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NORME INTERNATIONALE

Aliments des animaux — Détermination de la teneur en

calcium —

Partie 2;: Méthode par spectrométrie d'absorption

atomique

1 Objet et domaine d’application

La présente partie de I'1SO 6490 spécifie une méthode de déter-
mination de la teneur en calcium par spectrométrie d’absorp-
tion atomique, dans les aliments des animaux.

La limite de détection se situe aux environs de 10 mg/kg.

2 Références
ISO 6497, Aliments des animaux — Echantillonnage.”

ISO 6498, Aliments des animauk™ & Prépatation des\échantil-
Jons pour essai.V

3 Principe

Aprés destruction éventuelie des matiéres organiques par inci-
nération d’une prise d’essai, mise en solution du_calcium par.
traitement a I'acide chlorhydrique puis dilution de la solution
obtenue en présence de lanthane utilisé comme tampon spec-
tral. Détermination de la teneur en calcium par spectrométrie
d’absorption atomigue.

4 Réactifs

Les réactifs doivent &tre de qualité analytique reconnue, et I'eau
utilisée doit étre de I'eau bidistillée, déionisée et distillée, ou
bidéionisée.

4.1 Acide chlorhydrique, concentré (g, = 1,18 &
1,19 g/ml).

4.2 Acide chlorhydrique, solution a 6 mol/l.

4.3 Chlorure de lanthane, solution préparée de la facon sui-
vante :

Dissoudre, dans une fiole jaugée de 1 000 ml, 25 g d’oxyde de
lanthane a faible teneur en calcium, a 'aide de 75 ml d’acide
chlorhydrique (4.1). Aprés réaction, laisser refroidir, ajouter un
peu d'eau, agiter, ajuster au trait repére avec de I'eau et homo-
généiser.

1) Actuellement au stade de projet.

4.4 Calcium, solution étalon a 40 mg/I.
4.4.1 Solution mére a 1 g/l.

Peser 2,497 g de carbonate de calcium préalablement séché a
105 °C durant 1 h.
fiole jaugée de 1 000 m! en ringant avec environ 100 m! d’eau.
Ajouter 50 mi d’acide chlorhydrique (4.1) pour dissoudre le car-

bonate, ajuster au trait repére avec de I'eau et homogénéiser.

| ag introdn it ati
Les introduire guantitativement dans une

4.4.2 Solution étalon a 40 mg/l.

Prélever a I'aide d'une pipette 10 mi de la solution mére (4.4.1)
et leslintroduire dans une fiole jaugée de 250 ml. Ajouter quel-
ques gouttes d’acide chlorhydrique (4.1), ajuster au trait repére
aved-de.l'eau et homogénéiser.

1.ml de cette solution étalon contient 40 ug de Ca.

5’/ “Appareillage
Matériel courant de laboratoire, et notamment

5.1 Four & moufle, a chauffage électrique, de préférence en
silice, réglable a4 550 + 10 °C.

5.2 Creusets a incinération, en platine, ou a défaut en
silice ou en porcelaine.

5.3 Spectrométre d’absorption atomique, équipé pour
doser le calcium, & flamme air-acétyléne.

5.4 Papier filtre sans cendres.
5.5 Béchers, de 250 ml de capacité.
5.6 Fioles jaugées, de 100 et 250 ml de capacités.

.7 Pipettes, permettant de délivrer 5 — 10 — 15 — 20 et
25 ml.

5.8 Bain de sable ou plaque chauffante, réglable a 150 °C
environ.

5.9 Balance analytique.
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Prélever I'échantillon pour laboratoire conformément 3
YISO 6497.

7 Mode opératoire

7.1 Préparation de I'échantillon pour essai

'S0 6498.
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7.2 Prise d’essai

7.2.1 Echantillons contenant des matiéres organiques

Peser dans un creuset a incinération (5.2), 3 1 mg prés, de 1 3
5 g de i'échantilion pour essai selon la teneur en caicium
présumée.

7.2.2 Echantillons ne contenant pas de matiéres
organiques

Introduire dans un bécher de 250 m! (5.5) de 1 a 5 g de I'échan-
tilion pour essai selon la teneur en calcium présumée;-pesés a
1 mg prés.

