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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'ISO). 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'lSO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CElI,
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 '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 10381-6 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 190, Qualité du sol, sous-comité SC 4,
Meéthodes biologiques.

Cette deuxiéme édition annule et remplace la premiere édition (ISO 10381-6:1993), dont les paragraphes 3.6,
3.7 et 3.8 et I'Article 4 ont fait I'objet d'une révision technique.Lke"Tableau 1 a été ajouté.

L'ISO 10381 comprend les parties suivantes; présentées “sous le titre général Qualité du sol —
Echantillonnage:

— Partie 1: Lignes directrices pour I'établissement des programmes d'échantillonnage
— Partie 2: Lignes directrices pour les techniques d'échantillonnage
— Partie 3: Lignes directrices relatives a la sécurité

— Partie 4: Lignes directrices pour les procédures d'investigation des sites naturels, quasi naturels et
cultivés

— Partie 5: Lignes directrices pour la procédure d'investigation des sols pollués en sites urbains et
industriels

— Partie 6: Lignes directrices pour la collecte, la manipulation et la conservation, dans des conditions
aérobies, de sols destinés a I'évaluation en laboratoire des processus, de la biomasse et de la diversité
microbiens

— Partie 7: Lignes directrices pour I'échantillonnage des gaz du sol

— Partie 8: Lignes directrices pour I'échantillonnage des stocks de réserve

iv © ISO 2009 — Tous droits réservés
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Introduction

Les sols sont a la fois complexes et hétérogénes car ils se composent d'éléments biotiques et abiotiques se
présentant sous des combinaisons diverses. |l convient donc de tenir compte de I'état du sol, de sa collecte a
I'aboutissement d'une expérience, tout en observant les répercussions que ces pratiques peuvent avoir sur sa
microflore. Il est bien connu que la température, la teneur en eau, la disponibilité en oxygéne et la durée de
conservation affectent la microflore du sol et par conséquent, les processus microbiens qui en résultent.

Les sols peuvent néanmoins étre employés de maniéere efficace dans des dispositifs de laboratoire afin
d'étudier des processus microbiens, a condition de prendre en considération les dynamiques de la microflore
vivante. La présente partie de I''SO 10381 propose des lignes directrices relatives a la collecte, la
manipulation et la conservation de sols destinés principalement a I'étude en laboratoire de I'activité
microbienne aérobie. Elle décrit comment réduire les conséquences des différences de température, de la
teneur en eau et en oxygéne disponible sur les processus aérobies afin d'obtenir des mesures reproductibles
en laboratoire [10]. [11],

© ISO 2009 — Tous droits réservés \
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Qualité du sol — Echantillonnage —

Partie 6:

Lignes directrices pour la collecte, la manipulation et la
conservation, dans des conditions aérobies, de sols destinés a
I'évaluation en laboratoire des processus, de la biomasse et de
la diversité microbiens

1 Domaine d'application

La présente partie de I''SO 10381 propose des lignes directrices pour la collecte, la manipulation et la
conservation, dans des conditions aérobies, de sols destinés a des essais en laboratoire.

La présente partie de I''SO 10381 s'applique principalement aux sols tempérés. Les sols collectés de lieux ou
les climats sont extrémesj(par.exempleilevpergélisaly les sols tropicaux) peuvent nécessiter une manipulation
particuliere.

2 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes ‘et définitions 'suivants s‘appliquent.

21
aérobie
description d'un état se caractérisant par une libre disponibilité de I'oxygéne moléculaire

2.2
anaérobie
description d'un état se caractérisant par une absence d'oxygéne moléculaire

2.3

teneur en eau pondérable

masse d'eau qui s'évapore du sol lorsqu'il est séché jusqu'a masse constante a 105 °C, divisée par la masse
de sol sec et multipliée par 100

[ISO 11465:1993, 3.2]

3 Mode opératoire

3.1 Choix des sites d'échantillonnage

Il convient de choisir les sites de préléevement des échantillons en fonction des objectifs de I'étude.

Il convient d'identifier et d'enregistrer ces lieux sur une carte, par exemple en prenant comme point de repére
des éléments statiques, faciles a reconnaitre, sur une carte de référence détaillée ou par SIG (Systéeme

d'Information Géographique). Dans la mesure du possible, il convient de marquer les emplacements de
maniére qu'ils puissent étre utilisés pour des essais comparatifs ou pour la réplication des échantillons.

