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PRECISION DES TECHNIQUES D’ANALYSE
ET D’ECHANTILLONNAGE EN BIOLOGIE DES SOLS

PAR

Y. DOMMERGUES
O.R.S8.T. O. M., Paris.

La qualité d'une étude pédo-agronomique dépend non seulement
de la précision des méthodes analytiques utilisées, mais aussi de celle
des techniques d’échantillonnage.

Si, dans le domaine de la chimie et de la physique du sol, ces pro-
blémes ont fait I'objet de nombreux travaux, il n’en est pas de méme
en biologie des sols. Cette note a précisément pour but d’apporter quel-
ques lumiéres sur la précision de diverses méthodes d’analyse biologique
des sols et sur la valeur de deux techniques d’échantillonnage fréquem-
ment utilisées.

I. — Rappel de quelques définitions.

Pour chacune des caractéristiques biologiques étudiées, on a cal—
culé suivant les' méthodes habituelles (14, 16, 17) :

— la moyennne : X

— Vécart-type : S

— l’écart-type de la moyenne : Sz = * 5

V o

n représentant le nombre d’analyses ou d’échantillons.

. . S X 100
— le coefficient de variation : v = =
s s . Sz X 100
— l'indice de précision (ou erreur relative moyenne) : P = L—i——

Le nombre n d’analyses a effectuer ou d’échantillons a prélever pour
obtenir un indice de précision P que 'on se fixe a T'avance est donné
par la formule :

2. v2
| D= "p
oti t = 2 si l'on admet la probabilité 0,05
t = 2,6 si on admet la probabilité o,01.

O.R.S.T.O.M.
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Inversement, l'indice de précision peut se calculer & partir de la formule:

t .
P=—
Va
II. — Précision des diverses méthodes d’analyses utilisées.

Les numérations des Azofobacter chroococcum, des Beijerinckia
indica, des germes cellulolytiques, des bactéries nitreuses, ont été faites
sur milieux classiques au silicogel (15) ensemencés par saupoudrage sur
16 plaques de 12 cm de diamétre (6). La microflore anaérobie du soufre
a été dénombrée en utilisant la méthode d'interprétation cinétique
d’AUcIER et LAVERGNE (2, 3) sur un nouveau miliet (4, 9).

La saccharase a été dosée d’aprés la méthode Hormann (13). Le
taux d’azote minéralisable a été déterminé suivant la technique DroUI-
NEAU (10) et le dégagement de gaz carbonique suivant une méthode sim-
ple décrite récemment (8). A partir de ces deux derniers chiffres il
a été facile de calculer :

— le coefficient de minéralisation de I'azote qui n’est autre que le
pourcentage d’azote du sol qui existe sous forme minéralisable,

— le coefficient de minéralisation du carbone qui est, pour le cycle
du carbone, le pendant du coefficient de minéralisation de I'azote (8).

Les déterminations du taux de saccharase, d’azote minéralisable
et de dégagement de gaz carbonique, résultent d’analyses effectuées en
triple exemplaire. L'azote total a é&té déterminé par la méthode
KJELDAHL, la carbone total par la méthode WALRLEY et le pH a été
mesuré sur pate de sol avec un pH meétre Radiometer muni d'une élec-
trode de verre G 232 A pour milieu semi-solide.

La précision des méthodes d’analyse biologique a été calculée 4 par-
tir de séries de :

— 20 analyses sur 16 plaques chacune pour les numérations sur
silicogel.

— I3 analyses en simple exemplaire pour la microflore anaérobie
du soufre, '

— 12 analyses eun triple exemplaire pour le dégagement de CO,
et le taux de saccharase.

— 7 analyses en triple exemplaire pour l'azote minéralisable.

I1 ressort du tablean I que Vindice de précision pour les numérations
sur plaques de silico-gel oscille entre 30 p. 100 et 80 p. 100 ;. pour les
numérations en milieu liquide, il atteint 120 p. 100 ; pour les détermina-
tions biochimiques (CO,, azote minéralisable, dosages d’enzymes) il
oscille entre 6 et 22 p. T00.

