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SCIENCE PU SOL n° 1986/2 - pp. 201-211 - PLAISIR-FRANGE

MESURE EN ROUTINE DE LA BIOMASSE
MICROBIENNE DES SOLS PAR LA ‘
METHODE DE FUMIGATION AU CHLOROFORME

R. CHAUSSOD ™, B. NICOLARDOT " et G. CATROUX

RESUME

Pour la plupart des sols cultivés, la quantité de carbone présente dans la biomasse
microbienne peut &tre déterminde en routine par la méthode de JENKINSON. La tech-
nigue, faisant appel & une fumigation au chloroforme suivie d'une incubation on condi-

tions standard est décrite de méme que le dosage du CO: par colorimétrie en flux.

continu.

Les conditions de traitement et de stockage des échantllfons de sol avant la mesure
proprement dite sont discutées. Il est recommandé de les conserver a feur humidité
de prélévement en aérobiose et au frais (4 & 10°C) si la durée de stockage ne dépasse
pas quelques semaines. Pour une durée supérieure, fa congélation peut éventuellement
étre acceptée mais le séchage est & proscrire.

INTRODUCTION

Le besoin existe — et il est de plus en plus nettement exprimé — de mesurer
de fagon guantitative la biomasse microbierne des sols, paraliglement & une quantifi-
cation des transformations effectuées par ies micro-organismes (mesure des « activités
potentielles »). Pour mesurer la biomasse microbienne, de nombreuses méthodes ont
6té proposées. Une &tude critique des différenies techniques disponibles (NICOLARDOT
at coll., 1982) nous a permis de montrer que la méthode de fumigation au chloroforme
préconisée par JENKINSON et POWLSON (1976) s'aw‘aret lus intéressante.

Cette méthode, dont le domaine privilégié d'application est le laboratoire et pour
laguelle des recherches d’ordre méthodologique restent & effectuer, devrait permetire
de caractériser les sols et éventuellement d'étudier lincidence de pratiques agronomi-
ques. Meals une utilisation « en routine » pour acquerir des données de terrain nécessite
une standardisation et si possible une simplification de fa technigue. C'est dans cette
optique gue nous présentons icl une synthdse de données de la littérature et de résul-
tats -expérimentaux concernant d'une part la détermination de la biomasse proprement
dite (fumigation-incubations-dosages), d'autre part l'influence du traitement des échan-
lllons avant mesure (prélévement-conservation-stockage). Pour ce dernier point, il est
important en effet d'éviter les traitements qui invalideraient les résultats de la mesure.

| - MATERIEL ET METHODES
ECHANTILLONS DE SOLS

Nous avons travaillé sur des échantillons remaniés prélevés dans |'horizon.de surface
(020 cm) de différents sols cultivés. Ces échantillons de sols — en fait des «terres»

{1) ILN.R.A. - Laboratoire de Microbiologie des Sols - BV 1540 - 21034 DIJON Cédex.
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Tableau | : Caraciéristiques analytiques des échantillons de sols utilisés déterminations
effectuées par le laboratoire d'analyses des sols de ['LN.R.A. - Arras).

Analytical characteristics of the studied soil samples.

ECHANTILLON ! 2 3 4 3 6
ANALYSES DIJON DIJON SAULIEU | AUXONNE BRESSEY VEUVEY
Granulométrie
A % 32,8 33,6 14,7 10,4 40,9 45,0
LF % 31,7 32,4 10,5 8,4 41,4 31,3
LG % 21,8 18,9 1,1 2,6 4,7 12,0
SF % 11,2 1,4 13,6 16,9 é,0 &6
sG % 2,5 3,5 60,1 61,7 7.0 701
caC0; total 4 1,3 5,1 a o 30,5 2,9
pH eau 7,8 8,0 6,0 7.6 7.9 7.9
| pH KEL N 7.1 7,0 4,9 6,9 7.1 7,0
C "Anne" Yo 11,8 Vi b 11,8 16,0 47,3 38,1
| N "Kjeldahl" % 1,40 1,65 1,13 0,91 5,7 4,8
C.E.C. "Metson” mEg/100g 20,8 19,0 8,6 8,3 30,0 23,2
H.E. & 1 000g % 25 25 1% -10 37 35

