Furildioxine
0,175 % dans Méthanol 50 %
EQOUt < @;50 ml. violet Solvaflex repompage cuve
' 1
1 ®)
% 28 ml. C. 5 } '
= = & ®
15 mm
COLORIMETRE
550 m/ |
v A
vy

Fig. 4 Manifold NOx (circuit=16'30")

interposition 1 tube d'eau
entre chaque échantillon

ENREGISTREUR)




3.1.2 - ECHANTILLONNAGE LABORATOIRE

L'échantillon est divisé finement par émiettage & la main, puis homogénéisé. L'analyse
est effectuée sur une grosse prise (30 g) pour permettre |'application de la méthode & tous les types
de sols de Guadeloupe dans des conditions de précision satisfaisantes.

N - NH, N-NOjz~
ND
mg % g + - mg% g + -
401 2,09 |+13.9 4.96 | +13.7
402 1.85 | -10.1 | v=10.012 4.71 -11.3 | v=10.,012
Z | 403 1.92 |- 3.1 | 6=+0.103 4.71 -11.3 |'e=+0.11
Z | 50 1.90 |- 5.1 4.73 | - 9.3
¥ 502 2,13 (+17.9 | 6, =+0.036 4.90 |+ 7.7 | g, =+0.037
< | 503 1.87 8.1 5,00 (+17.7
=1 601 1.85 | -10.11| valeur moyenne vraie 4.85 | + 2.7 | valeur moyenne vraie
602 1.90 |- 5.1 | P=0.05 4.75 | - 7.3 | P=0.05
603 2.05 9.9 | 1.95+£0.083 4.80 | - 2.3 | 4.82+£0.085
pX 17.56 Erreur relative moyenne | 43,41 Erreur relative moyenne
2 1.95 +4.25% 4.82 +1.76%
N - NH4" N - NOj3~
No
mg% g + - mg % g + -
401 1.71 |- 3.5 2,52 | - 7.4
W | 402 1.71 |- 3.5 | v=0.009 2.83 | +23.6 | v=0.009
S | 403 1.91 |+ 16.5 | ¢=+0.097 2,52 | - 7.4 | 6=+£0.097
O | s01 1.67 |- 7.5 2,56 | - 3.4
o | 502 1.77 |+ 2.5 | ¢, 7+0.032 2,56 | - 3.4 | ¢, =+£0.032
< | 503 1.66 | - 8.5 2,56 | - 3.4
= | 601 1.90 |+ 15.5 | valeur moyenne vraie 2,60 | + 0.6 | valeur moyenne vraie
602 1.65 - 9.5 P=0.05 2.55 - 4.4 P=0.05
603 1.73 |- 1.5 | 1,745 £ 0.074 265 |+ 5.6 | 2.59+£0.075
X 15.71 Erreur relative moyenne | 23.35 Erreur relative moyenne
: 1.74 +4.29% 2.59 +2.89%
N - NH4* N -NOj3”
NO
mg%g [ + - mg%g | + -
2 401 1.39 + 8.1 1.33 - 7.5
= 402 1.33 + 2.1 |v= 0.004 1.39 | - 1.5|v=0.020
% | 403 | 1.39 | + 8.1|¢=2%0.06] 1.30 | -10.5]|6¢=2+0.143
< 501 { 1.28 | - 2.9 1.40 { - 0.5
502 1.31 + 0.9 |a,=+0.020 1.33 | - 7.5]6,=£0.047 °
'503 1.25 - 5.9 1.75 | + 34,5
601 1.20 - 10,9 | valeur moyenne vraie 1.30 | -10.5 | valeur moyenne vraie
602 1.30 - 0.9 P=0.05 1.35 | - 5.5|P=0.05
603 1.33 + 2.1 1.50 | + 9.5
p> 11.78 Erreur relative moyenne 12.65 |* Erreur relative moyenne
- + 3.58% +7.68%
b 1.31 = 1.40
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Concentration : 0,5 3 20 /ml. N (NH,)