En fait, cette estimation de la précision est entachée d'une erreur
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provenant de P'existence a lUintérieur de chaque échantillon de sol
d’une microhétérogénéité parfois importante. En effet, quelque soit
le soin apporté, il est impossible d’obtenir & partir d'un méme échantillon
de sol, une série de sous-échantillons présentant des caractéristiques biologi-
ques identiques. Cette microhétérogénéité est trés importante lorsque
le sol contient des petites particules de matiére organique non décom-
posée qui, lors de la division, se répartissent irréguliérement dans les
sous-échantillons (sol OR).

TABLEAU I

Indice de précision de quelques méthodes d analyse biologique.

Argile noire Sol f:rrugi-[ Sol ferrugi- Sol hﬁrdro-
J 4 ad tropicale neux tropical | neux tropical | morphe sur
Nature des déterminations P 1on lessivé hydromogphe alftll)vions
(TH) DIOR (OR) (DH) ®L)
Numnérations sur silico-gel (lectures
portant sur un lot de 16 plaques).
Densité des Aszobacter chroo-
COCCUNE v v eee e e annnnnnnns 55 %
Densité des germes cellulolytiques 30 % 80 %
Densité des bactéries nitreuses 33 % 8o %
Numérations en milien liquide :
Microflore anaérobie du  soufre
(analyses en simple exemplaire)
Densité au temps infini ........ 122 %
Densité au 21¢ jour ........... 116 %
Pente de la droite de numération
cinétique (+) .ioeiiian.... 55 %
Dégagement de CO, (analyses en
triple exemplaire) ............ 12 % 6 %
Azote minéralisable (analyses en
triple exemplaire) ............ 22 % 18 %
Saccharase (analyses en triple exem-
plaire) ...l 12 % 7 %

(1)_Le sol étudié est caractérisé par une courbe cinétique linéaire,

En ce qui concerne les analyses de carbone et d’azote dans le sol,
I'indice de précision serait, suivant les auteurs, de 2 ou 4 p. 100 (11, 12).

III. — Valeur de la technique
dite des « échantillons séparés ».

Cette technique d’échantillonnage consiste a4 diviser la parcelle a.
étudier en une vingtaine de sous parcelles de surface égale et a n’effec-
tuer les prélévements que dans n d’entre elles choisies au hasard (n est
égal 4 trois en général). On obtient ainsi n échantillons que I'on analyse
séparément.

Cette méthode a été testée A la Station Fxpérimentale de I'Institut
pour les Huiles et Oléagineux de DarRoU (Sénégal) sur un sol ferrugineux
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tropical lessivé a4 hydromorphie temporaire (1). La parcelle étudiée d’une
surface de 243 m? a été divisée en 18 sous-parcelles de 13,5 m? dans cha-
cune desquelles on a récolté un échantillon résultant du mélange de 30
micro-prélévements répartis systématiquement sur les 13,5 m2 Cest
a partir de ces 18 échantillons qu’on a calculé les coefficients de varia-
tion et l'indice de précision dans le cas du prélevement de 3 échantillons
par parcelle (tableau II).

TaBreau II

Précision de la technique dite « des échantillons séparés »
dans le cas d'un sol fervugineux tropical lessivé a
hydromorphie temporaire de Darow (Sénégal) — juin 1959

g
N g
Hio e = Z E § 2=
. g28° g 8.8 BeSE
- Nature des déterminations 'S\g'_'g 5 &EE == b
l‘v,m'—‘ > I § o 5 [ e
e 8 2 Q> v RS =t
2By = ©o go A
Z N B
Numérations bactériennes.
Densité des germes cellulolytiques
(en unités par g de sol) ...... 18 1043 18,1 21
Densité des bactéries nitreuses (en
unités par g de sol) .......... 18 525 25,5 29
Densité de la microflore anaérobie
du soufre (en milliers par g de
sol) veeii i 18 47 80,6 93
Pente de la droite de numération
cinétique correspondante. ...... 18 7 34,8 40
Dosages biochimiques.
Dégagement de CO, (mg de CO,
dégagéen7jpar1oogde sol) .. 18 53 10,1 12
Azote minéral 4~ Azote minérali-
sable (p. p. m.) ...l 18 25 14,8 17
Saccharase () .......ciiiininn 18 650 0,7 1I
Autres déterminations.
Carbone total pour mille ....... 18 5,6 9,9 I
Coefficient de minéralisation du
carbone ...i.iiiiiiiiil. 18 2,6 11,5 13
Azote total pour mille ......... 18 0,46 10,8 12
Coefficient de minéralisation de
Pazote ..ovveeinnninnnninnnn. 18 544 11,9 14
PH oo 18 6,6 2,2 3

Sil) Le taux de saccharase est exprimé par le nombre de mg de sucres réducteurs provenant du
dédoublement de 10 g de saccharose sous l'action de l'enzyme contenu dans 100 g de sol.