pour les pédologues — ont été prélevés dans des champs labourés, exception faite de
I'6chantillon n° 2 prélevé sous prairie. Les sols d'oll proviennent les matériaux de cette
étude sont bridvement décrits ci-dessus {Tab. 1),
Echantillons 1 et 2: sol brun calcaire sur marne oligocéne.
Echantillon n° 3 : sol brun acide sableux sur argne granitique du Morvan.
Echantillon n° 4: sol sableux & hydromophie de nappe des basses terrasses de la
Sabne.

Echantillon n° 5: sol alluvial calcaire & hydromorphie de nappe sur graviers de la
tille.

Echantillon n° 6: sol alluvial argileux de la vallée de |'Ouche.

TRAITEMENTS

Les terres sont utilisées soit & «I'état frais » dans les jours qui suivent le préla-
vement et aprés tamisage & 5 mm, soit aprds différents prétraitements :

a) Stockage plus ou moins prolongé & l'état frais (c'est-d-dire a ['humidité du sol
lors du prélevement) et & différentes températures.

b) Séchage préalable & l'air ou sous courant d’air sec.

c) Gongélation préalable, avec ou sans décongélation avant mesure.

FUMIGATION

La fumigation est effectuée dans les conditions décrites par CHAUSSOD et NICO-
LARDOT (1982). A raison de quatre & six répétitions par traitemnent, les échantilions
de 40 ou 50 g de terre, précisément pesés, sont placés dans une étuve a vide d'une
capacité de 50 litres avec 150 ml de chloroforme lavé au moins quatre fois 2 I'eau
distillée pour retirer I'éthanol qu'il conBient. Une expérience, réalisée avec de I'étha-
nol marqué au 14C, a montré que cette purification simplifiée est tout & fait satisfai-
sante. Ensuite, le vide est réalisé dans l'enceinte et les échantillons sont laissés une
nuit (18 h) en présence de vapeurs de chloroforme. Ces vapeurs sont retivées par

quatre ou cingq vides successifs (pompe & palettes) entrecoupées de ringages & I'air.
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MESURE DE LA BIOMASSE MICROBIENNE

INCUBATION

Les pertes d'eau durant la fumigation sont compensées aprés pesée des échantillons
sortant de Pétuve a vide et leur humidité est ajustée & une valeur adaptée aux terres
étudiées (NICOLARDOT, 1983). Les échantillons sont alors placés dans des flacons her-
métiques de 575 ml ou de 1 litre, avec un pidge & CO: constitué par 10 ou 20 ml de
soude 0,25 N (selon le type de sol). Lincubation dure au minimum deux semaines
4 28°C, le COz dégagé étant dosé aprds sepi, quatorze jours et éventuellement vingt-
huit jours.

DOSAGE DU CO,

le CO: plégé dans la soude est dosé par colorimétrie en flux continu & |'aide
d'une méthode dérivée de celle préconisée par MORFAUX et al, 1972, Le diagramme
des flux est représenté en figure 1. La soude des pidges & CO: est versée dans les
godets, qui sont immédiatement couverts par un « parafilm »* empéchant la contami-
nation par le COz atmosphérique. L'échantillon prélevé est traité par H:504 N et le CO2
passe en phase gazeuse, dans les bulles d'air de la segmentation du flux acide. Une
aliquote du gaz prélevé au niveau d'un séparateur de phase est mise au coniact d'un
tampon carbonate-bicarhonate (dont la concentration est fonction de la gamme de
mesure) coloré par la phénol-phtaléine. L'intensité de la décoloration, déterminge A
570 n/m, est fonction de [a concentation de COz Un «blanc » permet de tenir compte
de la carbonatation initiale de la soude st du CO: piégé & partir de |'atmosphére du
flacon d'incubation. Les résultats sont toujours exprimés en mg GC/kg sol sec.