7.3 Préparation de la solution d’essai

7.3.1 Incinération et insolubilisation de la silice (unique-
ment dans le cas d’échantillons contenant des matiéres organi-
ques)

Introduire le creuset dans le four & moufle {5.1) froid, fermer le
four et élever progressivement sa température de maniére &
atteindre 550 + 10 °C en 1 h 30 min environ. Maintenir cette
température jusqu’a obtention de cendres dépourvues de parti-
cules charbonneuses (si nécessaire maintenir cette température
pendant 16 h, soit environ une nuit), puis retirer le creuset et le
laisser refroidir. Transférer les cendres dans un bécher de
250 mi (5.5), humidifier les cendres avec de I'eau, puis rincer le
creuset avec au total environ 5 mi d’acide chlorhydrique (4.1)
que |'on ajoute avec précaution dans le bécher, une réaction
violente pouvant se produire.

Evaporer ensuite a sec |'acide chlorhydrique sur le bain de sable
ou la plaque chauffante (5.8) réglé & 150 °C environ.

7.3.2 Mise en solution du calcium

7.3.2.1 Ajouter dans le bécher contenant la prise d’essai
(voir 7.2.2) ou les cendres aprés incinération et insolubilisation
de la silice (voir 7.3.1), 15 ml de solution d’acide chlorhydrique
(4.2}, puis 120 ml d’eau et porter & ébullition.

Filtrer sur papier filtre (5.4) et recueillir le filtrat dans une fiole
jaugée de 250 ml (5.6).

7.3.2.2 Si le résidu sur le filtre présente seulement des traces
de carbone, ne pas en tenir compte et laver le filtre avec 5 ml de
solution d’acide chlorhydrique (4.2) et un peu d’eau chaude,

7.3.2.3 Sile résidu sur le filtre apnarait noir (prése

..... ésidu sur ppa {présen c
bone), placer le filtre contenant le résidu dans un creuset (5.2)
et incinérer & nouveau au four & moufle régié a 550 + 10 °C
jusqu’a disparition compléte de toutes matiéres charbonneuses
(cette opération demande en général 3 4 5 h). Laisser refroidir,
ajouter 2 ml d'acide chlorhydrique (4.1) et évaporer & sec sur le
bain de sable ou la plague chauffante {5.8) réglé a 150 °C envi-
ron, puis ajouter 5 ml de solution d’'acide chlorhydrigue (4.2).
Chauffer, filtrer sur papier filtre en récupérant cette solution
dans la fiole jaugée de 250 mi contenant le filtrat recueilli précé-
demment (voir 7.3.2.1), laver le papier filtre avec de I'eau et
ajuster au trait repére avec de 'eau. Homogénéiser.

NOTE — Dans le cas de l'analyse de produits tels que les phosphates
aluminocaiciques qui sont difficilement solubles dans I'acide chlorhy—

1 IH ~
drique, il est recommandé d'effectuer une fusion alcaline comme suit:

Mélanger I'échantillon a analyser dans un creuset en platine avec 5 fois
sa masse d'un mélange a parts égales de carbonate de potassium et de
carbonate de sodium. Chauffer avec précaution jusqu’a fusion com-
plete du mélange. Refroidir et dissoudre avec précaution le résidu dans
fa solution d'acide chlorhydrique (4.2) en procédant comme décrit
en 7.3.2,

7.4 " Essai'a blanc

Prépareriune solution de la méme facon que la solution d'essai,
en effectuant toutes les opérations spécifiées en 7.3 et utilisant
tous les réactifs mais sans introduire de prise d'essai.

7.5,/ Etablissement de la courbe d’étalonnage

7.5.1 Préparation des solutions d’étalonnage

Préparer une série de six fioles jaugées de 100 ml (5.6) et intro-
duire 3 I'aide d’une pipette (5.7) respectivement0 — 5 — 10 —
15 — 20 et 25 ml de la solution étalon de calcium (4.4).

Ajouter dans chaque fiole 20 ml de la solution de chlorure de
lanthane (4.3), compléter au trait repére avec de |’'eau et mélan-
ger.

Ces solutions correspondent respectivement 30 — 2 — 4 — 6
- 8 et 10 ug de calcium par millilitre.

Cette série de solutions d’étalonnage est donnée 3 titre indica-
tif, étant entendu qu’en fonction de la sensibilité instrumentale
elle peut étre légérement déplacée. Dans ce dernier cas, il
appartient a I'opérateur de déterminer la dilution finale de la
prise d’essai pour se trouver dans les meilleures conditions.