Ce sol ne renfermant que trés peu d’Azotobacier chroococcum (de o
a 100 microcolonies par gramme de sol), il n’a pas été possible d’étudier
la variabilité de la densité de ce germe. Par contre, on a profité du fait
que la microflore anaérobie du soufre y présentait une courbe de numéra-
tion cinétique sensiblement linéaire pour calculer la variabilité de la pente
de la droite correspondante.
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Il ressort du tableau II que l'indice de précision obtenu avec trois
échantillons par parcelle atteint les valeurs suivantes :

Numérations sur silico-gel ...............c0oal. 21 & 29
Numérations en milieu liquide'............. ... ..., 03
Pente de la droite de numération cinétique .......... 40
Déterminations biochimiques............c.ooovient. 11 a 17
Déterminations chimiques (carbone et azote) ......... I A 12

La méthode de travail que nous avons adoptée étant assez proche
de celle de ZAREARCHENKO (I7), il nous a paru intéressant de comparer
nos résultats avec ceux de cet auteur. En effet, ce dernier est parti d'une
parcelle de 224 m?, donc d'une dimension trés voisine, sur laquelle il
a récolté a intervalles réguliers 20 échantillons qui ont été analysés sépa-
rément et & partir desquels on a également calculé les coefficients de
variation et les indices de précision dans le cas de 3 prélévements. Il
convient toutefois de signaler une différence dans les deux méthodes :
alors que chacun des échautillons que nous avons récoltés résultait du
mélange de 30 micro-prélévements répartis sur toute la surface de chaque
sous-parcelle, ZEARHARCHENEKO semble avoir effectué ses prélévements
par points. D’autre part, les sols étudiés appartiennent a des types trés
&loignés puisque dans un cas il s'agit d’un sol ferrugineux tropical lessivé
4 hydromorphie temporaire du Sénégal, et dauns l'autre, il s’agit d'un
sérozem gris de Tadjikistan. Quoi qu’il en soit, les résultats de ZARHAR-
CEENHO sont du méme ordre de grandeur que les nétres (tableau III).

Tasreavu IIT

Précision de la technique d’échantillonnage dite
« des échantillons sépavés » dans le cas d’un sérozem claty
- (@’ aprés ZAKHARCHENKO).

uy
= 134 F3aa
8 &3 z £5 ©EET
Nature des déterminations S a3 5 85 SoE 5
£2.9 S 5 BEER
Epy 5 3
2%, = Ss 289
s T © =
=4 =
Densité de la microflore totale {(en
milliers par g de sol) ........ 20 865 38,11 44
Densité des Azotobacter (en unités
par gdesol) .....ouaiil.L 20 524,5 30,38 45
Densité des germes nitrificateurs
(en milliers par g de sol) ..... 19 7,06 63,03 73
Densité des cellulolytiques (en uni-
tés sur la surface de la cellu-
JOSE) vetueeniine i 19 6,1 50,0 68
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En fait, Uestimation de la précision telle qu’elle résulte de ces caleuls,
tient compte non seulement de la variabilité dans U'espace des caracté-
ristiques biologiques, que l'on pourrait désigner sous le nom de varia-
bilité & V'échelle de la parcelle ou macrohétérogénéité, mais aussi de
la microhétérogénéité ou hétérogénéité de I'échantillon et enfin des im-
perfections des méthodes de numération ou de dosage.