9.6 air
—ili e

échantillon

preélévement phase gazeuse

v*-‘_.~’—-\ air + C02
J,23

0,18 air
_7//////// UL réeactif coloré
0,6 .
reprise
é colerimétre
colorimétre
[“_ 570 nm

Figure 1: Diagramme des flux pour dosage du C-CO; en flux continu {débits en ml/mn).
Automatic method for the determination of C-COy trapped in NaOH (flow
rates in mi/mil.

ANALYSES MICROBIOLOGIQUES

Les dénombrements de germes ont été effectuées par la méthode du Nombre le
Plus Probable (Mac CRADY, 1918), & partir de suspensions-dilutions et culture en
milieu liquide sur extrait de terre & ralson de cing tubes par dilution [POCHON et
TARDIEUX, 1962). La mise en suspension initiale a été réalisée dans une solution de
pyro-phosphate de sodium & 1 pour mille.

*Parafilm = marque déposde de I'Am!ericnn Can Company.
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Il. RESULTATS ET DISCUSSIONS

A) Incubation et calcul de la biomasse

Aprés fumigation, on cherche & enregistrer de fagon la plus compléte la minérali-
sation des corps microbiens. La température, 'humidité et [a durée d'incubation doivent
étre choisies en conséquence. Se pose également le probléeme de la réinoculation des
échantillons fumigés.

REINOCULATION

Le nombre de « propagules viables » aprés fumigation est encore trés élevé: les
résultats obtenus pour l'échantillon n° 1 [tableau 11} confirment ceux de SHIELDS et
coll. (1974) et de LYNCH et PANTING (1980). De fait, la réinoculation a souvent peu
d'influence sur le dégagement de CO: & partir des sols fumigés, et lorsque |'effet
est significatif sur le « flush » il I'est aussi sur le coefficient K., ce qui méne & une
valeur de biomasse qui n’est pas statistiqguement différente de cellse obtenue sans
réinoculation (CHAUSSOD, NICOLARDOT et CATROUX, résultats non publiés).

Tableau 1l : Effet de la fumigation au chloroforme sur le nombre de germes par gramme
de terre séche dans le sol n° 1 prélevé en novembre 1980 (partie supérieure
du tableau) et en décembre 1983 (partie inférieure).

Eifect of the chioroform fumigation on the number of microorganisms in
soil samples from soil n° 1 sampled on November 1980 (upper part of the
table} and on December 1983 (lower part).

NOMBRE DE PROPAGULES VIABLES
avant fumigation aprés fumigation
Flore “totale" sur échantillon frais 5,7 108 7,0 108
fFlore "totale" sur échantillon séché 6,9 107 1,3 108
i Ltair
Flare "totale” sur échantillon frais 2,3 107 2,3 108
Flore "fongique" sur échantillon frais 1,5 .10° 6,2 .10° .

HUMIDITE DINCUBATION

L'humidité doit &tre choisie proche de I'optimum, ¢’est-a-dire aussi élevée que pos-
sible tout en restant compatible avec une parfaite aérobiose. Cela nécessite d'établir
préalablement [a relation activité biologique/teneur en eau {NICOLARDOT, 1983) ou 3
défaut de se placer au voisinage de I'humidité équivalente déterminée entre pF3 (pour
les terres argileuses) et pFi1 (pour les terres sableuses).