NOTE — Dans le cas de I'analyse de composés minéraux riches en
métaux alcalins, il est recommandé de préparer les solutions d'étalon-
nage avec une solution contenant des ions sodium et potassium dans
les mémes proportions que celles du produit & analyser.

7.5.2 Mesures spectrométriques

Mesurer les absorbances des solutions d"talonnage (7.5.1) a
l"aide du spectromeétre d’absorption atomique (5.3), & une lon-
gueur d’'onde de 422,7 nm, avec une flamme air-acétylene.



7.5.3 Tracé de la courbe d’étalonnage

Tracer la courbe d’étalonnage en portant, par exemple, sur
I'axe des abscisses, les concentrations de calcium, en micro-
grammes par millilitre, et, sur 'axe des ordonnées, ies absor-
bances correspondantes des solutions d’étalonnage.

7.6 Détermination
7.6.1 Préparation des dilutions

Effectuer les dilutions en fonction de la teneur en calcium pré-
sumée.

A partir d’'une partie aliquote de la solution obtenue, effectuer

une premiére dilution & I'aide d'une fiole jaugée de capacité
appropriée en complétant au trait repere avec de |'eau.

Effectuer une deuxiéme dilution en ajoutant dans une fiole jau-
gée de 100 ml, a une partie aliquote de la premiére dilution,
20 mi de la solution de chlorure de lanthane (4.3), puis complé-

ter au trait repére avec de I'eau.
7.6.2 Mesures spectrométriques

Mesurer les absorbances de la solution d’essai_[deuxiéme. dilu-
tion (7.6.1)] et de la solution d’essai @ blanc)(7.4)-en suivant le
mode opératoire décrit en 7.5.2.

Corriger I'absorbance de la solution d’essai si I'absorbance de la
solution d’essai a blanc différe de celle du terme zéro de la solu-
tion d’étalonnage.

7.7 Nombre de déterminations

Effectuer deux déterminations sur des prises d’'essai provenant
du méme échantillon pour essai.

8 Expression des résultats

La teneur en calcium du produit tel quel, exprimée en pourcen-
tage en masse, est égale a

c X F
40 x m

ou

¢ est la teneur en calcium, en microgrammes par miillilitre
de la solution d’essai, déterminée a partir de la courbe d'éta-
lonnage (7.5.3);
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F est l'inverse du facteur de dilution de la solution d’essai
{(voir 7.6.1);

m est la masse, en grammes, de la prise d'essai (7.2).

9 Fidélité

Deux essais interlaboratoires organisés sur un plan national
avec la participation de respectivement 13 et 12 laboratoires,
chacun d'eux ayant effectué trois déterminations, a donné les
résultats statistiques (évalués conformément & I'ISO 5725
indiqués dans le tableau ci-dessous.

Tableau
Résultats exprimés en pourcentage en masse du produit tel quel
; Aliment | Aliment | Farine ;\nbé;an%e
Echantillon porc en |poule en de mos:o_e
granulés | poudre |viande diphos
Nombre de laboratoires
retenus aprés élimina-
tion des aberrants 11 1 10 10
Moyenne 0,83 3,41 5,54 18,5
Ecart=type de/répétabi:
lité (s;) 0,03 0,05 0,07 0,20
Coefficient de variation
de répétabilité 3.4 % 1.4 % 1,3 % 1.1 %
Répétabilité (2,83 x s,) 0,08 0,14 0,20 0,57
Ecart-type de repraduc-
tibilité (sg ) 0,04 0,11 0,17 0,54
Coefficient de variation
de reproductibilité 49 % 32% | 31%| 29%
Reproductibilité
(2,83 x sg) 0,11 0,31 0,48 1,53

10 Procés-verbal d’essai

Le proces-verbal d'essai doit indiguer la méthode utilisée et le
résultat obtenu. Il doit, en outre, mentionner tous les détails
opératoires non prévus dans la présente Norme internationale
ou facultatifs, ainsi que les incidents éventuels susceptibles
d’avoir agi sur le résultat.

Le procés-verbal d’essai doit donner tous les renseignements
nécessaires a l'identification compléte de I'échantillon.

1) IS0 5725, Fidélité des méthodes d’essai — Détermination de la répétabilité et de la reproductibilité par essais interlaboratoires.
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