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Résumé 

Les déchets organiques valorisés en agriculture, sous la dénomination de « matières 

fertilisantes » (MF) en France, sont largement utilisés en agriculture depuis de nombreuses 

années. Ces matériaux, de diverses origines, sont épandus en champ pour leurs 

caractéristiques fertilisantes ou afin d’améliorer les propriétés des sols. Ces MF peuvent être 

une source potentielle d’éléments contaminants, tels que des éléments tracemétalliques 

(ETM), des composés traces organiques (CTO) et certains polluants émergents (e.g. 

perturbateurs endocriniens, résidus médicamenteux ou nanoparticules). Le cadre 

règlementaire définissant l’homologation des MF indique qu’il est nécessaire de démontrer 

l’innocuité de ces matériaux vis-à-vis de l’environnement, avant leur épandage en champ. 

Afin de limiter l’accumulation d’éléments toxiques dans les sols agricoles, la règlementation 

définit des teneurs limites en ETM et CTO à respecter dans les matériaux produits, ainsi que 

dans les sols sur lesquels sont épandus les MF. Cependant, la caractérisation physico-

chimique des MF ne permet pas de prédire à elle seule les dangers potentiels de ces matrices 

complexes.  

Dans ce contexte, le travail de thèse avait pour objectifs :  

- D’identifier les dangers pour l’environnement liés à l’épandage des MF ainsi que 

de réaliser un bilan de l’évaluation écotoxicologique a priori de ces dangers 

(analyse de la littérature concernant les aspects règlementaires liés aux MF et 

utilisation d’organismes modèles pour l’étude de ces matrices complexe) ; 

- De déterminer l’applicabilité ainsi que les limitations des bio-essais utilisant les 

organismes modèles C. elegans et H. aculeifer en ce qui concerne l’étude des MF ;  

- D’étudier la sensibilité du nématode et de l’acarien à des éléments contaminants 

potentiellement apportés au sol par l’utilisation de MF (i.e. éléments métalliques: 

Cd, Cu, Ni, Pb et Zn) ;  

- D’évaluer la toxicité de différentes MF sur le nématode C. elegans et sur l’acarien 

prédateur H. aculeifer ;  

- De définir, in fine, l’intérêt de ces deux organismes modèles par rapport à ces 

matrices complexes, et de renseigner sur leur intérêt au sein d’une batterie de bio-

essais (i.e. terrestres et aquatiques) utilisés plus classiquement.  
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Les résultats obtenus au cours des travaux de thèse traitent dans une première partie de 

l’applicabilité et des limitations des bio-essais à l’étude des MF (problématiques telles que 

l’hydratation des échantillons, l’apport de nourriture, l’extraction des organismes de matrices 

complexes,…). D’autre part, la réponse des critères d’effet étudiés pour chacun des deux 

organismes (i.e. mortalité, croissance, et reproduction pour C. elegans ainsi que mortalité et 

reproduction pour H. aculeifer) a été renseignée après exposition à différentes substances 

chimiques préconisées en tant que substances de référence. La deuxième partie présente la 

sensibilité des organismes étudiés par rapport à des éléments contaminant (i.e. ETM) pouvant 

potentiellement être apportés au sol lors de l’épandage de MF. La dernière partie des résultats 

concerne l’évaluation de différentes MF par approche directe et indirecte, en utilisant les 

critères d’effet définis pour les deux organismes modèles.  

La discussion des travaux de thèse est axée en premier lieu sur la comparaison de la 

sensibilité des critères d’effet suivis chez les deux organismes modèles pour les différentes 

substances chimiques étudiées. Dans un second temps, la pertinence d’intégrer les organismes 

modèles C. elegans et H. aculeifer dans des batteries de bio-essais est discutée, cela afin de 

proposer, à terme, une stratégie expérimentale permettant une caractérisation a priori des 

dangers pour l’environnement liés à l’utilisation agricole des MF.  
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Abstract 

Organic wastes recycled in agriculture, namely « fertilizing matters » (FM) in France, 

are used since many years. These materials, of several origins, are spread on land for their 

fertilizing properties or to improve soil characteristics. These FM can be a potential source of 

contaminants, like metallic trace elements (TME), organic compounds (OC), and some 

emerging pollutants (e.g. endocrine disruptors, drugs residues or nanoparticles). The 

regulatory framework defining the approval of MF indicates that it is necessary to 

demonstrate their safety towards the environment, before application in the field. To limit the 

accumulation of toxic elements in agricultural soils, regulation defines limits of TME and OC 

contents in respect to the materials produced, and in soils to which FM are applied. However, 

the physico-chemical characterization of FM does not alone predict the potential hazards of 

these complex matrices.  

In this context, the objectives of the thesis were to:  

- Identify environmental hazards associated with the application of FM and to 

achieve a statement of the a priori ecotoxicological assessment of these hazards 

(analysis of the literature on regulatory aspects and use of model organisms for the 

study of these complex matrices); 

- Determine the applicability and limitations of bio-assays using C. elegans and H. 

aculeifer as model organisms, related to the study of FM; 

- Study the sensitivity of the two organisms towards potential contaminants 

potentially brought to soils through the use of FM (i.e. metals: Cd, Cu, Ni, Pb and 

Zn);  

- Assess the toxicity of various FM on the nematode C. elegans and the predatory 

mite H. aculeifer; 

- Define, ultimately, the interest of these two organisms in relation to these complex 

matrices, and assess their potential role in biotest batteries (i.e. terrestrial and 

aquatic) used more conventionally.  
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The results obtained during this thesis concern, in the first part, the applicability and 

limitations of bio-assays to study FM (issues such as hydration of samples, food intake, 

extraction of organisms from complex matrices,...). On the other hand, the response of the 

endpoints studied for both organisms (i.e. mortality, growth, and reproduction for C. elegans 

as well as mortality and reproduction for H. aculeifer) has been defined after exposure to 

different chemicals used as reference substances. The second part shows the sensitivity of the 

studied organisms in relation to pollutants (i.e. ETM) which can be potentially applied to the 

soil during the use of FM. The last section of the results presents the assessment of FM with 

direct and indirect approaches, using the endpoints defined for the two model organisms.  

The discussion of the thesis focuses primarily on the comparison of the sensitivity of 

the two model organisms in relation to different chemicals. In a second step, the relevance of 

integrating the model organisms C. elegans and H. aculeifer in batteries of bio-assays is 

discussed. It was used to propose, ultimately, an experimental strategy allowing an a priori 

characterization of the environmental hazards associated with agricultural use of FM. 
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Dans le contexte de réduction de la production de déchets, les résidus organiques issus 

de procédés industriels, d’exploitations agricoles ou provenant du traitement des eaux usées, 

sont proposés sous la dénomination de matières fertilisantes (MF) pour assurer ou améliorer la 

nutrition des végétaux, ainsi que les propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols. 

Ces matériaux sont aujourd’hui largement utilisés en agriculture et participent à la 

valorisation d’une partie des matières résiduelles, telles que les boues issues des stations 

d’épuration (STEP) ou certaines déjections animales. En dépit de leur pouvoir fertilisant, il 

s’agit de matières complexes et diverses (tant en ce qui concerne l’origine que la 

composition), pour lesquelles il est indispensable de tenir compte de la présence potentielle de 

contaminants organiques (e.g. HAPs, PCBs,…) et/ou inorganiques (e.g. ETM). 

Certaines MF, plus particulièrement les matières composées de boues issues du 

retraitement des eaux usées, peuvent être le réceptacle de différents contaminants. Leur 

utilisation agricole a soulevé de nombreuses interrogations au sein de la communauté 

scientifique, en raison des risques potentiels pour l’homme et l’environnement causés par 

l’apport de polluants issus de MF sur des sols cultivés (Dean & Suess, 1985 ; Epstein, 2002). 

Par conséquent, l’utilisation agricole des MF a été règlementée, afin de limiter ces risques tout 

en favorisant leur valorisation agricole. Cependant, en Europe et plus particulièrement en 

France, il n’existe à ce jour aucune stratégie réglementaire d’évaluation écotoxicologique des 

dangers pour l’environnement liés à l’utilisation des MF. Ceci conduit à une hétérogénéité des 

données fournies par les demandeurs, et donc à une difficulté de jugement par les experts de 

l’ANSES en charge de l’homologation de ces matériaux. D’autre part, la composition des MF 

se diversifie de plus en plus, ce qui renforce le besoin de données écotoxicologiques sur ces 

matières. 

Dans ce contexte, cette thèse définit l’intérêt et la faisabilité de l’utilisation de deux 

organismes de la micro/mesofaune du sol pour évaluer l’écotoxicité des MF : le nématode 

Caenorhabditis elegans (Maupas) et l’acarien prédateur Hypoaspis aculeifer (Canestrini). 

L’abondance de ces organismes au sein du compartiment sol, leur ubiquité, et leur rôle 

primordial dans le fonctionnement des milieux terrestres, en font deux organismes d’intérêt en 

écotoxicologie et pertinents d’un point de vue écologique. De plus, leur cycle de vie court 

permet la prise en compte de paramètres de toxicité chronique pour des temps d’exposition 

restreints (i.e. 96 h pour le nématode, 14 jours pour l’acarien prédateur). Malgré ces atouts et 

l’existence de protocoles d’essais normalisés pour ces deux organismes modèles, ceux-ci 

restent aujourd’hui peu utilisés et n’ont jamais été intégrés dans les propositions de stratégies 
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d’évaluation écotoxicologique des MF. Si certaines données sur matrices solides naturelles 

contaminées (i.e. sols et sédiments) sont disponibles pour C. elegans, en revanche H. aculeifer 

est utilisé pour l’essentiel dans le cadre de l’évaluation des dangers liés à l’utilisation des 

matières actives pesticides. 