TEMPERATURE D’INCUBATION

La température et la durée d’incubation sont deux facteurs indisscciables. JENKIN-
SON et POWLSON (i976) proposent d'incuber les échantillons de sols & 25°C sur des
périodes de dix jours. En fait, un pas-detemps de sept jours s'avere plus pratigue,
ce qul nécessite d'augmenter la température pour compenser la réduction de la durée
d'incubation. Nous avons adopté une température de 28°C qui a l'avantage de per-
mettre une détermination simultanée de |'aszote « minéralisable » selon DROUINEAU et
LEFEVRE ({1949) dans les échantillons non fumigés.
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Figure 2: Dégagement de C-CO: dans les échantillons de sols 1 et 3, fumigés ou non.
C-CO; evolution from soil samples 1 and 3 fumigated or not.

Compte tenu des vitesses de minéralisation des corps microbiens on peut consi-
dérer que la plus grande partie du carbone minéralisable est dégagée sous forme
de COz en sept jours & 28°C (CHAUSSOD et NICOLARDOT, 1982). Néanmoins, les
échantillons de sols acides présentent parfols une cinétique plus amortie (figure 2)
et nécessitent davantage de précautions lors de I'appréciation du « flush », de la correc-
tion & effectuer, du coefficient K, & utiliser (CHAUSSOD et al, 1988).

Dans le CQ: total dégagé lors de [Iincubation, une partie provient de la matigre
organiquenogy microbienne, ce qui impose d'sffectuer un correction pour ne prendre @g
compte dans le «flush» que le carbone microbien. Différentes corrections ont été
proposées : JENKINSON et POWLSON {1976) estiment le carbone d'origine non micro-
biengepar la guantité de CO: dégagée dans |'échantillon non fumigé entre dix et vingt
jours, considérant qu'entre zéro et dix jours le témoin aussi est perturbé. SPARLING
(1981), négligeant cette perturbation, retire la quantité de CQO: dégagée entra zéro et
dix jours dans le t8moin. CHAUSSOD et NICOLARDOT (1982) évaluent le CO:z non
microbien dans les échantillons fumigés, mais aprds [e flush, soit entre sept et quatorze
jours. ROSS et TATE. (1984) montrent que la valeur obtenue pour la bicmasse peut étre
sérieusement affectée par le mode de correction retenu. Aucune correction n'est tota-
lement satisfaisante, celle que nous avons suggérée étant au plan microbiologique la
moins critiquable et est particulisrement utile lorsque la pente de respiration dans
['échantillon fumigé est différente de celle du témoin (cas de I'échantillon n® 3, figure 2).
Mais dans le cas des tourbes ou des sols trés acides la méthode de JENKINSON est
parfois inopérante, le dégagement de CO: dans le témoin étant supérieur 2 celui
enregistré dans ['échantillon fumigé {SPARLING et al., 1981).

Hormis ces cas particuliers, la biomasse est calculée en divisant le flush (Fo-v —
F:-15) par un coefficient de proportionnalité (K.} qui représente la fraction minéralisa-
ble en COz du carbone de la bomasse. Le K, est alors soit arbitrairement considéré
comme constant et égal 4 045 (JENKINSON and LADD, 1981}, soit évalué en tenant
compte du type de sol (MICOLARDOT et coll., 1884). Bien entendu, les valeurs de
Ko dépendent de la température d'incubation et du pas-de-temps choisi. L'incertitude
sur fa valeur de la biomasse dépend en premier lieu du coefficient K.
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B) Influence des prétraitements sur la mesure de biomasse

D'aprés les données de la littérature, le tamisage des échantillons de sol n'est théo-
riquement pas indispensable (ROSS et al., 1980), mais il améliore la reproductivité
en homogénéisant 1'échantillon, et favorise la pénétration du chloroforme dans les terres
argileuses trés humides (JENKINSON et POWLSON, 1980). Il est donc recommandable
d'effectuer un tamisage a la maille de 5 mm, en forgant le moins possible la terre
a travers le tamis pour éviter les perturbations mécaniques de type broyage qui peu-
vent tuer une partie de la microffore (POWLSON, 1980) ou rendre plus disponible de
la matigre organique non vivante (SORENSEN, 1979).