avecsol 30g - 150ml. CIK 0,5 N—~0 a 10 mg N - NH, pour 100 g de sol.
500 large Sampler
| 05000%\|  TC=115"
NIVEAU HAUT | NIVEAU BAS 020 ST=100
| 0% 60 0
' \_Ngoo”
2000 __ 0,42 miorange cbV ___lEch dans CIK 0,5 N
I | [;\Uz,oo ml vert cpv EDTA M/100
TYPE C MEMBRANE | N~ ~2,00ml vert cpv Air
\“7
it < i 2
Egou 0006 @f\ 0,42 miorange cpv CIK 05N
37° : 5
A dta M/100
DIALYSEUR l o 2,00ml vert cpv E . /
/\ V/;\ 2,00 ml vert cpv Air
/A B.M. 0000 I,\\U 0,80 ml rouge cpv nhénol Sgdiqueﬁnl-
(«&9_50))»\ 8 | ~— /0,80 ml rouge cpv nitroprussiate H\—‘A
N— G .0, N/10
m| rouge cpv :
\'/ \Liaison Acidflex @ 0,80 ge cp hypochlorite de Na
opaque EQOUt ~— ,1L2,50 ml. violet cpv repompage cuve
Ay - —~\/
H,0 temp. TI @ _J
ambiante — @
L I_ Cs 4]
Liaison Acidfiex (0900 — = f’ | @
mmlsmdm mn sl ﬂ IMe mm
MEIILE ©1 1o Y v I ulun
QOLMETRL
625 mp N
v A
vveY

Fig. 5 Manifold : NH,

interposition 1 tube d'eau entre chaque échantilion



N - NH4* - -
N 4 N NOj3
mg % g + - mg % g + -
— 401 1.67 + 0.2 0.95 -13.3
ar 402 1.60 - 8.8|v=0.10 1,25 | + 16,7 | v=10.011
g 403 1.85 | +18.2|6=1+0.102 0.95 | -13.3|s=10.107
2 501 1.60 - 6.8 1.1 + 2.7
w 502 1.71 + 4.2 ¢~ 0.034 1,20 1 + 117 1 6=+ 0,036
503 1.54 -12.8 1.1 + 2.7
601 1.60 - 6.8 | valeur moyenne vraie 1,15 | + 6.7 | valeur moyenne ‘vraie
602 i.80 + 13.2 | P=0.05 i.00 | - 8.3 P=0.05
603 1.64 - 2.8]1.67+0.078 1.05 - 3.3|1.083+0.083
x 15.01 Erreur relative moyenne 9.75 Erreur relative moyenne
z 1.67 + 4.67% 1.08 +7.66%

Ces résultats montrent que I'échantilionnage pour I'azote dans les sois & aliophanes est
plus délicat, en raison sans doute d'une activité microbienne intense, des pertes d'eau importantes
lors de la détermination de |'humidité & 105°C (pour la correction des résultats), le temps de sé-

chage et la température influant fortement.

3.2 - Séchage et délai entre prélévement et dosage

Certains sols argileux ne peuvent &tre divisés et homogénéisés dans leur humidité naturelle,
en raison de leur plasticité. Il est donc nécessaire de les dessécher légérement pour permettre une
homogénéisation correcte de |'échantillon en vue de I'analyse. L'évolution de l'azote étant sous
ia dépendance directe de phénoménes microbiens complexes, cette dessication entrafne des modi-
fications sur le niveau NH4 -NO3 trouvé.