 

L’objectif principal des travaux de thèse vise donc à déterminer la pertinence 

d’intégrer les essais utilisant C. elegans et H. aculeifer dans une stratégie d’évaluation des 

MF. Pour ce faire, les travaux de thèse se sont déroulés en trois étapes interdépendantes : 

Etape 1 : Développement, calibration et validation des essais utilisant les organismes 

modèles C. elegans et H. aculeifer. Les données expérimentales générées ont permis (i) de 

calibrer les élevages de ces organismes dans des conditions contrôlées et maîtrisées ; et (ii) de 

caractériser la sensibilité des critères d’effet suivis pour chaque espèce, ainsi que, dans une 

moindre mesure, la reproductibilité des essais. 

Etape 2 : Application des deux bio-essais à l’évaluation des dangers liés aux MF. Cette 

seconde étape a permis (i) de définir et de tester les modalités d’exposition des organismes 

modèles les plus pertinentes au regard de l’utilisation agronomique des MF, (ii) de générer 

des données expérimentales concernant l’effet de facteurs contaminants (i.e. ETM) sur les 

deux organismes modèles, à des concentrations représentatives d’apports au sol par des MF, 

et (iii) d’identifier les effets de différentes MF sur le nématode et l’acarien prédateur, en 

utilisant un schéma d’épandage pertinent, combinant des approches directes (i.e. 

caractérisation de mélanges de sol et de MF) et indirectes (i.e. caractérisation d’extraits 

aqueux des mélanges de sol et de MF). 

Etape 3 : Intégration et comparaison des résultats obtenus avec C. elegans et H. 

aculeifer avec ceux d’autres bio-essais classiquement utilisés dans les stratégies 

règlementaires d’évaluation des dangers en général (i.e. végétaux supérieurs, vers de terre, 

bactéries, algues, rotifères et crustacés). Dans le cadre de l’évaluation des dangers des MF, 

cette dernière étape a permis de faire ressortir, à l’aide d’outils de statistiques multivariées, 

l’intérêt des organismes modèles C. elegans et H. aculeifer. Ces travaux ont également permis 

d’apporter des recommandations pour l’élaboration d’une batterie de bio-essais optimale 

applicable dans le cadre de l’homologation des MF. 
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Le manuscrit s’organise de la manière suivante :  

La première partie est consacrée à la synthèse bibliographique. Tout d’abord, les 

aspects règlementaires européens et français concernant l’utilisation des MF ont été abordés, 

afin de prendre connaissance des législations en vigueur. Par la suite, un état des lieux a été 

mené relatif à l’utilisation de bio-essais pour l’évaluation écotoxicologique des MF. Ceci a 

permis de prendre connaissance des différentes stratégies d’évaluation des MF issues de la 

littérature scientifique. Le dernier chapitre de cette partie concerne l’utilisation du nématode 

C. elegans et de l’acarien prédateur H. aculeifer en écotoxicologie (sous la forme d’un article 

de revue). 

 La seconde partie présente les matériels et méthodes utilisés. Dans un premier 

chapitre, sont présentés les organismes ainsi que les matrices utilisées (i.e. sols et MF). Dans 

un second chapitre, sont définis les protocoles d’essai (l’optimisation du protocole d’essai en 

milieu terrestre pour C. elegans a fait l’objet d’un article), les protocoles de préparation des 

échantillons ainsi que les analyses statistiques associées à chaque expérimentation. 

 La troisième partie est consacrée aux résultats des expériences menées au cours 

des travaux de thèse. Ceux-ci ont permis de lever les différents verrous scientifiques que 

représentent l’applicabilité des essais à l’évaluation des dangers des MF, ainsi que la réponse 

aux MF apportée par les deux organismes modèles. Le premier chapitre présente les résultats 

de la maîtrise et de l’optimisation des protocoles d’essai. Le second est consacré à la 

sensibilité des deux organismes à des ETM, par une approche « substance seule » (i.e. toxicité 

intrinsèque des ETM) et par une approche « mélange » (i.e. concentrations représentatives 

d’apports au sol lors de l’utilisation de MF issues de la règlementation européenne). Le 

dernier chapitre présente les résultats des essais avec le nématode et l’acarien prédateur 

concernant l’exposition à différentes typologies de MF. 

 La quatrième partie traite de la place et l’intérêt de C. elegans et H. aculeifer 

pour la caractérisation des dangers des MF. Les avantages et les questionnements sur ces deux 

essais ont été discutés dans un premier temps, puis la sensibilité du nématode et de l’acarien 

exposés aux ETM a été comparée à celles d’autres organismes terrestres. Dans le cadre de la 

proposition d’une batterie de bio-essais pour l’évaluation des MF, les résultats de l’exposition 

aux MF ont été, par la suite, comparés à ceux obtenus pour d’autres bio-essais réalisés au 

laboratoire (sous forme d’un article accepté). Ceci a effectivement permis de proposer in fine 

une batterie de bio-essais optimale pour l’évaluation écotoxicologique des MF. Cette 

discussion débouche sur les conclusions et perspectives de l’ensemble des travaux réalisés. 
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Chapitre I. Réglementation et évaluation des MF 

Ce chapitre a pour objectif d’établir un bilan des règlementations européennes et 

françaises dans le domaine de la valorisation des résidus organiques en agriculture. Les 

différentes sections définissent les dangers associés aux MF, les aspects règlementaires ainsi 

que les classes de MF utilisées, plus particulièrement au niveau national. 

 

I.1. Dangers potentiels pour l’environnement liés à l’épandage de MF 

I.1.1. Problématique 

La réglementation et la législation sur les MF imposent aux producteurs de démontrer 

l’innocuité des matières vis-à-vis de l’environnement, dans le cadre de l’homologation. Pour 

cela, celles-ci doivent respecter certaines teneurs et/ou apports aux sols en éléments toxiques, 

sous forme de flux annuels. Parmi les éléments classiquement recherchés, on retrouve les 

ETM, essentiels (i.e. Cu et Zn) et non-essentiels (i.e. As, Cd, Hg, Ni, Pb et Se), ainsi que 

certains CTO (i.e. PCBs et HAPs) (Annexe VII du Guide pour la constitution des dossiers de 

demande d’homologation de matières fertilisantes – supports de culture). 

Cependant, les MF sont des matrices complexes composées d’un cocktail d’éléments 

fertilisants, de matières organiques et potentiellement de polluants pouvant affecter la faune 

du sol (Düring & Gäth, 2002). Ce cocktail peut être très variable d’une matière fertilisante à 

l’autre, étant donné la grande diversité de matières proposées, leur provenance, leur méthode 

de production ainsi que les matières premières utilisées. Pour ce type de matrices complexes, 

la caractérisation physico-chimique montre ses limites. En effet, bien plus de polluants que 

ceux recherchés peuvent se retrouver dans les MF (Eriksson et al., 2008). De plus, certaines 

substances non couvertes par la réglementation, telles que des substances à caractère 

prioritaire (Section I.1.2) ou des nano-particules (Kim et al., 2010 ; Lombi et al., 2012), 

peuvent également être retrouvées. 

D’autre part, les interactions au sein d’une matière fertilisante entre les différents 

éléments (e.g. fertilisants et contaminants) peuvent être complexes, compte tenu du grand 

nombre de molécules potentiellement présentes (Clarke & Smith, 2011). La difficulté 

d’évaluer la toxicité des MF est d’autant plus accrue que ces matières sont épandues sur des 

sols agricoles, dont la texture et la composition peuvent être très différentes d’une parcelle à 

l’autre.  
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I.1.2. Polluants organiques prioritaires 

Les boues issues du retraitement des eaux sont les matrices pouvant potentiellement 

contenir le plus de composés organiques différents (Clarke & Smith, 2011). En effet, les 

composés organiques d’origine industrielle, domestique et urbaine peuvent être retrouvés 

ultimement dans les boues résiduaires issues de retraitement des eaux usées (plus de 500 

molécules xénobiotiques organiques ; Eriksson et al., 2008). Parmi les molécules retrouvées, 

certaines ont des effets cancérigènes, mutagènes ; d’autres peuvent entraîner des dommages 

sur la reproduction ainsi que des perturbations endocriniennes (Eriksson et al., 2008). Bien 

que les procédés de traitement des eaux usées et des boues permettent d’éliminer une quantité 

significative de composés organiques, certains ayant un caractère lipophile et non dégradable 

peuvent se retrouver en concentrations résiduelles dans ces matériaux (Clarke & Smith, 

2011).  

Les polluants organiques persistants contenus dans les boues issues du retraitement 

des eaux usées peuvent présenter un risque pour la santé humaine et l’environnement une fois 

appliqué en champ (Chaney et al., 1996). Le caractère prioritaire de certains polluants peut 

être défini en fonction de la persistance de ces composés dans le sol, de leur risque potentiel 

pour la santé humaine via l’alimentation, de leur bioaccumulation dans le réseau trophique et 

de leur écotoxicité (Clarke & Smith, 2011).  