Si [a mesure de biomasse ne peut &tre effectuée rapidement aprés le prélévement,
il faut envisager une méthode de conservation-stockage. Nous avons donc étudié 1'in-
fluence de différents traitements et de la durée du stockage sur le dégagement de
C0y aprés fumigation ainsi que dans les échantillons non fumigés.

1. Stockage des échantillons humides & température contrdlée :

La méthode la plus naturelle de conservation d'un échantillon biologique tel qu'une
terre est le stockage & « |'état frais », c'est-d-dire & son humidité de prélévement, dans
des conditions oll il évolue peu. Nous avons donc étudié linfluence, sur la mesure
de biomasse microbienne, du stockage des terres humides en envisageant d'une part
l'effet de la température (de 4 4 28°C), d'autre part I'effet du type de sol, & tempéra-

_ ture constante de 8°C.

L'effet de la température de stockage a été étudié sur [a terre n° 1. Le tableau Il
rapporte les valeurs de C-CO:z dégagées dans les traitements fumigés et non fumigés
aprds un mois et trois mois de stockage entre 4 et 28°C.

Tableau lll : Dégagement de G-CO: dans I'échantillon de sol n° 1 incubé & 28°C aprés
fumigation ou non, en fonction de la température et de la durée de stockage.
Résultats exprimés en mgC/kg sol. Moyennes de 4 répétitions. C.V. < 5%.

For — Frue
Biomass¢ = —————
0,41
Respiration Spécifique = respiration en mgC-CO: par jour (entre 14 et 28
jours) et par unité de C-biomasse.

C-CO: evolution at 28° C in the soil sample n* 1, fumigated or not, according
to the siorage length and temperature. Results expressed in mgG/kg soil.
Means of 4 replicates. §.D. € 5 %. '

Specific respiration = C-CO:z respiration per day and per unit of C-biomass.

ECHANTLLLOM FUMIGE ECHARTILLON TEMIIN
r TRALTLFIENT BIOMASSE | RESPIRATION
B MICROBIENNE | SPECIFIQUE
Fomr [ Flu=zs Toy Tr=iu Tie=za

Hesure au moment du

prélévement _
(t0) = Hov. 1982 2i2,3 73 113,8 11,7 64,8 12,2 413 19 1977
Aprés 4o 252,2 72,5 MO 97,1 60,2 95,3 438 16 1077
stackage  [10vC 246,2 69,3 D 95,7 56,7 94,8 431 16 .107?

1 mpis 20°¢ 253,6 75,4 ] 87,3 55,9 95,3 435 16 1073
B 2a°c 226,4 71,6 o 69,1 54,5 90,6 178 17 .10 %
Aprs 400 238,1 76,1 125,8 W ) HD 395 /
stockage 10"c 232,5 7,9 131,4 Hp [['3 NE 37T 7

3 mais 20°¢ 215,% 72,6 19,1 77,0 53,6 93,1 350 e .107?

a » lesec 220,7 78,5 113,8 HD [ O 347 J
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Apras un mois & 4, 10 ou 20°C, la faible augmentation (4 & 6 %) de la biomasse
par rapport & la valeur initiale, n'est pas statistiquement significative. Mais la respi-
ration des échantillons non fumigés a baissé et la respiration spécifiqgue (CO: dégagé
dans le témein en phase stationnaire, soit ici entre quatorze et vingt-huit jours,
exprimé en mg C-CO; par mg C-hiomasse et par jour) diminue sensiblement. Cet
indice, déja utilisé par BOTTMER et coll. {1984) représente une donnée biologique
importante pour caractériser un échantillon de sol.