La désamination des acides aminés par voie biologique conduit, soit & la formation d'acide-
alcool et & une libération de NH3, soit, si un phénoméne de déshydratation se produit, & des acides
éthyléniques + NHj3, soit enfin, en miliev oxydant, & des acides-cétone + NHa, Ce NH3 peut ve-
nir surcharger le niveau initial du sol. :

En Guadeloupe, la teneur des sols en nitrite est en général suffisamment peu élevée pour
autoriser |'analyste & les négliger, eu égard aux problemes d'échantillonnage ; mais, dans les sols
hydromorphes, ob le niveau de NO2~ peut étre notable, on risque de trouver un taux de nitrates
trop élevé par oxydation, lors du séchage, des nitrites en nitrates,

La stérilisation effective du milieu est pratiquement impossible dans les conditions de pré-
ievements (points distanis de 60 km du iaboratoire par exempie). Les essais menés avec ie toiuéne
ont donné des résultats peu encourageants.

N
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Résultats pour N-NH4+ en mg pour 100 g

Soi frais séché & | Séchage & i‘air | Séchage & i‘air | Soi humide avec

Sol Sol frais humide 45°C* 2 jours 4 jours tolugne 2 jours
Lamentin 1.13 1.59 1.95 2.03 1.67
Digue 1.42 1.68 1.74 2.60 2.00
Aby mes 1.10 1.59 1.31 1.79 1.55
Beauport 1.37 1.56 1.67 1.95 1.58

Résultats pour N-NOg3~ en mg pour 100 g

. . Sol frais séché & | Séchage & |'air | Séchage & I'air | Sol humide avec

Sol . |Sol frais humide 45°C 2 jours 4 jours tolugne 2 jours
Lamentin 4.68 4,49 4.82 4,85 5.12
Digue 2.58 2.60 2,59 3.20 2.88
Abymes 1.2 1.44 1.46 1.55 1.82
Beauport 1.09 1.08 1.08 1.21 1.60

Tous les résultats sont rapportés au sol séché & 105°C et sont la moyenne de dix
déterminations.

Comme on peut le voir dans ces deux tableaux, le dosage doit &tre effectué le plus t6t pos-
sible aprés le prélé@vement, particuligrement en ce qui concerne I'ammonium,

Cependant, si |'on veut obtenir une homogénéisation correcte, on a tout intérét a laisser
I échanhllon perdre sa plasticité, sous réserve d'opérer toujours dans les mémes conditions.

3.3 - Exfraction

Le sol est un milieu complexe et le choix du réactif d'extraction présente une grande
importance,

L'extraction est effectuée, soit par des sels comme le chlorure de potassium, le chlorure
de calcium, le sulfate de sodium, soit par des acides dilués comme l'acide sulfurique 0,25 N
(RICHARD, 1960), I'acide sulfurique 2N & pH 2 (MARGEZEWKA, 1961) ou [*acide chlorhydrique
0,05 N (MAJBORODA, 1961), soit en milieu tamponné comme acide chiorhydrique + chiorure de
potassium & pH 1 (STOJANOVIC, 1960), ou acétate de sodium + acide acétique & pH 4,8
(STOJANOVIC, 1960), ou encore sulfate de potassium + acide sulfurique (BREMMER, 1955), soit
enfin en présence de produits destinés & réduire I'activité microbienne et & éviter ainsi une évolu-

tion des diverses formes d'azote entre prélévement et analyse : acide chlorhydrique 0,05 N + toluéne

1.. e Pt YRR e 2 \

{MAJBORODA, 1961), suifaie de sodium N + suifate de cuivre 0,02 N (LEWIiS, 1961),

Pour les sols acides, on utilise indifféremment |'une ou |'autre de ces extractions.

———————————

* Séchage en 3 heures en couche mince en étuve ventilée. Le séchage en sac par cette méthode donne des

résultats tras forts, le sol se trouvant dans des conditions d'incubation stimulant le processus microbien.
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Pour les sols alcalins, seules les extractions acides peuvent &tre retenues, en raison des
pertes de nitrates pendant l'analyse, le pH des extraits étant supérieur & 7 (MAJBORODA, 1961).