Les groupes de polluants organiques potentiellement prioritaires ainsi que les 

composés associés sont présentés dans le Tableau 1. Ces molécules sont majoritairement 

issues de l’utilisation d’énergies fossiles, de procédés industriels, du traitement de différents 

types de matériaux (e.g. bois, plastique, textile), de produits d’hygiène, de retardateurs de 

flamme, de tensio-actifs, de surfactants, de pesticides, d’hormones ainsi que de résidus 

médicamenteux. 
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Tableau 1 : Famille, utilisation et exemples de polluants prioritaires dans l’évaluation des 

dangers des MF (d’après Eriksson et al., 2008 et Clarke & Smith, 2011) 

Famille/Catégorie Provenance/Utilisation Exemple de molécule 

HAP 
Combustion incomplète de charbon 

et de pétrole 
Naphtalène, benzo[ghi]perylene, 

fluoranthène 

Hydrocarbure aliphatique Résidus de carburant Nonane, octane, hexadecane 

Benzothiazole Traitement du caoutchouc 
2-Mercaptobenzothiazole, 2-

hydroxybenzothiazole 

Phénols Plastifiant Bisphénol A 

Alkylphénol Tensioactif Nonylphénol 

Organo-étain 
Fabrication du PVC, traitement du 

bois 
Oxide de tributylétain 

Phtalate Fabrication de résines et de PVC Di (2-ethylhexyl) phtalate 

Polybromodiphényléther 
(PBDE) 

Retardateur de flamme PBDE 47, PBDE 99 

Polychloroalcanes (PCA) Plastifiant, retardateurs de flamme 
PCA à longue, moyenne et courte 

chaîne 

Polychloronaphtalène 
(PCN) 

Traitement du bois, additif d'huile 
de moteur 

PCN congénères présentant de 1 à 8 
atomes de chlore par molécule de 

naphtalène 

Siloxane 
Traitement de textiles, produits 

d'hygiène, anti-mousse (utilisé en 
STEP) 

Polydimethylsiloxane 

Perfluoroalkylés 
Traitement de produits contre la 
chaleur, la graisse, les tâches et 

l'eau 
Perfluorooctane sulphonate 

Dérivés d'ammonium 
quaternaire 

Surfactant cationique 
Ammonium quaternaires à chaîne 

alkyle et/ou aryle 

Stéroïdes Hormones humaines 
17 α-ethinyloestradiol, 17 β-oestradiol, 

oestriol, oestrone 

Muscs synthétiques Produits d'hygiène Tonalide, galaxolide 

Dioxines Processus industriels Tertrachlorodibenzo-p-dioxine 

Pesticides Lutte contre les nuisibles Triclosan 

Produits pharmaceutiques Médicaments Ibuprofène 

Divers Surfactant anionique Sulfonate d'alkyl benzène linéaire 
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I.2. Contexte réglementaire Européen 

I.2.1. Directive 86/278/CEE : l’utilisation de boues d’épuration en agriculture 

La Directive 86/278/CEE (modifiée par la Directive 91/692/CEE, puis par le 

Règlement 807/2003 et par le Règlement 219/2009), relative à la protection de 

l’environnement, et notamment des sols, lors de l’utilisation des boues d’épuration en 

agriculture, régit l’utilisation agricole des MF. L’objectif de cette directive est d’encadrer 

l’utilisation des boues d’épuration de manière à éviter des effets nocifs sur les sols, la 

végétation, les animaux et l’homme, tout en encourageant leur épandage. 

Cette directive répartit les boues en quatre catégories : 

- les boues résiduaires issues de stations d’épuration traitant des eaux usées domestiques 

ou urbaines, ainsi que d’autres stations d’épuration traitant des eaux usées de 

composition similaire aux eaux usées domestiques et urbaines ; 

- les boues résiduaires de fosses septiques et d’autres installations similaires pour le 

traitement des eaux usées ; 

- les boues résiduaires issues de stations d’épuration autres que celles visées aux points 

précédents ; 

- les boues traitées par voie biologique, chimique ou thermique, par stockage à long terme 

ou par tout autre procédé approprié de manière à réduire, de façon significative, leur 

pouvoir fermentescible, ainsi que les inconvénients sanitaires liés à leur utilisation. 

En outre, cette directive européenne établit des considérations à prendre en compte 

lors de l’épandage de MF. Il est reconnu que les boues peuvent présenter des propriétés 

agronomiques utiles, ce qui justifie d’encourager leur valorisation en agriculture, tout en 

s’assurant que leur utilisation ne nuit pas à la qualité des sols ni à la production agricole.  

Ce dernier point a été défini en se basant sur la présence d’ETM, potentiellement 

apportés au sol lors de l’épandage de boue. Dans un premier temps, la directive considère 

qu’il convient de fixer des valeurs limites pour ces éléments dans les sols (Tableau 2) en 

raison de leur potentielle toxicité pour les plantes et pour l’homme, de par leur présence 

potentielle dans les récoltes. Dans un second temps, il est acté qu’il convient d’éviter que ces 

valeurs limites ne soient dépassées suite à une utilisation des boues.  
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Pour limiter l’impact environnemental des MF, l’apport d’ETM dans les sols cultivés est 

défini :  

- en fixant les quantités maximales annuelles des apports de MF, en veillant à ne pas 

dépasser les valeurs limites de concentration en ETM dans ces matrices ; 

- en veillant à ne pas dépasser les limites applicables aux quantités d’ETM pouvant être 

apportées au sol, sur la base d’une moyenne de dix ans. 

Lorsque les concentrations en métaux dans les sols dépassent les valeurs seuils fixées, il 

y a lieu d’interdire l’épandage.  

D’autre part, les boues doivent être traitées (e.g. chaulage, épaississement, 

hygiénisation,…) avant d’être utilisées en agriculture, afin de diminuer leur teneur en eau 

et/ou limiter leur impact sanitaire.  

Toutefois, les Etats membres peuvent autoriser l’utilisation de boues non traitées, si 

elles ne présentent pas de risque pour la santé humaine et animale, ainsi que si celles-ci sont 

injectées ou enfouies dans le sol. Un autre aspect de l’utilisation des boues est qu’un délai (i.e. 

minimum trois semaines) doit être respecté entre leur utilisation et certaines activités agricoles 

(e.g. mise en pâturage, récolte de cultures fourragères,…). D’autre part, leur épandage sur des 

cultures maraîchères et fruitières pendant la période de végétation est interdit, à l’exception 

des arbres fruitiers. 

 

Tableau 2 : Récapitulatif des valeurs de concentrations seuils en ETM admises dans les sols 

et dans les boues (d’après la Directive 86/278/CEE) 

ETM 
Valeurs seuils dans les 

sols (mg/kg m.s.) 
Valeurs seuils dans les 

boues (mg/kg m.s.) 

Valeurs limites pour les 
quantités annuelles pouvant être 

introduites dans les sols 
cultivés, sur une base moyenne 

de 10 ans (kg/ha/an)  
Limite 
basse 

Limite 
haute 

Limite 
basse 

Limite haute 

Cd 1 3 20 40 0,15 

Cu 50 140 1000 1750 12 

Ni 30 75 300 400 3 

Pb 50 300 750 1200 15 

Zn 150 300 2500 4000 30 

Hg 1 1,5 16 25 0,1 

Cr n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

m.s. : matière sèche ; n.d. : non déterminé 
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De par leur origine et leur mode d’obtention, ces boues sont également couvertes par 

la réglementation relative aux déchets (Directive 2008/98/CE). Celle-ci s’applique si la 

matière en question contient des substances inscrites en tant que substance toxique ou 

dangereuse, à des concentrations susceptibles de présenter un risque pour la santé humaine ou 

l’environnement. 

De plus, l’utilisation de boues doit être effectuée dans des conditions qui garantissent 

la protection du sol et celle des eaux superficielles et souterraines (Directive 2000/60/CE et 

ses modifications ultérieures). 

 

I.2.2. Directive 2008/98/CE : les boues d’épuration en tant que déchets 

La Directive Européenne 2008/98/CE, abrogeant les Directives 75/442/CEE et 

2006/12/CE concernant les déchets ainsi que la Directive 91/689/CEE concernant les déchets 

dangereux, établit des mesures visant à protéger l’environnement et la santé humaine par la 

prévention ou la réduction des effets nocifs liés à la production et à la gestion des déchets. 

La directive de 2008 classe les déchets, par catégories ou types génériques, en fonction 

de leur nature ou l’activité qui les a produits. Les déchets sont classés dangereux ou non selon 

qu’ils contiennent des substances dangereuses. Ceux-ci peuvent se présenter sous forme de 

liquide, de solide ou de boue (e.g. issues de lavage de gaz, des installations de purification 

d’eau ou encore les boues d’épuration non traitées et non utilisable en agriculture). Figurent 

également dans cette liste, les déchets issus de la collecte sélective auprès des ménages.  

A minima quinze critères peuvent être utilisés pour classifier la dangerosité des 

déchets. Parmi ceux-ci, le critère HP14, ou critère « Ecotoxique », caractérise les dangers 

immédiats ou différés pour une ou plusieurs composantes de l’environnement.  

