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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de
normalisation (comités membres de I''SO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée
aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du
comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I''SO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEl) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert I'approbation de 75 % au moins des comités membres
votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire I'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence.

L'ISO 23753-1 a été élaborée par le comité technique 1SO/TC 190, Qualite du sol, sous-comité SC 4,
Meéthodes biologiques.

L'ISO 23753 comprend les parties suivantes, présentées sous le titre général Qualité du sol — Détermination
de l'activité des déshydrogénases dans les sols:

— Partie 1: Méthode au chlorure de triphényltétrazo/ium (CTT)

— Partie 2: Méthode au chlorure de iodotétrazolium (CIT)

iv © ISO 2005 — Tous droits réservés
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Introduction

La microflore du sol est responsable de la décomposition et de la transformation des matiéres organiques, de
la stabilité de sa structure et des cycles du carbone, de l'azote, du soufre et du phosphore. Les
déshydrogénases, en tant qu'enzymes de la chaine respiratoire, jouent un rdle fondamental dans la
production d'énergie par les organismes. Elles permettent l'oxydation des composés organiques en
transférant deux atomes d'hydrogéne. Les déshydrogénases sont des composants essentiels du systéme
enzymatique des micro-organismes. L'activité des déshydrogénases peut donc étre utilisée comme indicateur
des réactions biologiques d'oxydoréduction ainsi que pour mesurer I'activité microbienne dans le sol.

© ISO 2005 — Tous droits réservés \Y



iTeh STANDARD PREVIEW
(standards.iteh.ai)

ISO 23753-1:22005
https/standards.iteh.ai/catalog/standards/sist/91212cb5-30a5-4426-bc2e-
540558e63b1/is0-23753-1-2005



NORME INTERNATIONALE ISO 23753-1:2005(F)

Qualité du sol — Détermination de I'activité des
déshydrogénases dans les sols —

Partie 1:
Méthode au chlorure de triphényltétrazolium (CTT)

1 Domaine d'application

La présente partie de I'lSO 23753 spécifie une méthode de détermination de I'activité des déshydrogénases
dans le sol a I'aide de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (CTT).

Elle ne s'applique pas a la détermination de l'activité des déshydrogénases dans les couches supérieures

(horizons L, F et H) des formes d'humus de forét a faible activité microbienne (par exemple le mor), ou dans
les sols présentant des propriétés réductrices (par exemple les sols saturés d'eau).

2 Reéférences normatives

Les documents de référence suivants sont indispensables pour l'application du présent document. Pour les
références datées, seule I'édition citée s'appliques Pounles références non datées, la derniére édition de la
publication a laquelle,il.est fait référence (y, compristous les-amendements)-slapplique.

ISO 10381-6, Qualité du sol — Echantillonnage — Partie 6: Lignes directrices pour la collecte, la manipulation
et la conservation de sols destinés a une étude en laboratoire des processus microbiens aérobies

ISO 10390, Qualité du sol — Détermination du pH
ISO 11259, Qualité du sol — Description simplifiée du sol

ISO 11465, Qualité du sol — Détermination de la teneur pondérale en matiere séche et en eau — Méthode
gravimétrique

3 Principe

La solution de CTT est ajoutée a un échantillon de sol et le mélange est incubé a 25 °C pendant 16 h. Le
triphényl-formazan (TPF) dégagé est extrait a I'acétone et dosé par photométrie a une longueur d'onde de
485 nm.

NOTE 1 Cette méthode est fondée sur une version modifiée de la méthode décrite dans la Référence [3].

NOTE 2 D'autres liquides d'extraction que I'acétone peuvent étre utilisés (par exemple éthanol, mélange d'acétone et
de CCl,). Selon la Référence [1], le méthanol n'est pas approprié car le sol et la teneur en eau du sol ont une incidence
sur I'efficacité d'extraction.

Dans le cas des sols ayant des caractéristiques réductrices (par exemple les sols saturés d'eau), il convient

de ne pas utiliser l'activité des déshydrogénases pour mesurer l'activité biologique dans le soll?l. Des
composés abiotiques, tels que les composés du fer(ll) ou les sulfures, peuvent réduire le CTT.

© ISO 2005 — Tous droits réservés 1
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NOTE 3 Les solvants organiques peuvent extraire des quantités excessives de substances humiques dans les sols
riches en humus (par exemple les horizons L, F, H, la tourbe), et donner des valeurs a blanc (p,¢) qui ne different pas des
valeurs mesureées (o) dans les sols a faible activité microbienne.

4 Réactifs et produits

41 Sol

Prélever et préparer des échantillons de sol comme spécifié dans I'lSO 10381-6. Si les échantillons qui ont
été tamisés a l'état frais ne peuvent pas étre analysés immédiatement, ils peuvent étre conservés pendant
une durée maximale de trois mois a une température de 4 °C. Déterminer la teneur en matiére séche de

I'échantillon conformément a I''SO 11465.

La conservation pouvant modifier l'activité enzymatique, il convient de ne pas comparer l'activité des
déshydrogénases d'échantillons ayant été conservés pendant des durées différentes.