© ISO 2009 — Tous droits réservés 1
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3.2 Description du lieu de prélévement

Le choix du site de prélevement de sol dépend de I'étude particuliere envisagée et il est toujours préférable de
connaitre I'historique du site de prélévement. Il convient donc de faire une description précise du site en
question et de fournir son historique. Il convient également d'enregistrer et de noter dans le rapport d'essai les
détails relatifs a la couverture végétale, a la morphologie du site de prélevement (par exemple s'il s'agit d'une
zone plate, de pentes, d'inclinaisons), aux traitements chimiques et biologiques ainsi qu'a toute pollution
accidentelle.

3.3 Conditions d'échantillonnage

Il convient, dans la mesure du possible, de prélever le sol nécessaire aux études en laboratoire sur le site
avec une teneur en eau du sol facilitant son tamisage. Il convient donc d'éviter de prélever des échantillons
pendant de longues périodes (un mois par exemple), de sécheresse, de gel ou d'inondation ou juste apres, a
moins que les besoins de I'étude n'exigent de procéder difféeremment. Si les essais en laboratoire ont pour
objet la surveillance du lieu de prélevement, il convient de respecter les conditions telles qu'elles existent sur
le terrain. Il est possible de congeler des échantillons de sol avant d'entreprendre des analyses (par exemple
l'oxydation d'ammonium).

3.4 Méthodes d'échantillonnage

La technique d'échantillonnage dépend des objectifs de I'étude. S'il est nécessaire d'utiliser du sol agricole
aérobie, il est en général échantillonné a la profondeur de labour. Il convient d'éliminer la couverture végétale,
la litiere, les racines apparentes, les morceaux de plante importants ou les débris ligneux et la faune du sol
apparente afin de réduire l'apport’ decarbanel organique [frais) aursol.[En, effét, Tintroduction de composés
organiques provenant de racines ou d'autres sources peut provoquer des changements imprévisibles de
l'activité et de la composition de la microflorefdusol: Sijles solsinaturels présentent des horizons différents, il
convient de prélever des échantillons de chacun de ces horizons.

3.5 Etiquetage des échantillons

Il convient d'étiqueter et d'identifier clairement et sans ambiguité les récipients contenant chaque échantillon
de fagon a pouvoir faire le lien avec leur lieu de prélévement. Il convient d'éviter I'utilisation de récipients qui
absorbent I'eau du sol ou qui libérent des composés, par exemple des solvants ou des plastifiants, dans le sol.

3.6 Conditions de transport

Il convient de transporter les échantillons de fagon a limiter les modifications de la teneur en eau du sol, et il
convient de les conserver a l'abri de la lumiére et en présence d'air. En général, un sac en polyéthyléne
entrouvert convient trés bien au transport. Il convient d'éviter les conditions environnementales extrémes et de
conserver le sol le plus frais possible, mais il est impératif qu'il ne se s'asséche pas ou qu'il ne s'engorge pas
d'eau. Il convient d'éviter I'exposition du sol a la lumiere pendant une durée prolongée car cela favorise la
croissance d'algues a la surface du sol. Il convient, dans la mesure du possible, d'éviter de le tasser.

Les échantillons de sol destinés a I'analyse d'’ADN ou d'ARN doivent étre congelés rapidement et sur place a
I'aide de neige carbonique. Au cours du transport au laboratoire, de la neige carbonique doit étre utilisée pour
maintenir la température des échantillons de sol destinés a I'analyse d'’ARN. Quant aux échantillons destinés
a l'analyse d'ADN, ils peuvent étre transportés dans une glaciére, a moins que les circonstances ne fassent
qu'ils nécessitent un transport dans la neige carbonique également.