D’autre part, la Directive 2008/98/CE intègre la notion de « biodéchets », définis 

comme étant des déchets biodégradables de différentes provenances, tels que les déchets de 

jardin, les déchets alimentaires ou les déchets provenant d’usines de transformation de 

denrées alimentaires. La Directive de 2008 encourage les Etats membres à proposer une 

collecte séparée pour ce type de déchets, afin de les transformer par compostage et/ou 

digestion, tout en respectant un niveau élevé de protection de l’environnement. Cette directive 

incite donc à valoriser les matériaux issus de biodéchets sous forme de produits (i.e. fin du 

statut de déchet) par différentes opérations, dont l’épandage sur le sol au profit de 

l’agriculture ou de l’écologie. 
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I.2.3. Evaluation de l’écotoxicité des matériaux utilisés en agriculture : un 

besoin réglementaire européen 

La Directive 86/278/CEE souligne que l’utilisation de boues ou de déchets pouvant 

être utilisés en agriculture ne doit pas compromettre la qualité des sols et des eaux 

superficielles ainsi que souterraines. Toutefois, il n’y a aucune obligation réglementaire en 

termes d’évaluation écotoxicologique avant l’épandage de ces matériaux. 

Par ailleurs, certaines substances considérées dangereuses pour l’environnement 

peuvent se retrouver dans les MF utilisées en agriculture, plus particulièrement dans les boues 

issues du retraitement des eaux. Mais ces substances ne sont pas intégrées dans la Directive 

86/278/CEE, qui fait toujours foi aujourd’hui pour l’utilisation de boues en Europe, et plus 

généralement de biodéchets. Cependant, le libre choix est laissé aux Etats membres de 

proposer une réglementation spécifique afin d’assurer la protection de l’environnement sur 

leur territoire. 

 

I.3. Cadre législatif en France 

I.3.1. Généralités sur les règlementations 

En France, l’utilisation des déchets organiques en agriculture est réglementée par les 

articles L255-1 à L255-11 du Code Rural et de la Pêche maritime (Partie législative, Livre II, 

Titre V, Chapitre V), ainsi que par l’arrêté du 21 décembre 1998 concernant l’homologation 

des MF et supports de culture. Les déchets organiques sont regroupés sous la dénomination de 

« matières fertilisantes ». Celles-ci comprennent les engrais, les amendements et, d’une 

manière générale, tous les produits dont l’emploi est destiné à assurer ou à améliorer la 

nutrition des végétaux, ainsi que les propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols. 

Dans le cadre de la valorisation agronomique, le Code Rural prévoit différents moyens pour 

un retour au sol des MF : la normalisation, l’homologation ou le plan d’épandage (Figure 1).  

Les deux premières voies de valorisation (i.e. la normalisation et l’homologation) 

permettent la mise sur le marché des MF (i.e. logique de produit), alors que le dernier (i.e. 

l’épandage règlementé) permet uniquement de céder celles-ci à titre gracieux. Cependant, la 

règle prioritaire de mise sur le marché est l’homologation.  
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Figure 1 : Représentation schématique du chevauchement des réglementations concernant les 

déchets organiques valorisés en agriculture 

* : conservation du statut de déchet. 

 

I.3.2. La normalisation des MF 

En France, les MF peuvent être approuvées à la commercialisation sans autorisation 

préalable, si leur composition est conforme au Règlement Européen n°2003/2003 relatif aux 

engrais (i.e. nomenclature « Engrais CE ») et/ou à des normes rendues d’application 

obligatoire par arrêté ministériel en France (i.e. normes NF-U).  

On distingue donc: 

- les engrais, destinés à apporter des éléments directement utiles à la nutrition des plantes. 

Cette dénomination est attribuée aux matières qui répondent à la norme NF U 42-001 

(i.e. engrais) ; 

- les amendements organiques, destinés à l’entretien ou à la reconstitution du stock de 

matière organique du sol. Cette dénomination est attribuée aux matières qui répondent 

aux normes NF U 44-051 (i.e. amendements organiques avec et sans engrais) ou NF U 

  

Déchets 

Déchets non 

valorisés 
Déchets 

organiques 

Epandage 

règlementé* 

Homologation 

Normalisation 

Matières fertilisantes, 
Logique de produit 
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44-095 (i.e. amendements organiques contenant des matières d’intérêt agronomique 

issues du traitement des eaux) ; 

- les amendements calciques ou magnésiens, destinés principalement à maintenir ou 

élever le pH du sol et à en améliorer les propriétés. Cette dénomination est attribuée aux 

matières qui répondent aux normes NF U 44-001 (i.e. amendements 

calciques/magnésiens) ou NF U 44-203 (i.e. amendements calciques/ magnésiens avec 

engrais). 

 

I.3.3. L’homologation des MF 

Avant de pouvoir être mises sur le marché (arrêté du 21 décembre 1998 relatif à 

l'homologation des MF et des supports de culture), les MF doivent être évaluées par 

l’ANSES, qui rend un avis au Ministère chargé de l’Agriculture en ce qui concerne les 

modalités de l’autorisation provisoire de vente, d’importation ou de distribution pour 

expérimentation (schéma de l’évaluation en Figure 2). Cet avis, rendu par un comité d’experts 

spécialisés, s’appuie sur le dossier de demande d’homologation fourni par le producteur de 

MF. Afin de pouvoir commercialiser ce type de matières, celles-ci doivent répondre à des 

critères définis dans le Guide pour la constitution des dossiers de demande d’homologation 

des matières fertilisantes et supports de culture.  

Ceux-ci sont les suivants : 

- critère de constance de composition : il doit être démontré que la composition du 

produit est homogène, invariable et constante au cours du temps, par l’intermédiaire 

d’un suivi de la composition. L’auto-contrôle et la surveillance des produits jusqu’à leur 

mise sur le marché font partie des obligations que doivent respecter les producteurs ; 

- critère d’efficacité : il doit être démontré, de façon quantifiable, que l’utilisation du 

produit a entrainé soit une amélioration de la production végétale, soit une amélioration 

de la qualité du sol. Les flux minimaux de référence pour ce critère sont résumés dans le 

Tableau 3 ; 

- critère d’innocuité : il doit être démontré que l’utilisation du produit ne doit pas 

entrainer de risques pour la santé humaine et pour l’environnement. Les flux maximaux 

annuels en éléments traces sont résumés dans le Tableau 4. De plus, certains critères 

microbiologiques (i.e. dénombrement de pathogènes pour l’homme et de micro-
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organismes pouvant présenter un risque pour les cultures) doivent être effectués pour les 

MF contenant des matières d’origine animale ou végétale. 

 

Tableau 3 : Résumé des flux minimaux de référence pour le critère d’efficacité (Annexe VI 

du Guide pour la constitution des dossiers de demande d’homologation de matières 

fertilisantes – supports de culture) 

Eléments fertilisants majeurs (kg/ha) Oligo-éléments (kg/ha) 

N total 30 B 0,4 

P2O5 30 Co 0,05 

K2O 30 Cu 0,4 

MgO 30 Fe 50 

CaO 300 Mn 10 

  
Mo 0,05 

  
Zn 1 

 

Tableau 4 : Résumé des flux maximaux annuels autorisés pour le critère d’innocuité (Annexe 

VII du Guide pour la constitution des dossiers de demande d’homologation de matières 

fertilisantes – supports de culture) 

Eléments traces métalliques (g/ha) Eléments traces organiques (g/ha) 

As 90 Σ 7 PCB 1,2 

Cd 15 Fluoranthène 6 

Cr 600 Benzo(b)fluoranthène 4 

Cu 1000 Benzo(a)pyrène 2 

Hg 10 
  

Ni 300 
  

Pb 900 
  

Se 60 
  

Zn 3000 
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Figure 2 : Schéma récapitulatif de l’homologation des MF (issu de la Note d’information aux 

pétitionnaires concernant l’homologation des MFSC, 2013) 

UGAmm : Unité de Gestion des Autorisations de Mise sur le Marché ; AR : accusé de 

réception ; IC : informations complémentaires ; CES : Comité d’experts spécialisés ; MFSC : 

matières fertilisantes et supports de cultures ; DGAL : Direction Générale de l’Alimentation. 
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I.3.4. Le plan d’épandage des MF 

Le plan d’épandage est un document de synthèse qui définit les parcelles qui pourront 

faire l’objet d’épandage, ainsi que les modalités de celui-ci (arrêté du 16 septembre 2005 

modifiant l’arrêté du 7 mars 2002 relatif au projet d'amélioration des pratiques 

agronomiques). Ce plan concerne les matières issues des Installations Classées Pour 

l’Environnement (ICPE) qui, contrairement aux matières citées précédemment, gardent le 

statut de déchet et ne sont donc pas mises sur le marché. Comme ces déchets ne rentrent pas 

dans la logique de produit, ceux-ci sont soumis à une réglementation spécifique concernant la 

protection des eaux contre la pollution par les nitrates, à partir de sources agricoles (Directive 

91/676/CEE et Code de l’Environnement en France, Partie Réglementaire, Livre II, Titre Ier, 

Chapitre Ier, Section 2).  

Les motifs d’exclusion du plan d’épandage sont liés à la protection du voisinage et à 

celui de la ressource en eau. Pour la protection du voisinage, il s’agit d’interdiction 

d’épandage à moins de 100 m des habitations ou des zones urbaines. Cette distance pouvant 

être réduite à 50 m, 15 m ou 10 m dans certains cas précis. Pour la protection de la ressource 

en eau, il s’agit d’interdire l’épandage à moins de 35 m des cours d’eau et 50 m des points de 

prélèvement d'eau destinée à l'alimentation humaine. D’autres lieux ou installations sont 

protégées par cette réglementation, comme les lieux de baignades ou les piscicultures. 