Nous avons finalement adopté I'extraction au CIK 0,5 N en raison, d'une part de la pureté
de ce sel qui, mé&me dans le produit dit "pur" donne des blancs trés faibles, d'autre part du pH lé&-
gérement acide de ses solutions, et de son inertie vis-a-vis des protéines et acides aminés dans les
normes du dosage.

CIK ne peut extraire |'azote volatilisé sous forme de NH3 par suite de phénomenes de dif-
tusion, I'azote minéral neutralisé par les microorganismes (DOMMERGUES, 1962), les formes de
NHy4 rétrogradées ou fixées (McINTOSH 1962, MOGILEYKIWA 1964, DHARIVAL 1958), peu uti-
lisables par les plantes,

En sol alcalin, l'extraction de N est imparfaite (MAJBORODA, 1961) et ['on risque des
pertes si l'extrait de sol est alcalin

L'extraction par KCl entrafne NH4' libre et faiblement lié, NO3~ - NO2~, enfin, mal-
heureusement, des formes organiques de N (protéines, acides aminés libres, sucres aminés) pou-

vant représenter prés de 40 % de |'azote total (KONONOVA, 1961).

KONONOVA (1961) divise approximativement cet azote organique soluble en :
N aminé ....cooevinininns 10%
N mono amino-acides .. 28%
N diamino-acides ....... 5%

Les autres amino-acides sont dans les sols & |'état de traces ainsi que les sucres aminés :
galacto-amine, glucosamine et n acétyl glucosamine.

Dans les sols, 17 acides aminés ont été identifiés (GROV 1963, WALDROW 1962).

L'urée est trés rapidement remaniée dans les sols par les microorganismes. On verra au
chapitre "Interférences" I'influence de ces différents composés sur le dosage de I'ammonium par
néo-formation.

3.4 - Evolution des solutions pendant et aprés I'extraction

Le temps de contact sol -liquide d'extraction a été limité & 30'. Les travaux de
DANNEYSKIS (1961) semblent infirmer les méthodes d'extraction par contact prolongé en raison
de I'hydrolyse partielle des substances azotées organiques, provoquée, méme en milieu tolugne,
par les amidases accumulées dans le sol.

Si le dosage ne peut étre effectué dans les deux heures qui suivent |'extraction, les modi-
fications intervenues sous |'influence des microorganismes dans les diverses formes d'azote entre le

début de ['extraction et le dosage peuvent &tre non négligeables.

La stabilisation peut &tre alors effectuée en ajoutant 1 ml de solution d'acide trichlora-
cétique & 10% & 100 ml d'extrait , et en stockant & ['obscurité (soit en réfrigérateur, soit en met-
tant le couvercle opaque du distributeur d'échantillons grand modale).

L'acide trichloracétique assure la précipitation des protéines qui auraient pu &tre entraf-
nées et posséde un pouvoir bactéricide non négligeable.

Les solutions ne doivent pas &tre conservées & la lumiére du jour intense. Em effet, si la
lumizre émise par les tubes fluorescents dans |'éclairage normal d'un laboratoire est sans influence,
il n'en est pas de méme pour la lumigre solaire qui peut provoquer une photolyse des amines
(AMOUROUX, 1961) et des aminoacides dont |'effet peut &tre non négligeable si l'insolation est
prolongée. L'élévation de température d'auvtre part, due & cette exposition, peut accélérer les
phénomenes d'hydrolyse. :
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3.5 - Dosage chimique de NH4"

De trés nombreux auteurs ont démontré les possibilités du dosage dont BERTHELOT en 1859
a donné le principe.

Des modifications ont été apportées pour améliorer la reproductibilité, la précision, la
sensibilité de la réaction et l'adapter & des cas particuliers.

On peut signaler rapidement :

- I'emploi de catalyseurs {nitroprussiate de K) (LOBOCHINSKY 1954, MAUN 1943,
LIEMAN 1964, ASSOUS 1960, SUSINI 1964}, sel manganeux (Von BOHNSTEDT,
1958), acétone (ROSKAW 1964) ;

- l'extraction par solvant (KAPLIN 1961, KULENOK 1961) ;

- l'utilisation de cuves plus larges (BOLLETER, 1961).