3.7 Traitement du sol

Il convient de traiter le sol dans les plus brefs délais apres I'échantillonnage. Il convient d'enlever la végétation,
la faune du sol la plus importante et les cailloux, avant de le passer au tamis de 2 mm. Ce tamisage a 2 mm
est recommandé car il facilite les échanges gazeux entre les particules et permet donc de conserver la nature
aérobie du sol. Il permet également de se débarrasser des petits cailloux, de la faune et des débris végétaux.
Il convient de tamiser a 5 mm et a I'état humide certaines matiéres organiques comme les couches de mor ou
la tourbe qui ont des difficultés a passer au tamis de 2 mm. Cela nécessite une opération manuelle et la
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qualité du matériau tamisé dépend de la personne qui l'effectue. Si le sol est trop humide pour étre tamisé, il
convient de I'étaler et de le placer dans la mesure du possible, sous un léger courant d'air, pour favoriser sa
dessiccation uniforme. Il convient d'écraser le sol entre les doigts et de le retourner fréquemment pour éviter
qu'il ne se desseche trop en surface. En général, il convient de réaliser cette opération a température
ambiante. Si le séchage est nécessaire, il convient de ne pas sécher le sol plus que nécessaire pour faciliter
son tamisage. D'ordinaire, le séchage des sols n'est pas recommandé, bien que le séchage a l'air et la ré-
humidification soit une contrainte courante pour les communautés microbiennes de I'horizon superficiel des
sols. Il a été prouvé que les phénomeénes de dessiccation et de ré-humidification peuvent induire des
changements considérables de la dynamique du carbone et de I'azote microbiens qui peuvent persister plus
d'un mois aprés la derniére contrainte [12. La ré-humidification aprés dessiccation provoque des pics de
respiration et la prolifération de certaines populations bactériennes [15]. En cas de conservation & plus long
terme suivant ce traitement, il convient de prendre en compte les paramétres énoncés en 3.8.

3.8 Conditions et durées de conservation

Il convient de conserver les échantillons a I'abri de la lumiere a (4 + 2) °C et en présence d'air. En général, un
sac en polyéthyléne entrouvert ou un objet s'en rapprochant convient trés bien. Il convient de s'assurer que le
sol n'est pas conservé en quantité qui favoriserait I'apparition de conditions anaérobies au fond des récipients
de conservation. Il convient de traiter le sol (voir 3.7) avant sa conservation de maniére a assurer des
conditions aérobies stables. Il est impératif que le sol ne puisse pas sécher ou s'engorger d'eau au cours de
la conservation. Il convient également de ne pas empiler les échantillons les uns sur les autres. Il est
préférable d'utiliser les sols le plus rapidement possible aprés échantillonnage et de limiter les retards liés au
transport. Si la conservation des échantillons est inévitable, il convient qu'elle n'excéde pas trois mois, a
moins de fournir la preuve d'une activité microbienne. Il convient de congeler les échantillons de sol soumis a
une analyse ADN a -20 °C s'ils ne,sont pas.analysés.immédiatement. Pour. une analyse ARN, il convient de
congeler les échantillons a ~80°°C.

S'il faut conserver les échantillons.de sol sur Une‘durée"plus fengue (supérieure a trois mois), il est possible
de les congeler a —20 °C, a -80 °C ou a —-180 °C, bien que cela ne soit pas recommandé en général. Des
exemples de conditions de conservation appropriées,’pour différents objectifs d'essai, sont donnés dans le
Tableau 1. Il a été démontrésur-de nombreux-échantillons: de sol(issus d'endroits ou le climat est tempéré,
que la conservation a —20 °C pendanticplus5déis12 mois (n'inhibe pas I'activité microbienne (par exemple
l'oxydation d'ammonium). De plus, les échantillons de sols destinés a l'analyse des acides gras
phospholipidiques (PLFA) et de 'ADN peuvent étre conservés a —20 °C pendant un a deux ans, tandis que
les échantillons destinés a 'analyse d'ARN peuvent étre conservés a —80 °C pendant la méme période. Il est
recommandé de congeler par choc thermique a l'aide d'azote liquide les échantillons soumis aux analyses
d'ADN, d'ARN et de PLFA/PLEL.

Des durées de conservation plus longues sont principalement nécessaires si l'influence des polluants ajoutés
sur les microbes du sol et sur les processus microbiens est testée sur un échantillon de sol identique ou si la
structure de la communauté des sols (PLFA, ADN, ARN) est évaluée a un moment différent au cours de
l'année. Dans ces cas-la, le temps nécessaire aux analyses peut facilement dépasser trois mois (essai
chimique, polluant). La conservation a 4°C n'est pas adaptée aux analyses de la structure de la microflore.
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