L’épandage sur les terrains en forte pente est également interdit, interdiction appliquée au cas 

par cas.  

Le plan d’épandage comporte au minimum les éléments suivants :  

- l'identité et l'adresse de l'exploitant et des éventuels prêteurs de terres; 

- l'identification des parcelles regroupées par îlot cultural et par exploitant; 

- une représentation cartographique établie avec une précision au moins égale à une 

échelle au 1/12 500 des îlots culturaux concernés, des surfaces exclues de l'épandage et 

du motif des exclusions en tenant compte de la réglementation (i.e. notamment distance 

vis-à-vis des cours d'eau et tiers, pentes) et des autres contraintes d'épandage (i.e. 

notamment localisation des parcelles, nature du sol); 

- les surfaces totale et épandable de chaque parcelle; 

- les systèmes de culture (i.e. cultures en place et principales successions végétales); 

- la nature, la teneur en azote avec indication du mode d'évaluation de cette teneur (i.e. 

analyses ou références) et la quantité des matériaux qui seront épandus; 
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- les doses maximales admissibles par type de matière, de sol et de cultures en utilisant 

des références locales; 

- un calendrier prévisionnel d'épandage rappelant, en zone vulnérable, les périodes 

d'épandage interdit et, en dehors de ces zones, les périodes d'épandage inappropriées; 

- le cas échéant, le solde de la balance globale en phosphore de l’exploitation, exprimé en 

kilogrammes de phosphore par hectare (i.e. surface agricole utile). 

 

I.4. Origine, typologie et composition des MF en France 

Il existe aujourd’hui une variété grandissante de MF au sens général du terme, ce qui 

renforce le besoin de disposer d’une méthodologie de caractérisation a priori des dangers 

pour l’environnement.  

L’ANSES, en charge de l’homologation des MF en France, rend public la liste des 

produits homologués ou ayant une autorisation provisoire de vente (catalogue e-phy, e-

phy.agriculture.gouv.fr). A partir de cette liste, qui regroupe plus d’une centaine de produits, 

il est possible d’établir une typologie selon la provenance, la catégorie ainsi que selon les 

composants des MF. Un récapitulatif de ce listing est présenté dans le Tableau 5.  

Parmi les matières homologuées ou sous autorisation provisoire de vente, on retrouve 

des matières fertilisantes, des engrais, des produits mixtes (i.e. engrais et pesticides), des 

amendements, des conditionneurs de sol, des rétenteurs d’eau de synthèse, des stimulateurs de 

croissance racinaire ainsi que des préparations microbiennes. Les composants de ces matières 

ont des actions spécifiques pouvant être combinées, comme par exemple améliorer les 

caractéristiques des sols (e.g. substances humiques, amendements basiques, agents mouillants, 

tensio-actifs et rétenteurs d’eau), nourrir les végétaux (e.g. acides aminés, engrais pour 

pulvérisation foliaire, engrais pour plantes d’aquarium, engrais à base d’effluents, engrais à 

base d’excréments d’animaux traités, engrais à base de boues de station d’épuration), protéger 

les cultures des insectes nuisibles et des mauvaises herbes (e.g. mélanges d’engrais et 

d’insecticide/herbicide), favoriser la croissance des plantes (e.g. stimulateur de croissance et 

stimulateur de croissance racinaire) ainsi que l’absorption des nutriments, par l’intermédiaire 

de symbiose avec des micro-organismes (e.g. préparations bactériennes et mycorhiziennes).  
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Tableau 5 : Grandes classes de matières homologuées ou sous autorisation provisoire de 

vente (d’après le catalogue e-phy concernant les MF) 

Dénomination de classe Dénomination de type 
Exemples de constituants présents dans 

la composition 

Matières fertilisantes 

Substances humiques Acides humiques et fulviques 

Stimulateurs de croissance 
Acide glutamique et acétique; 

lignosulfonate 

Acides aminés Acides aminés 

Agents nutritionnels par 
pulvérisation foliaire 

N/P/K 

Engrais pour plantes 
d'aquarium 

N/P/K 

Préparation microbiennes 
Préparations de bactéries; préparations 

de champignons mycorhiziens 

Produits non classés Basalte micronisé; terre de diatomée 

Engrais 

Engrais à base d'effluents 
Effluents industriels et issus de 

l'agriculture 
Engrais à base d'excréments 

animaux traités 
Excréments d'animaux d'élevage traités 

(fientes et lisier) 
Engrais à base de boues de 
station d'épuration traitées 

Boues de station d'épuration 

Produits mixtes Engrais et pesticide 
Mélange N/P/K et herbicide 

Mélange N/P/K et insecticide 

Amendements 

Organo-minéral basique Ordures ménagères chaulées 

Organo-basique 
Boue déshydratée issue d’une station 

d’épuration d’une usine de traitement du 
tabac 

Basique 
Coquilles d'œufs cuites et déshydratée; 

oxydes de calcium 

Minéral basique Carbonate de calcium 

Conditionneurs de sol 

Agents mouillants non 
ioniques 

Polyéthylène glycol; copolymère 
d'oxyde d'éthylène et de propylène 

Tensio-actifs 
Mélange d’acide carbonique sulfoné, 

d’alcools gras et d’anti-mousse 

Rétenteurs d'eau de 
synthèse 

Copolymère d'acrylate 
d'acrylamide de potassium 

réticulé 

Copolymère d'acrylate d'acrylamide de 
potassium réticulé 

Stimulateurs de 
croissance racinaire 

Lignosulfonate Lignosulfonate 

Préparations bactériennes 
Inoculum bactérien 

Enrobage de semences de soja avec 
Bradyrhizobium japonicum 

Inoculum d’endomycorhizes Préparation de Glomus intraradices 
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Chapitre II. Méthodes intégratrices pour la caractérisation des 

dangers liés aux MF 

Ce chapitre a pour objectif de récapituler les différentes méthodes d’évaluation 

écotoxicologique (i.e. batteries de bio-essais) proposées dans la littérature scientifique pour 

étudier les matrices complexes, et plus particulièrement les MF. 

 

II.1. Généralités sur les batteries de bio-essais 

Les analyses physico-chimiques sont généralement insuffisantes afin de prendre en 

compte les dangers potentiels pour l’environnement d’échantillons multi-contaminés. En 

effet, ce type d’analyse n’intègre pas les effets combinés des mélanges de polluants 

potentiellement présents, ni leur biodisponibilité. Il est donc recommandé d’utiliser plusieurs 

bio-essais en batterie, complémentaires en terme de représentativité écologique et de critère 

d’effet évalué (i.e. aigu, chronique et comportemental), permettant ainsi de prendre en compte 

les potentiels effets adverses pour l’environnement (van Gestel et al., 2001)..  

En fonction du compartiment étudié (i.e. sol, eau ou sédiment) et de la problématique 

abordée (e.g. évaluation d’échantillons environnementaux ou de résidus d’activités 

humaines), différentes stratégies d’évaluation utilisant des batteries de bio-essais normalisés 

ont été proposées. Concernant l’évaluation de matrices solides comme les sols (Bierkens et 

al., 1998 ; Achazi, 2002 ; Eisentraeger et al., 2004) ou les déchets (Pandard et al., 2006 ; 

Wilke et al., 2008 ; Pablos et al., 2009 ; Stierstroem et al., 2009 ; Pandard & Römbke, 2013), 

les bio-essais généralement considérés utilisent des bactéries, des collemboles, des vers de 

terre et des végétaux supérieurs en tant qu’organismes modèles. Les bio-essais généralement 

considérés pour l’évaluation de matrices liquides telles que des effluents ou des éluats issus de 

matrices solides utilisent des bactéries, des algues, des végétaux et des crustacés (Tigini et al., 

2004 ; Hernando et al., 2005 ; Mendoça et al., 2009).  

 

II.2. Batteries de bio-essais proposées pour l’évaluation des MF en Europe 

La réglementation européenne préconise de déterminer l’innocuité des MF avant leur 

utilisation en agriculture. Cependant, la décision sur l’utilisation de ces matières est 

déterminée par chaque Etat Membre. Cela a entrainé différentes études scientifiques 

nationales, visant à évaluer l’écotoxicité de différentes catégories de MF (Tableau 6). Parmi 
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ces matières, on retrouve fréquemment des boues issues du retraitement des eaux urbaines 

et/ou industrielles. 

En ce qui concerne les batteries de bio-essais proposées par exposition directe aux 

matrices solides, celles-ci se composent généralement d’essais normalisés de germination et 

de croissance sur végétaux supérieurs (Lepidium sativum (Linné), Hordeum vulgare (Linné), 

Avena sativa (Linné), Brassica rapa/campestris (Linné) et Lactuca sativa (Linné)), d’essais 

normalisés d’évitement et de reproduction sur collemboles (Folsomia candida (Willem)) ainsi 

que sur vers de terre (Eisenia fetida (Savigny)/andrei (Bouché)). Certaines études se sont 

intéressées à des critères d’effet plus spécifiques. C’est le cas, par exemple, des marqueurs du 

stress oxidatif chez les végétaux supérieurs (Ferrari et al., 1999). Pour les essais par approche 

indirecte (i.e. exposition aux éluats et/ou aux lixiviats des MF), les batteries se composent 

fréquemment d’essais normalisés d’inhibition de la luminescence de bactéries (Vibrio fischeri 

(Beijerinck)), d’essais de croissance d’algues (Chlorella vulgaris (Beijerinck) et 

Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov)) ainsi que de tests de mobilité sur 

microcrustacés (Daphnia magna (Straus)). Certains auteurs ont intégré d’autres organismes 

dans les batteries d’essais aquatiques proposées. C’est le cas de l’utilisation du cladocère 

Ceriodaphnia dubia (Richard) (Ferrari et al., 1999), du protozoaire Tetrahymena thermophila 

(Furgason) ou encore du rotifère Brachionus calyciflorus (Pallas) (Malara & Oleszczuk, 

2013). Aucune  étude n’a, à notre connaissance, intégré le nématode C. elegans ni l’acarien 

prédateur H. aculeifer dans des batteries d’essais concernant l’évaluation des MF. 