Aprés trois mois, dans nos conditlons expérimentales, la décroissance de la blo-
masse par rapport au départ n'est que de 7 % & 4°C. La diminution est d’autant
plus importante que la température est élevée et elle atteint 18 % a 20 et 28°C,

Ces résultats sont & rapprocher de ceux rapportés par TATE et JENKINSON (1982)
qui ont suivi I'évolution de la biomasse et de la teneur en ATP dun échantillon
conservé sept jours & 10 ou 25°C. Ces auteurs ohservent une augmentation de la
teneer en ATP (qui peut &tre due au réchauffement de la terre prélevée & 55°C) et une
augmentation apparente de la biomasse gui s'explique essentiellement par la diminu-
tion de la respiration dans le traitement non fumigé utilisé pour la correction du
« flush ». Pour notre part, nous avons souvent observé une augmentation de la biomasse
lors des premidres semaines de stockage, suivie d'une diminution plus ou moins mar-
quée selon le type de sol. ‘

Linfluence du type de sol sur I'évolution de la biomasse au cours du stockage
a été étudié sur les échantillons 1, 3, 4, 5 et 6. Le tableau IV rapporte les valeurs
de C-CO: dégagé dans les traitements fumigés et non fumigés, d'une part dans les
jours qui ont sulvi le prélevement, d'autre part aprés cing mois ou dix mois de
stockage & 8°C.

Tableau IV : Influence d'une conservation préalable de plusieurs mois a 8°C sur le déga-
gement de C-CO: de cinq échantillons de sols fumigés ou non (temps 0 =
mars 1983). Moyenne de quatre répétitions. G.V. < 5 %.

Effect of previous storage of several months at 8 G on evolved C-COz during
incubation at 28°C of 5 soil samples fumigated or not. Means of 4 repli-
cates. 8.D. < 5 %.

soL DUREE ECHANTILLON FUNISE ECHANTLLLON TEFOIN BIOMASSE RESPIRATION Ke
N® | CONSERVATION N1CROBIENNE SPECIFIQUE ESTIME
Fa=z Frotn | Fiw=ze T~z T=ie | Fiemze
temps O 227,5 Th, 4 10,3 78,1 5%,4 95 373 18 ,107? 0,41
'
5 mois 28,6 7% 116,86 87 ¢n,6 | 97,3 377 18 .07 id.
temps 0 166,3 66,9 | 1134 | 92,5 76,9 | 136,9 276 35 .107? 0,36
3
10 nois 109,9 84,7 05,1 53,2 52,9 | 99,6 126 56,107 id.
. temps 0 09,7 50,6 67,8 76,9 | 69,4 | 105,3 141 53,1077 0,62
10 mois 73,8 43,3 68,8 38,3 63,6 | 82 73 80 .07 id.
temps 0 457,5 145,6 201,3 21,6 | 138,1 | 209,4 300 19 107 0,39
5
10 mois 392,6 | 129,2 | 1977 | tess | s,z | 1722 675 18 ,107? id,
tenps 0 655 143,1 | 250,6 | 191,86 | 1331 | 2s2,5 1217 15 .07 6,42
6
10 mais 547,86 162,86 236,53 136,7 1024 | 182,4 M7 1 1077 id.

;

Le niveau de biomasse des échantillons de sols sableux n* 3 st 4 chute d'environ
50 % en dix mois. On remarque également que ce sont les échantillons qui présentent
les plus fortes respirations spécifiques. Pour les autres, la diminution de la biomasse
est nettement plus faible: elle est méme insensible pour I'échantillon n° 1. Leur res-
piration spécifique est deux & trois fois plus faible que celle des échantillons de sols
sableux, et reste trés stable au cours du stockage.
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Finalement, pour une courte durée de stockage, ce mode de conservation & |'avan-
tage de peu modifier les flux de carbone dans les échantillons de sols étudiés. Mais
la durée de stockage dolt &tre d'autant plus limitée que la température est élevée et
que le matériau est de texture grossigre. En pratique hous avons choisi de consarver
nos terres humides & 8°C, température & laquelle elles peuvent pour la plupart étre
conservées deux & trois mois sans évolution notable, pour peu qu'elles ne se dessa-
chent pas. En effet, pour des durées de stockags supérieures, le séchage peut induire

d'autres perturbations.