IV. — Valeur de la technique
dite de I’ « échantillon eomposite unique ».

La méthode d’échantillonnage précédente présente l'inconvénient
d’exiger au laboratoire l'analyse de trois échantillons par parcelle. Pour
réduire le nombre d’analyses nous avons donc adopté depuis plusieurs
années une technique consistant a effectuer sur I'ensemble de la parcelle,
at minimum 30 micro-prélevements régulidrement répartis dont le mé-
lange constitue 1'échantillon composite unique. Dans quelle mesurel’échan-
tillon composite ainsi obtenu .représente-t-il la parcelle?

Pour tester cette méthode d’échantillonnage, on a effectué dans 3
types de sols 12 4 16 séries successives de 30 micro-prélévements, de
facon 4 obtenir 12 a 16 échantillons composites qui ont été analysés
séparément. Il ressort du tableau IV que l'indice de précision atteint les
valeurs extrémes suivantes pour les différentes déterminations dans les
deux premiers sols : '

|

Numérations sur silico-gel ............. ... 37 & 106
Déterminations biochimiques....................... 94 27
PH 234 7

Quant au troisiéme type de sol, ony observe une variabilité emncore
plus élevée qui doit étre imputée, an moins partiellement, & la grande
surface de la parcelle (1650 m? au lieu de 140 ou 200 m?).

V. — Coneclusion.

A. — Précision des techniques d’analyse bhiologique.

I1 est difficile de faire une estimation exacte dela précision des ana-
lyses biologiques, car cette estimation est, ainsi qu'on I'a signalé, eunta-
chée d'une erreur provenant de lexistence a l'intérieur de chaque
échantillon d’une microhétérogénéité qu’il semble malaisé d’éliminer. En
effet, si un broyage poussé, suivi d'une fractionnement rigoureux, ne
présente aucune difficulté pour des échantillons que 'on soumet a I'ana-
lyse chimique, il n'en est plus de méme des échantillons de série
destinés & l'analyse biologique si I'on veut opérer aussi stérilement

bl ol A i’ e
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Précision de la iechnique dite de I « échantillon composite unigue »

Indice -
Type de sol et date Dimensions N des déterminati Nombre n - Coefficient d?i precllsmn P E?b
de prélévement de la parcelle ature des determinations de répétitions | Moyenne X | de variation v ans 1€ cas oy
: de I’échantillon |1
composite unique »
Q
Sol ferrugineux tropical lessivé A hydro-| 7 m X 20 m |Densité des germes cellulolytiques. .. 12 702 24,7 49 4
morphie temporaire de Darou, Sé- Densité des bactéries nitreuses ...... 12 445 53,3 106 g
négal (janvier 1957). Dégagement de COq..vvvnvniinnn.t. 12 52 11,6 23 g
Saccharase ........ccovveviiniiinin 12 562 457 9
PH o I2 64 0,9 2 E
* e}
Sol hydromorphe de bas-fond sur allu-|10 m X 20 m|Densité des Beijerinckia indica ... ... 16 156 50,7 101 2
vions, Foulaya, Guinée (mars 1957). Densité des germes cellulolytiques. .. 16 2 111 18,4 37 5
Densité des bactéries nitreuses....... 16 1988 32,5 65 Q0
Dégagement de COy .vvvvvvnnnn... 16 137 11,4 23 g
Azote minéral 4 Azote minéralisable. 16 79 12,5 25 %]
Saccharase ............oooiiia 16 309 13,4 27 g
PH 16 5.7 3,7 7 o
Sol dunaire peu évolué Malika, Séné-{ 33m X som|Densité des Azotobacter chroococcum. . 16 950 17,6 35 E
gal (septembre 1957). Densité des germes cellulolytiques . ... 16 484 33,5 67 o
Densité des bactéries nitreuses ....... 16 1727 35,0 70 o
DégagementdeCOy .ovvnvvnin.. 16 27 16,1 32 ol
Azote minéral + Azote minéralisable . 16 15 26,9 54
Saccharase ...........oooviiiiian 16 566 19,9 40
PH 16 8 ' o, 2

N. B. — Les densités bactériennes sont exprimées en nombre de microcolonies par gramme de sol, le dégagement de CO, en mg de CO, dégagé en 7 jours par
100 g de sol, 'azote minéral et minéralisable en p. p. m., la saccharase en nombre de mg de sucres réducteurs provenant du dédoublement de 10 g de saccharose

sous I'action de ’enzyme contenu dans 100 g de sol.