Différentes stratégies ont été par ailleurs utilisées afin d’évaluer les dangers des MF 

(Tableau 7). Certaines études évaluent ces dangers par approche directe seule (i.e. essais sur 

organismes terrestres), par approche indirecte seule (i.e. essais sur organismes aquatiques) ou 

bien en combinant ces deux approches. Les protocoles de préparation des échantillons 

diffèrent également d’une étude à l’autre. Pour les études utilisant une approche directe, les 

MF ont été testées en évaluant différents pourcentages de MF incorporée à du sol artificiel 

ISO, en évaluant différentes doses d’utilisation agronomique, ou bien en utilisant différentes 

concentrations prédéfinies. Pour les études par approche indirecte, les échantillons évalués 

sont obtenus en réalisant une lixiviation à l’eau ou à différents solvants des préparations de sol 

et de MF. 
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Tableau 6 : Exemples d’études utilisant différentes batteries de bio-essais terrestres et aquatiques pour évaluer l’écotoxicité des MF 

Bio-essais terrestres Bio-essais aquatiques Pays Référence 

Croissance de végétaux (Lepidium sativum et Hordeum 

vulgare), mortalité de vers de terre (Eisenia fetida) 

Luminescence de bactéries (Vibrio fischeri), germination de 
végétaux (Lepidium sativum et Hordeum vulgare), 

immobilisation de crustacés (Daphnia magna) 

Portugal, 
Italie 

Alvarenga et al., 
2007 

/ 
Croissance d'algues (Chlorella vulgaris), immobilisation de 

crustacés (Daphnia magna) 
Espagne 

Delgado et al., 
2013 

Reproduction de collemboles (Folsomia candida) Immobilisation de crustacés (Daphnia magna) Espagne 
Domene et al., 

2008 

Germination, croissance et stress oxidatif de végétaux (Avena 

sativa, Brassica campestris, Lactuca sativa) 

Luminescence de bactéries (Vibrio fischeri), croissance 
d'algues (Pseudokirchneriella subcapitata), immobilisation et 

reproduction de crustacés (Daphnia magna, Ceriodaphnia 

dubia) 

France 
Ferrari et al, 

1999 

/ 
Luminescence de bactéries (Vibrio fischeri), immobilisation 

de crustacés (Daphnia magna) 
Portugal Lapa et al., 2007 

/ 
Luminescence de bactéries (Vibrio fischeri), essai microbien 
pour l'évaluation des risques (MARA), toxkits (Tetrahymena 

thermophila, Brachionus calyciflorus, Daphnia magna) 
Pologne 

Malara & 
Oleszczuk, 2013 

Evitement et reproduction de collemboles (Folsomia 

candida), évitement et reproduction de vers de terre (Eisenia 

&rei), germination et croissance de végétaux (Avena sativa, 
Brassica rapa) 

/ Portugal 
Moreira et al., 

2008 

Evitement et reproduction de collemboles (Folsomia 

candida), évitement et reproduction de vers de terre (Eisenia 

&rei), croissance de végétaux (Avena sativa, Brassica rapa) 
/ Portugal 

Natal-da-Luz et 

al., 2009 
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Tableau 7 : Exemples de matières ainsi que de protocoles de préparation des échantillons utilisés pour l’évaluation écotoxicologique des MF 

Matières Préparation des échantillons solides Préparation des échantillons liquides Références 

Boue de STEP, compost de 
déchets municipaux, compost de 

jardin 

Gamme de dilution de la matière dans du sol 
artificiel, de 25% à 100% de matière 

Lixiviation à l'eau 
Alvarenga et al., 

2007 

Fientes de volailles Dilution de la matière dans des microcosmes 
Lixiviation de microcosmes à l'eau 

(percolation) 
Delgado et al., 

2013 

Boues de STEP après gigestion 
aérobie et anaérobie, lisier 

Gamme de dilution de la matière dans du sol 
artificiel, de 1g/kg à 1000g/kg 

Lixiviation à l'eau et extraction au méthanol et 
au dichlorométhane 

Domene et al., 
2008 

Cendres de déchets municipaux 
Gamme de dilution de la matière dans du sol 

artificiel, de 3% à 100% de matière 
Lixiviation à l'eau 

Ferrari et al, 
1999 

Cendres de boues de STEP Matières brutes Lixiviation à l'eau Lapa et al., 2007 

Boues de STEP 
Matières brutes et mélangées à des sols agricoles 

(étude de terrain)  
Lixiviation à l'eau 

Malara & 
Oleszczuk, 2013 

Boues de STEP, compost de boues 
de STEP 

Gamme de dilution dans du sol artificiel, à 6T/ha et 
12T/ha 

/ 
Moreira et al., 

2008 

Boues de STEP 
Gamme de dilution dans du sol artificiel, de 4g/kg à 

30g/kg 
/ 

Natal-da-Luz et 

al., 2009 
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Au regard de ces différents travaux, il n’est pas possible de déterminer une batterie 

d’essai optimale pour l’évaluation écotoxicologique des MF. En effet, la diversité de matières 

étudiées (e.g. boues, cendres, lisier, fientes de volaille,…), la diversité de protocoles de 

préparation des échantillons pour les essais en milieu terrestre comme aquatique ainsi que la 

diversité de bio-essais utilisés entrainent une hétérogénéité des données exploitables. Ce 

constat a mené en partie à l’élaboration du programme de recherche français « Evaluation des 

risques écotoxicologiques liés à la valorisation de déchets en agriculture » (VADETOX). 

De 1996 à 2004, l’ADEME a mené un projet de recherche (VADETOX), dont le but 

principal était d’évaluer in situ les risques de transfert des polluants issus des déchets vers le 

sol, les eaux, les végétaux et la chaîne alimentaire. Pour cela, le devenir des polluants (i.e. 

mobilité, biodisponibilité et transfert) ainsi que leurs effets sur le système sol-eau-plante ont 

été évalués. De plus, des tests de toxicité sur organismes aquatiques (i.e. bactéries, algues et 

crustacés) avaient également été utilisés pour évaluer la toxicité des déchets bruts ainsi qu’une 

fois ceux-ci épandus en champ.  

A la suite du programme VADETOX, l’ADEME, en lien avec l’ANSES, ont exprimé 

le besoin de disposer d’une batterie d’essais écotoxicologiques sur organismes terrestres et 

aquatiques pertinents et sensibles afin d’améliorer l’évaluation des risques des MF 

(convention n° 09-75-C0061), ainsi que de contribuer à la révision du Guide concernant la 

constitution des dossiers de demande d’homologation des MF (n°50644#01). Les objectifs de 

ce second programme étaient d’optimiser le protocole d’évaluation des MF, ainsi que de 

valider une batterie de bio-essais optimale, permettant une évaluation par approche directe et 

indirecte.  

Il est important de mentionner que les travaux de thèse présentés ont été réalisés en 

parallèle de ce programme de recherche. Une partie des résultats de ce programme (i.e. essais 

réalisés à l’INERIS) a été utilisée afin de discuter et de conclure quant à la proposition d’une 

stratégie d’évaluation des dangers a priori des MF. 
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Chapitre III. Le nématode Caenorhabditis elegans et l’acarien 

prédateur Hypoaspis aculeifer en tant qu’organismes modèles 

III.1. Place des deux organismes au sein de la microfaune du sol 

Malgré la diversité importante d’espèces d’invertébrés au sein du système sol, 

l’évaluation de la toxicité des substances chimiques ou des matrices polluées ne peut 

raisonnablement se baser que sur un nombre restreint d’organismes. Il est donc important et 

nécessaire de choisir correctement les espèces d’intérêt. Celles-ci doivent être représentatives 

en termes de fonctions écosystémiques, de taxonomie, de niveau trophique, de stratégie de 

développement et de voie d’exposition aux toxiques (Laskowski et al., 1998). La Figure 3 

représente un exemple de réseau trophique de micro-invertébrés au sein d’un écosystème du 

sol (terre agricole), intégrant C. elegans et H. aculeifer. 

A ce jour, les invertébrés majoritairement utilisés pour mener des essais en 

écotoxicologie sont les vers de terre (e.g. le plus souvent Eisenia fetida) et les collemboles (le 

plus souvent Folsomia candia/fimetaria). Les vers de terre sont des représentants des 

décomposeurs. Ils incorporent la litière dans leurs excréments et ont un impact majeur sur la 

fragmentation de celle-ci. Les turricules sont riches en nutriments et jouent un rôle 

fondamental dans la structuration du sol. Les lombricidés, dont E. fetida ne fait pas partie, 

jouent également un rôle d’ingénierie, par le fait de mélanger verticalement les fractions 

organiques et inorganiques des sols (Edwards, 2004). Les collemboles sont les invertébrés les 

plus abondants dans la plupart des écosystèmes terrestres (jusqu’à 50000 individus/m2). Ceux-

ci se nourrissent d’hyphes de champignons et de bactéries. Leur rôle dans la structuration du 

sol est encore mal connu, mais ils peuvent avoir un impact significatif dans le cas où les vers 

de terre et autres décomposeurs sont peu présents (Hopkin, 1997). 