2. Séchage et congélation

On peut aussi envisager de conserver les échantillons sur des durées plus Impor
tantes aprés avoir stoppé [eur aclivité hiologique par diminution de leur température
(congélation) ou de leur humidité (séchage).

Le séchage & l'air (tableau V) peut altérer profondément les cinétlques de respi-
ration des échantillons de scls, qu'ils soient fumigés ou non. Pour ces derniers, en
plus d'un effet létal sur les micro-organismes (tableau 1), il semble que le séchage
rende disponible de la matiére organique qui n'était pas minéralisable dans la terre
humide. Il est possible que des composés carbonés d'origine microbienne ou végétale,
protégés de la bio-dégradation par des colloides minéraux, soient rendus accessibles
(POWLSON, 1975 ; SORENSEN, 1979).

Tableau V : Effets du séchage & I'air et de la congélation sur le dégagement de C.CO:
dans les échantillons de sols 1 et 2, fumigés ou non. Moyennes de quatre
répétitions. C.V. < 5 %,

Effects of alr drying and freezing on evolved C-CO» from soil samples n° 1
and 2, fumigated or not. Means of 4 replicates. 8.D0. < 5 %,

SO0L TRAITENENT ECHANTILLON FUMIGE ECHANTILLON TEMOIN BIOMASSE RESPIRATLON

e MICROBIENNE SPECIFIQUE
Fo-z Famin | Fromze Te=y Temin [ Trvrzs

1 “frais” temps 0| 242,3 73 113,8 101,7 84,8 12,2 413 19 1072

1 | séché & L'air | 19,3 e 20,2 | 147,7 63,5 | 105,2 286 26,1074
B
congel 27,9 69,9 | 12,2 | 08,7 63,1 | 107,2 34 18 1077

2 | "frais" temps 0| 359,4 159,6 | 196,9 | 18,5 | 131,68 | 195,9 487 29 107

2 séchd & L'air 310 163,3 168,5 317,5 148,3 237,35 358 47 072

Pans les échantillons fumigés, le séchage par lui-méme ne modifie que faiblement
le dégagament de CO:, lorsqu'l v a peu de résidus végétaux, et lorsque la . fumiga-
tion et lincubation ont lieu juste aprés ce traitement. La mesure est davantage per-
turbée lorsqu'une période de stocfage suit e séchage. Surtout, nous avons ohservé
que la perturbation varie selon |e type de sol, I'humidité résiduelle, et la vitesse de
séchage : la courbe de respiration de la terre séchée et fumigée peut se trouver au-
dessous ou nettement au-dessus de la courbe de la terre fumigée A I'état frals.

Un séchage rapide & température modérée, comme par exempls |'application d'un
courant d'air sec pendant deux heures & 28°C, bien que présentant un intérét certain
par rapport au séchage a l'air classique, ne permet pas de s'affranchir suffisamment
des perturbations liées 3 ce traitement. BOTTNER (1985) montre que le séchage d'un
échantillon de sol rouge meéditerranéen pendant vingt-guatre heures a 40°C détruit
un tiers & un quart de la biomasse microbienne: |'effet du séchage sur le dégage-
ment de CO: est beaucoup plus net dans le traitement «témoin» que dans le trai-
tement fumigé mais cet effet inclut aussi bien une action directe sur la microflore
qu'une action indirecte sur la disponibllité de la matigre organique non microbignne.
JAGER et BURNS (1975), étudiant [a minéralisation du carbone dans un échantillon
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humide ou séché & 30° ou 85° puis réhumects, montrent que les effets sur la biomasse
microhienne comme sur la matigére organigue non vivante augmentent avec la température.