4.2 Acide chlorhydrique, ¢(HCI) = 1 mol/l.

4.3 Solution tampon tris, ¢ = 0,1 mol/l.

Dissoudre 12,11 g de tris (hydroxyméthyl) aminométhane dans 600 ml d'eau distillée et ajuster le pH a:
a) 7,8 pour un sol acide (pH inférieur a 6);

b) 7,6 pour un sol neutre (pH de'6:a'7);

c) 7,4 pour un sol riche en carbonates (pH’supérieura 7);

en utilisant une solution d'acide chlorhydrique a f1smol/l;spuis@ompléter a 1 000 ml avec de I'eau distillée.
Déterminer le pH conformément.a I'1SO10390:

4.4 Solution de substrat (CTT)
La concentration optimale de substrat est généralement comprise entre 0,1 % et 2 % de CTT, en fonction de
la classe de texture du sol et de sa teneur en humus. Déterminer la texture du sol conformément a

SO 11259.

Dissoudre le chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium dans la solution tampon tris (4.3). La solution peut étre
conservée pendant une semaine a une température de 4 °C, a I'abri de la lumiére.

En fonction de la teneur en humus et en argile de I'échantillon, utiliser les concentrations de substrat
suivantes:

a) sol sableux, sol Iégérement humique et Iégerement argileux: 0,1 % a 0,5 % de CTT,;
b) limon, sol humique et limoneux: 0,6 % a 1,0 % de CTT,;

c) sol argileux et humique: 1,0 % a 2,0 % de CTT.

4.5 Acétone de qualité analytique

4.6 Solutions de triphényl-formazan (TPF)

4.6.1 Solution mére de TPF, dissoudre 1 000 mg de triphényl-formazan (TPF) dans de l'acétone (4.5) et
compléter a 100 ml.

4.6.2 Solution de travail TPF, diluer 1,0 ml de solution mére (4.6.1) dans de l'acétone (4.5) et compléter a
100 ml.

2 © ISO 2005 — Tous droits réservés
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4.6.3 Solutions d'étalonnage de TPF

Introduire a la pipette respectivement 0 ml, 1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml et 10,0 ml de la solution spécifiée en 4.6.2
dans une série de cinq tubes a essai et compléter a 30 ml avec de l'acétone (4.5). Les solutions obtenues ont
respectivement des concentrations en TPF de 0 ug/ml, 3,33 ug/ml, 6,67 ug/ml, 16,7 ug/ml et 33,3 pg/ml.

Puisque le CTT et le TPF sont sensibles a la lumiére, il convient de protéger les solutions des rayons
lumineux tout au long de I'analyse.

5 Appareillage
5.1 Photomeétre.
5.2 pH-meétre.

5.3 Tubes a essai, par exemple de 2 cm de diametre et d'une capacité minimale de 30 ml (prise d'essai de
5 g; voir également I'Article 6).

5.4 Etuve, réglable a (25 + 1) °C.
5.5 Fioles coniques, fioles jaugées, pipettes et entonnoirs appropriés.
5.6 Agitateur pour tubes a essai.

5.7 Filtre a plis, a filtrage'lent (90's 2100 s).

6 Mode opératoire

Peser 5,00 g de sol'naturellement-humide’"dans ‘chacun’ de-quatre“tubes’a‘essai (5.3). Ajouter 5 ml de la
solution de substrat (4.4) a trois échantillons'(échantillons 'complets). Introduire a la pipette 5 ml de solution
tampon tris (4.3), au lieu de la solution de substrat, dans I'échantillon a blanc. Agiter tous les tubes, les
obturer avec un bouchon en caoutchouc et les mettre a incuber a 25 °C pendant 16 h. Pour extraire le
triphényl-formazan dégagé, ajouter 25 ml d'acétone (4.5) aux échantillons et les laisser reposer 2 h a I'abri de
la lumiere. Agiter les échantillons 1 h, et de nouveau 2 h, aprés avoir ajouté le solvant d'extraction. Filtrer
ensuite les échantillons en conditions de semi-obscurité a l'aide d'un filtre a plis.

Dans I'heure qui suit, mesurer I'absorbance des filtrats en fonction du point zéro de la courbe d'étalonnage par
photométrie a une longueur d'onde de 485 nm.

Selon la Référence [1], les conditions optimales sont réunies a un rapport sol/solution de 1:1. ll n'y a pas de
corrélation linéaire entre la prise d'essai et la réduction du CTT si les mémes tubes a essai sont utilisés pour
chaque prise d'essai. En revanche, si le diamétre du tube a essai est ajusté a la prise d'essai, on obtient une
corrélation linéaire entre la réduction du CTT et la masse de la prise d'essai. Le diameétre optimal du tube a
essai est de 1,5 cm pour 2 g de sol, 2 cm pour 5 g de sol et 2,5 cm pour 10 g de sol.

Pour les horizons L, F et H, il est recommandé d'utiliser 0,5 g ou 1 g de sol et un tube a essai de 2 cm de
diametrel4.
7 Calculs

Déterminer l'activité des déshydrogénases (pour des sols secs) a l'aide de la courbe d'étalonnage et de
I'équation suivante:

(,Bcs—ﬁbs)xVx100
mxDMx ¢
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