La réaction est influencée par de nombreux facteurs :

3.5.1- INFLUENCE DU pH

La réaction doit s'effectuer & un pH constant. L'emploi d'un tampon est donc nécessaire,

La présence d'acides aminés oblige & choisir un pH relativement bas, |'hydrolyse de ces
composés étant sensible au-dessus de pH 11 (ASSOUS, 1960), ou au-dessous de pH 5 (WEARNE,
1963).

Le développement correct de la réaction ne se fait qu'au-dessus de pH 9,5 (ASSOUS, 1960).

Nous avons donc adopté le pH de 10 choisi par le mode opératoire de ASSOUS et qui
donne de bons résultats, Le pH de 11-12 généralement conseillé (LOGSON, 1960) donne lieu,
avec le chauffage au bain-marie & $5°C, & des surcharges par les acides aminés,

3.5.2 - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN PHENOL-HYPOCHLORITE DE Na

La teneur en ClIO~ doit étre parfaitement connue et voisine de 0,5° chloro. |l est donc
nécessaire d'effectuer le dosage par iodométrie par exemple. Une teneur dépassant 1° chloro amene
de graves erreurs :

par exemple :
- attaque des composés azotés organiques qui peuvent perdre leur groupe NH pour
donner des aldéhydes et de |'ammoniac : / /

R - CH - COOH .CIONa_ R . CHO + CO5 + NH3
NH2
- chlorination du phénol qui entraine une perte d'hypochlorite et provoque |'appa-
rition de phénols chlorés insolubles.

Au contraire, si la teneur en CIONa est inférieure & 0,2° chloro, la coloration se déve~
loppe mal et irrégulidrement.

Dans les sols hydromorphes riches en nitrites, ceux-ci peuvent aggraver |'erreur en consom-
mant dv OCI- :

OCI™ + NO2™—=NO3™ + CI~

Certains auteurs préférent & |'hypochlorite de Na |'hypochlorite de Ca (LOGSON, 1960),
ou encore I'hypobromite considéré comme plus stable (KAPLIN 1961, KULENOK 1961, SMONKE
1964) ou le chloramine T (STEGEMANN, 1962) ou l'eau de chlore (BOLLETER, 1961). De méme
le phénol a 6té remplacé par le thymol (ROSKAW 1964, KULENOK 1961) et |' anaphtol (MORITA,
1943).
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3.5.3 - INFLUENCE DE L"ORDRE D’ADDITION DES REACTIFS ET DES DELAIS ENTRE LES REACTIFS

Il est nécessaire de complexer le calcium par I'EDTA au moment de la dialyse et de n'ajou-
ter ies autres réactifs qu'ensuite, Si on opére sur un soi contenant du magnésium (+ de 4 &4 5 mé % g)
on utilisera le CDTA (cyclo hexyl-trans 1,2 - diamino tétracetic acid).

L'addition au débuf de ia diaiyse permet une compiexation compigie avant i'arrivée du
premier réactif.

1~ ~

KCl est ajouté en contre-dialyse pour équilibrer le KCI introduit avec '

'‘échaniilion,

Il faut ensuvite ajouter le phénol alcalin et le nitroprussiate de préférence. L'addition de
phénol alcalin peut &ire critiquable, car on pourrait craindre des pertes de NH4 si on opérait ma-
nuellement. Dans le systéme Technicon, le dégagement éventuel de NH3 se limite aux bulles d'air
de sectionnement de la veine liquide. Une bobine de mélange simple permet |'homogénéisation des
réactifs et !'addition de CIONa en milieu tampon dans un délai réduit. Le systeme offre donc toute
garantie.