VA4
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que possible. D’autre part, les échantillons étudiés par le biologiste pro-
viennent la plupart du temps des horizons superfiels dont la microhété-
rogénéité est presque toujours importante et varie fortement d'un type
de sol & l'autre.

Quoi qu'il en soit, on peut admettre pour les indices de précision, les
ordres de grandeur suivants :

Numérations sur silico-gel .................. .. ... 30 4 8o
Numérations en milieu liquide ............... ... 0 120
Dosages biochimiques ..........ooovvvviiiiianan., 64 22
Dosages chimiques (carbone et azote) ............... 4

B. — Techniques d’échantillonnage.

10 Techniques dite « des échantillons sépavés ».

On a vu que cette technique consistait a récolter dans la parcelle a
étudier, un certain nombre d’échantillons, en général trois, que l'on
analyse séparément. Tes indices de précision obtenus dans ces condi-
tions dans une parcelle de 200 m? environ dans un sol ferrugineux tro-
pical hydromorphe sont les suivants :

Numérations sur silico-gel ... ...l 21 &4 29
Numérations en milieu liquide .... 03
Déterminations biochimiques............cooveiiin... 11 4 17

Cette précision est amplement suffisante compte tenu de celle des
méthodes analytiques.

20 Technique dite « de I'échantillon composite unique ».

Cette technique, déja décrite plus haut, counsiste & effectuer sur Uen-
semble de la parcelle 30 micro-prélévements dout le mélange constitue
I'échantillon composite unique sur lequel on fait porter l'analyse. Les
indices de précision obtenus dans ces conditions dans des parcelles d'une
surface de l'ordre de 100 a 200 m? sont les suivants :

%

\

Numérations sur silico-gel ......... ..oty 37 4 106
Déterminations biochimiques......c.ovviviiiviennn. 94 27

Si cette deuxidme méthode présente l'avantage de ne nécessiter
qu'une analyse, elle semble, par contre, moins précise que la précé-
dente. T,orsque les différences existant entre les parcelles soumises aux
divers traitements sont peu marquées, il peut étre nécessaire de prélever
deux ou trois échantillons composites par parcelle, chaque échantillon
correspondant & la moitié ou au tiers de la surface de la parcelle.

SR et nd il el
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T,
[ C. — Conséquences de la grande variabilité dans l'espace des
caractéristiques biologiques.

Les différents exemples cités ci-dessus correspondent i des sols
relativement homogeénes. Mais il est des cas ot1 'hétérogénéité est beaucoup
, plus considérable (sols forestiers, sols de montagne). D’autre part, on n’a
envisagé ici quel’hétérogénéité al’échelle d’une parcelle de 200 m? environ ;
mais lorsqu’il s’agit d'un bloc expérimental de 1000 m? ou plus, I’hétérogé-
néité s’aggrave encore. Il est bien rare alors que le biologiste puisse mettre
en évidence des différences significatives dans le comportement de la
microflore en liaison avec les différents traitements. Dans ces conditions,
il est indispensable d’avoir recours & une meéthode de prélevements par
couple (méthode d’appariements) dont 'emploi annule en grande partie
les effets de I'hétérogénéité du sol. Cette méthode consiste a définir
sur le terrain des couples de parcelles d'une surface de l'ordre de 10 3
30 m? au maximum sur chacune desquelles on effectue une trentaine de
micro-prélévements dont le mélangs constitue-I’échantillon & analyser.
Cette technique nous a donné d’excellents résultats dans I'étude de sols
forestiers a condition d’opérer sur un nombrz assez élevé de couples
T (au moins 10). . )

Bien des échecs en matiére de biologie des sols peuvent s’expliquer par la
méconnaissance de ces problémes d’hétérogénéité des caractenst1ques
t biologiques du sol.