La congélation présenteralt moins d’inconvénient. Ce fraitement en lui-m&me n'altére
pas [a minéralisation de la matiere organique de I'échantillon n° 1 aprés fumigation
et aprds eing mois de stockage & — 18°C la valeur obtenue pour la hiomasse est
presque identique & celle mesurée initialement (tableau V). Pour d'autres échantillons
de sols ou selon les modalités de congélation-décongélation, I'effet de ce traitement
peut-&tre plus marqué mais il I'est toujours moins qu'un séchage, gu'elles qu'en soient
les modalités. La durée du stockage aprds congélation intervient également sur la res-
piration (JENKINSON et POWLSON, 1976). Mais ROSS et coll. (1980) ont montré qu'un
stockage de un ou deux mols aprés congélation ne modifiait généralement pas la bio-
masse des quatre échantillons de sols quiils ont &tudiés et que sur de telles durées

la congélation et le simple stockage & 4°C sont équivalents.

CONCLUSION

Le séchage & l'air, rejetté par ROSS (1970) pour la mesure d'activité deshydrogé-
nasique, doit I'étre aussi pour les mesures de biomasse microbienne. Ce traitement
modifie profondément la minéralisation de la matigre organique non vivante et altére
de fagon incontrdlable e carbone microbien.

La congélation, qui affecte moins la minéralisation du carbone que le séchage (SOU-
LIDES et ALLISON, 1961), peut étre acceptée pour des stockages de quelques mois.
Sur une durée plus courte, fa meilleure solution est tout stmplement un stockage de
la terre humide & faible température (4 & 10°C) et en conditions parfaitement aérobies.

Pour la mesure de biomasse proprsment dite, une incubation & 28°C permet d'uti-
liser, pour de trés nombreux échantillons de sols, un pas-de-temps de sept jours. La
quantité de C-CO: dégagée dans I'échantilion fumigé entre zéro et sept jours est alors
corrigée, pour tenir compte du C-CO2 d'origine non microbienne, en soustrayant la
quantité de C-CO: dégagée entre sept et quatorze jours dans le méme traitement.
Cette correction est moins affeciée par un stress éventuel (hydrique ou thermique),
surtout s'il a été de courte durée, qu'un caloul faisant intervenir une quantité de CO
enregistrée dans le traitement témoin. Ge dernier reste néanmoins trés utile, pour
mesurer les flux de CO: & travers la biomasse en conditions standard. On définit ainsi
une « respiration basale » en mg G-CQg /' . kg sal—! et une « respiration spécifique »
en mg G-COzrmg C-biomasse-1j-1, qui sont des param&tres caractéristiques du fonc-
tionnement microbiologique des échantilions de sols.

En outre, la respiration du traitement témoin représente un conirdle indispensable
de la réalité du «flush »; car il est important de souligner gue la méthode de JEN-
" KINSON n'est pas universelle: elle est actuellement inapplicable aux é&chantitlons de
sols trés acides ou tourbeux. De méme, tout traitement susceptible d'affecter la res-
piration (présence de matiére organique facilement décomposable, traitements pestici-
des, etc.) peut avoir une’incidence sur le résultat de la mesure de biomasse micro-
bienne.

Regu pour publication : octobre 71985
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ROQUTINE MEASUREMENT OF SOIL MICROBIAL BIOMASS
BY THE CHLOROFORM FUMIGATION METHOD

For most cultivated soils, the amount of carbon in the microbial biomass can be
routinely determined by #he chloroform — fumligation — incubation method proposed
by JENKINSON. This technique, and the measurement of C-CO: continuous flow colo-
rimetry (fig. 1} are bodh described.

The conditions for soil treatment and storage before actugl measurements were
made are discussed. It was noted that during storage the biomass decreased more
or less depending upon the temperature and the soil type (tables Il & IV} : the microbial
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biomass of sandy soil samples decreased by 50 % after 10 months of storage at 8 C :
the decrease was only 15-25 % for soil samples containing 40 % clay. It was conclu-
ded that moist soils can be stored aerobically at temperatures between 4 and 10° C
for periods of up to several weeks. For longer storage periods, freezing is acceptable ;
however air drying is not recommended because of direct effects on microorganisms
(table 1) and indirect effects on orgapic carbon availgbility (table V).
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