BOLLETER (1961) et WEARNE (1963) qui utilisent de I'eau de chlore conseillent av contrai-
re d'uiouter ce réactif le premier. MANN (1963) a noté, par contre, duns Ie cas de |'hypochlorite

! s hlori te est giocuté avant la mnbhgmal a8 N

e Ao 1 abs orpt
qdos NYPOCHIONiTe €57 Gjouie Gvant 1€ pneno: & lc CaGigiyseur.

nH I+ an el
une UlllllllUlIUll ae OVpT un Si

3.5.4 - INFLUENCE DU TEMPS : VITESSE DE FORMATION DU BLEU D’INDOPHENOL.
INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

La réaction demande, a froid, prés de 30' pour arriver & son maximum. La stabilité de la
coloration est au moins de douze heures.,

Par chauffage & 95°C, le maximum est atteint en douze minutes environ, pour le mode
opératoire utilisé. Un refroidissement ménagé est effectué a la sortie du bain-marie et la tempé -
rature de la solution ramenée & |'ambiante dans une bobine & réfrigérant (25°C). Un refroidissement
pius énergique n'est pas conseilié, car il pourrait entrainer queiques irréguiarités dans ies dosages
et d'autre part des condensations sur la cuve pourraient perturber les mesures.

Un cnaunuge rrop pr0|onge aménerait une aecrmssance qe I ‘intensité (H rauf sugnuler que

le temps préconisé par BOLLETER (1961) pour le dosage est de 5' seulement par sa technique).

3.5.5 - INFLUENCE DE LA LONGUEUR D'ONDE

Le dosuge est effectué & 625 mu . Les différents chercheurs ont trouvé des maxima d'ab-
sorption en milieu NaOH variant seion ies techniques de 610 & 650 my . L'utilisation de solvants
organiques pour extraire le bleu d'indophénol modifie la bande de mesure (495 & 530 mu suivant

le solvant). On respectera donc rigoureusement le mode opératoire.

o o _ oA oo L L o oo oo o o = n e
3.5.6 - INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LE DEVELOPPEMENT DE LA REACTION
Le circuit est réaiisé avec ie tube de iiaison tygon ciassique, et ies bobines ne sont pas
protégées de la lumiére, i'éclairage de la salle climatisée &tant réalisé par tubes fluerescents,
Cependant, si i'appareil doit fonctionner dans un laboratoire recevant ia fumiere du jour
intense et méme le soleil, il faudrait réaliser le circuit en tube acidflex pour éviter une diminution

de la densité optique.

Celle-ci peut atteindre 8% en 1 heure (TETLOW, 1964).
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3.5.7 - INFLUENCE DE LA DIALYSE

La membrane Cuprophan, bien que permettant une dialyse rapide et & un taux convenable,
est suffisamment fine pour arréter les grosses molécules de protéines ou d'acides humiques qui risque-
raient de surcharger les résultats en azote dans le cas des holoprotéides (les holoprotéides libarent
a I'hydrolyse des acides aminés et de |'ammoniac).

Les réactifs de dialyse et de contre-dialyse sont identiques et non corrosifs, ce qui permet
d'utiliser la membrane C jusqu'd trois mois sans modifications significatives du taux de dialyse.

La membrane est nettoyée chaque semaine par pompage de 10 ml d'hydropharma & 60 g/I.

3.5.8 - INTERFERENCES

=Ca*2 Dans les sols présentant un taux de calcium échangeable supérieur & 4 mé % g, il est néces-

saire de complexer par ['EDTA. Comme c'est le cas de la plupart des sols de Guadeloupe, on ope-
rera systématiquement cette chélation, sinon on décelerait rapidement un déplacement de la ligne
de base (courbe 8).

-Mg™*2 Les sols magnésiens n'existent pratiquement pas en Guadeloupe. Mais, en Martinique,
on trouve des sols ayant jusqu'a 40 mé % g de Mg. La complexation par le CDTA serait obligatoire,
mais les essais n'ont pas encore été effectués pour de telles quantités. L'élimination de Mg ou la
fixation et |'élution sélective de NHy par résine est a |'étude.