RESUME

Comme les échantillons de sols presentent toujours une microhétéro-
généité importante, on ne peut faire qu'une estimation approximative de
: I'indice de précision des méthodes d’analyse biologique.
i En ce qui concerne 1'échantillonnage, on obtient dans le cas de sols homo-
géhes, des résultats relativement satisfaisants en prélevant, par parcelle de
! 200 m?, trois échantillons que 1'on analyse séparément, ou 4 défaut, un seul
échantillon composite provenant du mélange d’une trentaine de micro-échan-
tillons prélevés sur l'ensemble de la parcelle.
, Lorsque I'hétérogénéité des caractéristiques biologiques du sol & 1'échelle
; de la parcelle et du bloc expérimental, ot macrohétérogénéité, devient consi-
dérable, il est nécessaire d’avoir recours a des prélévements par couples avec
de trés nombreuses répétitions.

SUMMARY

The precision of analytical techniques and sampling in soil biology.

Due to the fact that soil samples always show a considerable micro-
heterogeneity, the index of ‘precision of methods of biological analysis can
only be estimated by approximation.

Annales Agronomiqués, — 1960, 8
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As far as sampling is concerned, relatively satisfactory results may be
obtained with homogenous soils by taking three samples for every 200-sqm
plot for separate analysis, or one composite sample consisting of about 30
small samples taken from the entire experimental plot.

If the heterogeneity of the biological characteristics of the soil of the plots
or experimental bloc, or the macro-heterogeneity, are considerable, sampling
must be done in pairs with a very large number of replicates.

ZUSAMMENFASSUNG

Genauigkeit bei Analyse-und Probesortierungstechniken
im Gebiete der Bodenbiologie.

In Anbetracht der betrichtlichen Mikroheterogenitit der Bodenproben,
kann nur eine anndhernde Frginzung der Genauigkeitsindizien der biologisch-
analytischen Methoden ausgemacht werden.

Was die Probesortierung betrifft, so erhilt man, im Falle von homogenen
Béden, verhdltnissmissig befriedigende Resultate indem man in Parzellen von
zo0om?, drei Proben entnimmt und dieselben einzeln untersucht ; doch in Erman-
gelung solcher, kann man eine einzige Probe, die aus dreissig Mikroproben
besteht, und auf der Gesamtfliche der Parzelle zu entnehmen sind, beniitzen.

Wenn die Heterogenitit der biologischen Bodenkarakteristiken in dem
Masstab der Parzelle, des experimentellen Blocks oder Makroheterogenitit
sich bedeutend auswirkt, so ergibt sich die Notwendigkeit einer paarweisen
Probenentnahme, die wiele Wiederholungen betrigt.

Toynoems anasumuveckux Memodos u eszamis npo6 ¢ nouweeHHoli 6uonozul,
1. JOMMEPI'. O.P.C.T.0.M. I‘Iapmﬁ.

&

KPATKOE COJIEPHAHUE

Tak Kak HoYBeHHBle TPOOH BCErHAa HMEIOT 3HAYMTENBHYI0 MUKPOTETe-
POTEHHOCTh, TO MOKHO JIMIIL NPHOIUBUTENHLHO ONIPeNeliTh CTeNEeHb TOYHOCTU
OMOJIOTHUECKHUX AHAIU30B.

Uro KacaeTcA B3ATHA Npol, TO, B Cliy4ae FOMOIEHHBIX MOYB, IOJAYYAIOTCA
CPaBHUTEJNBHO YNOBJIETBODHTEIbHEIE PE3YIbTATH, KOrIa Gepercs, HA MIOoNIAIKe
B 200 M?, Tpu UpoGHE, KOTOPHE AHAJNUBUPYIOTCA KayRAAA OTHEIbHO, WJIH, B
DPOTUBHOM ciIydae, OHA eMUHCTBeHHAA Npo0a, Cpenuas, HoJdydaemMas OT
CMEUIMBAHNsA OKOJIO TPUALATH MAJeHbKUX NPOG, B3ATHX HA PASHBIX IIYHKTAX
TJIOMATKH .

HKorga rereporeHHOCTh GHONIOTHYECHHX XAPAKTEPHCTHK MOYB B MAacuITafe
IIOMANKHE ¥ SKCIIEPMMEHTAIbHOr0 6JioKa (T. €. MAKPOreTePOreHHOCTH) CTa-
HOBUTCA SHAYNTENLHON, TO HEOOXONUMO NPUGErKyTh KO B3ATHIO NPO6 MApaMu,
€ 0YeHh MHOTOYMCIEHHBIME IIOBTOPHBIMH aHAJIHM3aMH.
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