Les nématodes sont à la base du réseau trophique. Ce sont également des métazoaires 

abondants et riches en espèces dans les sédiments et les sols (Yeats, 1981 ; Traunspurger et 

al., 2002). Les espèces non parasites jouent un rôle fondamental dans la production primaire, 

la décomposition de la litière et dans le cycle de la matière organique en général (Sohlenius, 

1980 ; Freckmann et al., 1990), au même titre que les vers de terre et les collemboles. Parmi 

les nématodes bactérivores, C. elegans est l’espèce la plus étudiée. L’utilisation de ce 

nématode en écotoxicologie remonte aux années 1980 (Popham & Webster, 1979 ; van Kessel 

et al., 1989), et s’appuie sur les avancées concernant son utilisation en génétique (Brenner, 

1974). En effet, le développement cellulaire de C. elegans est connu, de l’œuf fertilisé à 



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

26 
 

l’individu adulte composé de 810 cellules (Sulston & Hodgkin, 1988). Ce fut également l’un 

des premiers organismes totalement séquencé (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). 

Depuis lors, son utilisation en tant qu’organisme modèle en écotoxicologie s’est élargie afin 

d’évaluer des matrices de plus en plus complexes, en passant par des tests sur de l’agar 

(Williams & Dusenbery, 1988), des essais en milieu aqueux (Williams & Dusenbery, 1990), 

des essais en milieu terrestre (Donkin & Dusenbery, 1993) ainsi que sur sédiments 

(Traunspurger et al., 1997).  

Les acariens de la famille des Laelapidae (Gamasina), dont H. aculeifer fait partie, 

peuvent se retrouver en grande densité dans les sols naturels ou agricoles (jusqu’à 104 

individus/m2 ; Krogh, 1991 ; Koehler, 1992 ; Krogh & Bruus Pedersen, 1997). Ce sont des 

prédateurs polyphages (Sardar & Murphy, 1987; Heckmann et al., 2007). Le rôle de prédateur 

de H. aculeifer est effectivement reconnu depuis de nombreuses années (Sheals, 

1956; Edwards et al., 1967; Usher, 1985), ce qui rend cet organisme spécifique par rapport 

aux consommateurs primaires. D’autre part, le fait que H. aculeifer soit un prédateur peu 

spécialisé a permis son utilisation en tant qu’agent biologique de lutte contre différents 

insectes nuisibles (Berndt et al., 2004 a et b ; Vänninen & Koskula, 2004 ; Gerson & 

Weintraub, 2007 ; Lesna et al., 2009 ; Rahman et al., 2011). Son utilisation en écotoxicologie 

remonte aux années 1990, les premières recherches portant sur les interactions pesticide-

proie-prédateur lors de tests en laboratoire (Hamers & Krogh, 1996 ; Axelsen et al., 1997). 
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Figure 3 : Exemple de chaîne trophique entre différents groupes d’invertébrés au sein d’un sol agricole (modifié de Laskowski et al., 1998) 



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

28 
 

III.2. Utilisation de C. elegans en écotoxicologie 

Dans le courant des années 2000, Sochova et al. (2006), dans leur review sur 

l’utilisation des nématodes en écotoxicologie, résument les différentes méthodes et approches 

développées jusqu’à présent. Celles-ci sont présentées dans les Tableaux 8 et 8 bis pour les 

essais réalisés en milieu aqueux ou assimilé (i.e. agar), ainsi dans les Tableaux 9 et 9 bis pour 

les essais réalisés en matrice solide (i.e. sols et sédiments). Pour les deux types d’essai, les 

critères d’effet suivis incluent la mortalité, la croissance, la reproduction, le suivi du 

mouvement, le développement des organismes, le pourcentage d’individus gravides ou encore 

l’évaluation de biomarqueurs ; le critère le plus étudié étant la mortalité. Les effets de 

différentes substances ont déjà été évaluées avec cet organisme, comme par exemple des 

ETM, des pesticides (e.g. atrazine, carbendazim, chlorpyriphos, dimethoate, malathion, 

parathion,…), des composés organiques (e.g. HAPs, PCBs, perturbateurs endocriniens,…) ou 

encore des nanoparticules (e.g. CeO2, Al2O3, TiO2, ZnO). Les réponses de C. elegans vis-à-

vis de différentes substances (i.e. ETM et composés organiques), évaluées par une exposition 

en phase solide pour le critère de mortalité, sont présentée dans le Tableau 10. Ces résultats 

montrent que C. elegans est relativement sensible au DEHP, au toxaphène ainsi qu’aux ETM.  
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Tableau 8 : Résumé des méthodes d’essai en milieu aqueux ou assimilé (i.e. agar) utilisant C. 

elegans en tant qu’organisme modèle (tiré de Sochova et al., 2006) 
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(Suite du tableau 8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 8 bis : Résumé des méthodes d’essai en milieu aqueux ou assimilé (i.e. agar) 

utilisant C. elegans en tant qu’organisme modèle (études après 2006) 

Critère d'effet Substrat Durée (heures) Substances Référence 

Survie 
 

Agar 24 Chlorpyrifos Roh & Choi, 
2008 

 24 Nanoparticules de CeO2, TiO2 Roh et al., 
2010 

 24 et 48 Quinoline, acridine, phénazine, 1,10-
phénanthroline, toxaphène, 

hexachlorobenzène, paraffines 
chlorées à courte chaîne 

Sochova et 

al., 2007 

Aqueux 24 Acetyl-hexamethyl-
tetrahydronaphtalène et hexahydro-
hexamethylcyclopenta-benzopyran 

(composés de parfums) 

Mori et al., 
2006 

 72 Chlorure de vinyle Nam & An, 
2010 

 24, 48 et 72 Acenaphtène, phenanthrène, 
anthracène, fluoranthène, pyrène, 

benzo(a)pyrène 

Sese et al., 
2009 

 24 Cd, Cr, Hg, Pb Xing et al., 
2009 

 24 et 48 Quinoline, acridine, phénazine, 1,10-
phénanthroline, toxaphène, 

hexachlorobenzène, paraffines 
chlorées à courte chaîne 

Sochova et 

al., 2007 

 24 Nanoparticules de ZnO, Al2O3 et TiO2 Wang et al., 
2009 
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(Suite du tableau 8 bis)    

Critère d'effet Substrat Durée (heures) Substances Référence 

Reproduction 
 

Agar 36 (suivi 
quotidien des 

juvéniles pendant 
la période de 
reproduction) 

Cd, Cu, SDS, détergents Harada et 

al., 2007 

Aqueux 24 (suivi 
quotidien des 

juvéniles pendant 
la période de 
reproduction) 

Acetyl-hexamethyl-
tetrahydronaphtalène et hexahydro-
hexamethylcyclopenta-benzopyran 

(composés de parfums) 

Mori et al., 
2006 

 72 Chlorure de vinyle Nam & An, 
2010 

 72 Acenaphtène, phénanthrène, 
anthracène, fluoranthène, pyrène, 

benzo(a)pyrène 

Sese et al., 
2009 

 120 Nanoparticules de ZnO, Al2O3 et TiO2 Wang et al., 
2009 

Croissance 
 

Agar 24 Cd, Cu, SDS, détergents Harada et 

al., 2007 
 24 Chlorpyrifos Roh & Choi, 

2008 
 24 Nanoparticules de CeO2, TiO2 Roh et al., 

2010 
Aqueux 55 Acetyl-hexamethyl-

tetrahydronaphtalène et hexahydro-
hexamethylcyclopenta-benzopyran 

(composés de parfums) 

Mori et al., 
2006 

 24, 48 et 72 Acenaphtène, phenanthrène, 
anthracène, fluoranthène, pyrène, 

benzo(a)pyrène 

Sese et al., 
2009 

 120 Nanoparticules de ZnO, Al2O3 et TiO2 Wang et al., 
2009 

Biomarqueurs 
 

Agar 24 Chlorpyrifos Roh & Choi, 
2009 

 24 Nanoparticules de CeO2, TiO2 Roh et al., 
2010 

Nombre 
d'œuf/individu 
hermaphrodite 

 

Agar 24 Chlorpyrifos Roh & Choi, 
2009 

 24 Nanoparticules de CeO2, TiO2 Roh et al., 
2010 

Aqueux 120 Nanoparticules de ZnO, Al2O3 et TiO2 Wang et al., 
2009 

% d'individus 
gravides 

Aqueux 55 Acetyl-hexamethyl-
tetrahydronaphtalène et hexahydro-
hexamethylcyclopenta-benzopyran 

(composés de parfums) 

Mori et al., 
2006 
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Tableau 9 : Résumé des méthodes d’essai appliquées pour les sols et les sédiments utilisant 

C. elegans en tant qu’organisme modèle (tiré de Sochova et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 9 bis : Résumé des méthodes d’essai appliquées pour les sols et les sédiments 

utilisant C. elegans en tant qu’organisme modèle (études après 2006) 