=Cu*2 Fet3, NO3-,NO2-,504-2,PO4-3,Na*,Cl-, CO;-2

n'interférent pas significativement dans les extraits des différents sols testés.

- Al+3 Peut donner une interférence négative si le sol contient un taux élevé d'aluminium
échangeable.

- les grosses molécules d’humus sont éliminées a la dialyse.

- les acides aminés Les essais ont été effectués avec des solutions de CIK 0.5 N d'acides
aminés (I) trés purs NBCo.

- une série d'essais a été effectuée avec 8 mono acides (& la dose chacun de 0.3 g/ml.)
L'interférence est pratiquement nulle avec des solutions frafchement préparées. Avec
des solutions préparées depuis huit jours et conservées & la lumiere & 25°C, I'interfé-
rence n'est plus négligeable par suite de néoformation de NHy4 sous I'influence de
microorganismes,

- les essais menés avec les autres formes d'acides aminés ont donné les mémes résultats.

Ces essais, s'ils montrent que les acides aminés aux doses trouvées dans les sols n'ont pas
d'influence sur le dosage, prouvent cependant |'intérét de ne pas stocker trop longuement des ex-
traits de sols & la lumiere et & une température ambiante assez élevée (25 a 30°C).

-foluéne Le toluéne que I'on ajoute souvent aux sols pour réduire l'activité microbienne
n'interfére pas sur le dosage & la dose de 1 ml pour 100 ml d'extrait.

- acide frichloracétique Ajouté pour la stabilisation des extraits, il n'interf2re pas sur le
dosage & la dose de 1 ml pour 100 ml d'extrait.

3.5.9 - PRECISION : SENSIBILITE

Le seuil de réponse est d'environ 0.1 T/ml de N-NH4. On peut déceler des différences
pouvant atteindre 0.05 Y/ml.
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TEST DE REPRODUCTIBILITE

Avec surcharge N-NH4 : sur un extrait de sol dosé préalablement aprés dilution de deux
fois par CIK, on ajoute une quantité de NH4-NO3 correspondant & 2 ¥ /ml de N-NH4. Ceux-ci
sont retrouvés avec une précision de £ 0.8 %.

Le dosage des nitrates est trés sensible, puisqu'il ne peut s'effectuer que sur des échantil -
lons contenant de 0 & 5 Y/ml de N-NO3, ce qui représente, par la méthode utilisée, une teneur
de 0 & 2,5 mg pour 100 g de sol.

Il est donc souvent nécessaire de procéder & des dilutions au moyen d'un petit manifold,
ajouté, si besoin est, au manifold NOg {x2, x5, x10) selon les zones de dosage.

L'interférence donne une amplitude sur le popier enregistreur assez faible. Il y a donc
intérét & utiliser un expanseur d'échelie pour améliorer la précision de la lecture.

Si I'on n'utilise pas de dilution au tomafique les courbes obtenues sont mieux marquées,
la ligne de base s'abaissant lors du riﬁqc—:g par 1'air, le rhénium étant moins dilué & cet instant.

3.6.1 - INFLUENCE du pH

Le pH doit étre nettement acide et affecte le développement de la coloration lors de I'ad-
dition de I' a-furil dioxime. Un excés de HCl améne une diminution de I'infterférence de NO3.
On consultera les travaux de BLOOMFIELD (1965) qui étudie en détail les divers facteurs régissant
la méthode. '

3.6.2 - INFLUENCE DE L'ORDRE D’ADDITION DES REACTIFS ET DES DELAIS ENTRE LES REACTIFS

Le méthanol (pouvant étre remplacé par |'éthanol) est ajouté le premier a |'échantillon.
De cette maniére les composés aminés organiques sont insolubilisés. Le méthanol permet a l'inter-
férence d'atteindre son maximum. Le perRhénafe est ensuite mélangé, puns le chlorure stanneux

P 1 PO O P 1. del UG | 2 [Py PRy Az o A= I 1oL e
en miiieuv ires uciaue, i uclul ae aix mlllull:) =3| necessdire au ucvcloppemclll ae | |"|U||=-
rence NO3 -ReOy

L'a furi! dioxime est ajcutd en dernier et la réaction est dosable au bout de cing minutes,
La coloration maximum n'est atteinte qu'au bout d'une heure environ.

3.6.3 - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Ne disposant que d'un bain-marie a-95°C, I'influence de la température sur les réactions
n'a pu étre étudiée, le méthanol bouviiiant & 64°C environ.

3.6.4 - INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LE DEVELOPPEMENT DE LA REACTION

On a intérét & opérer sous lumigre artificielle réduite, le Cl2Sn étant légérement sensible
& la lumigre. Par précaution, les bobines de délais sont recouvertes de papier noir.
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3.6.5 - INTERFERENCES

L'interférence importante de NO3 sur le dosage du rhénlum+7oeut &tre considérée comme
spécn‘aque les autres anions susceptibles de donner cette réaction n'existant pas dans les sols. Par-
mi les éléments susceptibles d'apporter une surcharge lors du dosage : Alt3, NH4", 50472, PO4-3,
NO2™ ne donnent pas d'interférences significatives & la dose de 40 ‘l’/mi

Fet3 a 40 Y/ml donne une interférence positive,

Mg*#4 donne une interférence négative.

Ca*2, en grande quantité peut annuler completement la réaction. La méthode ne peut
donc é&tre utilisée dans les sols calcaires. Les sols contenant jusqu'a 10 mé % g de calcium échan-
geable peuvent &tre dosés sans interférence négative significative.

- acide trichloracétique Il n'influence pas la réaction & la dose de 1 ml pour 100 ml d'extrait.

3.6.6 - PRECISION : SENSIBILITE

Le seuil de réponse est d'environ 0.5 Y/ml. |1l est possible de déceler des différences de
0.2 Y/m! de N-NO3. Le dosage effectué sur un méme e;-‘raifdanne une bonne précision {voir

courbe, fig. 6).

TEST DE REPRODUCTIBILITE

Sur un extrait de :GI v.Ju‘)Sé Pi‘ét‘ilﬁbl‘r‘ﬁ“f et dIIU!‘: aeux lﬁiS par \..u\, on U|ouu= une quan-
tité de NH4-NO3 correspondant & 2 ¥/ml de N-NQ3. Ceux-ci sont retrouvés avec une précision

de £ 3%.
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Résumé

Une méthode de détermination de 1'Azote NH4-NO3g disponible pour les plantes dans le
sol, est décrite.

L'Azote ammoniacal et nitrique est extrait du sol frais aussitét aprés prélevement et & son
humidité d'origine, par une solution de CIK 0.5 N.

NH4 est dosé par colorimétrie (blev d'Indophéncl) aprés dialyse et complexation de Ca
par I'EDTA,

NO3 est dosé simultanément sur le méme extrait par mesure de |'interférence de NO 37 sur
le dosage du Rhénium*7, par I'a Furildioxime, en miliev acide chlorhydrique ~ Chlorure stanneux.

Cette méthode permet d'éviter le dosage de NO3™ en milieu sulfurique concentré, impra-
ticable en sol calcaire ou riche en mati2res organiques, et la réduction en NO2~ toujours tres
délicate.

Les points les plus importants concernant |'extraction et les dosages sont discutés.

La méthode est applicable aux sols acides ou neutres, présentant un taux de calcium échan-
geable inférieur & 15 & 20 mé pour 100 grammes de sol.

L'automatisation permet :

- d'améliorer la qualité des résultats obtenus dans des délais trés courts, |limitant
les risques de transformation entre le moment du prélévement et celui de |'analyse.

- de réaliser un plus grand nombre de déterminations avec une surveillance réduite.
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