Critère d'effet Substrat 
Durée 

(heures) 
Substances Référence 

Survie Sols naturels 24 et 48 Quinoline, acridine, phenazine, 
1,10-phenanthroline, 

toxaphene, hexachlorobenzene, 
paraffines chlorées à courte 

chaîne 

Sochova et 

al., 2007  

  48 Paraffines chlorées à courte 
chaîne 

Bezchlebova 

et al., 2007 a 
  48 Toxaphene Bezchlebova 

et al., 2007 b 
  24 et 48 Quinoline, acridine, phenazine 

et 1,10-phenanthroline 
Kobeticova et 

al., 2008 
  24 Di(2-ethylhexyl)phtalate Roh et al., 

2007 
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(Suite du tableau 9 bis)    

Critère d'effet Substrat 
Durée 

(heures) 
Substances Référence 

Reproduction Sédiments 
naturels 

contaminés 

96 Contaminations anthropogènes Tuikka et al., 
2011 

Croissance Sols naturels 24 Di(2-ethylhexyl)phtalate Roh et al., 
2007 

 Sols naturels 
contaminés 

96 Contaminations anthropogènes Höss et al., 
2009 

  96 Sol ayant supporté la croissance 
d'OGM 

Höss et al., 
2008 

 Sédiments 
naturels 

contaminés 

96 Contaminations anthropogènes Höss et al., 
2010 

  96 Contaminations anthropogènes Tuikka et al., 
2011 

Biomarqueurs Sols naturels 24 Di(2-ethylhexyl)phtalate Roh et al., 
2007 

Nombre 
d'œuf/individu 
hermaphrodite 

Sols naturels 24 Di(2-ethylhexyl)phtalate Roh et al., 
2007 

 Sols naturels 
contaminés 

96 Contaminations anthropogènes Höss et al., 
2009 

  96 Sol ayant supporté la croissance 
d'OGM 

Höss et al., 
2008 

% d'individus 
gravides 

Sols naturels 
contaminés 

96 Contaminations anthropogènes Höss et al., 
2009 

  96 Sol ayant supporté la croissance 
d'OGM 

Höss et al., 
2008 

 

L’essai de mortalité utilisant le nématode C. elegans a été intégré dans des batteries de 

bio-essais pour évaluer la toxicité de substances seules (Bezchlebova et al., 2007a et b ; 

Kobetikova et al., 2008) ou de sédiments contaminés (Tuikka et al., 2010 ; Höss et al., 2010), 

et sa réponse a été comparée à celles d’autres organismes terrestres ou vivant à l’interface 

sédimentaire. En ce qui concerne les essais en milieu terrestre, les substances testées étaient 

respectivement des paraffines chlorées à courte chaîne carbonée, le toxaphène et quatre HAPs 

azotés. La réponse du nématode a été comparée aux vers de terre (Eisenia fetida), aux 

enchytraeides (Enchytraeus crypticus) et aux collemboles (Folsomia candida/fimetaria). En 

ce qui concerne l’effet des paraffines chlorées à courte chaîne et du toxaphène sur le 

paramètre de mortalité, C. elegans fut le second organisme le plus sensible après le 

collembole F. candida. Pour les HAP azotés, le nématode s’est avéré être l’organisme le 

moins sensible.  
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Pour l’évaluation de sédiments contaminés, les essais de mortalité et de reproduction 

utilisant C. elegans ont également permis de déterminer la toxicité de ces matrices 

environnementales, au même titre que les espèces sédimentaires les plus sensibles (i.e. le vers 

Lumbriculus variegatus, le chironome Chironomus riparius) parmi celles utilisées (i.e. vers, 

chironome, escargot, poisson, plantes aquatiques et nématode).  

Que ce soit en milieu terrestre, aquatique ou à l’interface sédimentaire, le nématode C. 

elegans en est un organisme modèle qui a déjà fait ses preuves en écotoxicologie. Par ailleurs, 

l’intérêt pour cet organisme a conduit au développement de protocoles normalisés (ISO 

10872, 2010 ; ASTM E2172, 2008), qui permettent d’harmoniser la façon de mener des essais 

quel que soit le compartiment étudié. 

 

Tableau 10 : Sensibilité de C. elegans aux substances chimiques pour des expositions en 

phase solide (critère de mortalité) 

Durée 
(heures) 

Substrat Substance LC50 (mg/kg) Référence 

24 Sol artificiel ASTM Cd 1641 Peredney & 
Williams, 2000 

Cu 1272 

Ni 2490 

Pb 2293 

Zn 1915 

Sol naturel (limono-
sableux) 

Quinoline >2500 Sochova et al., 
2007 

Acridine >2500 

Phenazine > 2000 

1,10-phenantroline > 2500 

Toxaphène 1285 

Hexachlorobenzène >1000 

Paraffine chlorée 5450 

Sol artificiel ASTM Di (2-éthyl) phtalate 
(DEHP) 

22,6 Roh et al., 2007 

48 Sol naturel (limono-
sableux) 

Quinoline >2500 Sochova et al., 
2007  Acridine >2500 

 Phenazine > 2000 

 1,10-phenantroline >2500 

 Toxaphène 376 

 Hexachlorobenzène >1000 
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(Suite du tableau 10)    

Durée 
(heures) 

Substrat Substance LC50 (mg/kg) Référence 

48 Sol naturel (limono-
sableux) 

Paraffine chlorée 8833 Sochova et al., 
2007 

 Sol artificiel ASTM Paraffine chlorée 8863 Bezchlebova et al., 
2007 a 

 Sol naturel (limono-
sableux) 

Toxaphène 261 Bezchlebova et al., 
2007 b 

168 Sol naturel LUFA 2.2 Cd 110 Jonker et al., 2004 

  Cu 83 

  Pb 870 

  Zn 126 

 

III.3. Utilisation de H. aculeifer en écotoxicologie – Article « The use of soil 

mites in ecotoxicology : a review » 

 Les acariens du sol jouent un rôle essentiel au sein des écosystèmes, en tant 

que consommateurs primaires ainsi que prédateurs. Ceux-ci sont relativement moins étudiés 

que d’autres organismes utilisés pour mener des bio-essais terrestres, tels que les vers de terre 

et les collemboles, bien que le taxon des acariens soit le seul pour lequel des tests standardisés 

existent pour des organismes prédateurs. Les récentes avancées en termes de méthodologies 

(i.e. de laboratoire, de terrain et semi-terrain) concernant les acariens du sol ont permis 

d’évaluer les effets d’un nombre grandissant de substances.  

Il est donc apparu pertinent de récapituler les différentes données concernant les 

méthodes utilisées, ainsi que la sensibilité de ces organismes. Ceci permet d’avoir un aperçu 

des tendances actuelles de l’utilisation des acariens en écotoxicologie (« The use of soil mites 

in ecotoxicology : a review », publié dans le journal Ecotoxicology). Dans cette revue, les 

données de toxicité recueillies ont été discutées aux regards de la sensibilité d’autres 

invertébrés terrestres. L’article conclut sur l’utilité de considérer les acariens du sol en 

écotoxicologie, et des pistes futures de recherche sont proposées dans ce domaine. 
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Bilan des données relatives à l’utilisation de H. aculeifer en écotoxicologie 

L’analyse de la littérature scientifique concernant l’acarien prédateur H. aculeifer a montré : 

- qu’il est possible d’évaluer des effets sur les critères de mortalité, de reproduction et de 

comportement d’évitement des acariens, le critère de reproduction étant généralement le 

plus sensible ; 

- qu’il existe peu de données concernant l’évaluation d’échantillons environnementaux et 

les substances autres que pesticides, H. aculeifer étant intégré en tant qu’organisme non-

cible lors de l’évaluation des biocides ; 

- que la sensibilité de l’acarien prédateur aux substances chimiques évaluées en 

laboratoire (e.g. surtout organiques) est équivalente ou plus faible que celles d’autres 

invertébrés terrestres (i.e. vers de terre, enchytréides et collemboles) ; 

- que pour les études de semi-terrain ainsi que de terrain, la réponse des communautés 

d’acariens prédateurs est hétérogène ; 

- que les acariens du sol (i.e. prédateurs et consommateurs primaires) semblent être 

tolérants à certaines contaminations d’origine anthropiques (e.g. ETM et pesticides). 
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Chapitre I. Matériels utilisés 

Dans ce chapitre sont présentés en premier lieu l’habitat, la morphologie, l’origine 

ainsi que l’élevage des organismes modèles C. elegans et H. aculeifer. La seconde partie de 

ce chapitre décrit les substrats utilisés ainsi que les MF étudiées. La dernière partie résume les 

différentes méthodes analytiques appliquées pour caractériser les différents substrats d’essais 

ainsi que les MF. 

 

I.1. Matériel biologique 

I.1.1. Le nématode Caenorhabditis elegans 

I.1.1.1. Habitat et morphologie  

C. elegans (Nematoda) fait partie de la famille des Rhabditidae, de la classe 

Secernentea. C’est un ver non segmenté d’une longueur d’environ 1-1,5 mm une fois adulte. 

Dans la nature, cet invertébré ubiquiste (i.e. retrouvé en Afrique du nord, Amérique du nord, 

Europe, Asie et Australie) vit dans l’eau interstitielle du sol. Ce ver colonise rapidement les 

zones riches en matières organiques et en microorganismes. Cependant, son régime 

alimentaire dans les sols, constitué de bactéries, est encore mal connu. Un des modes 

majoritaires de propagation de cette espèce est la phorésie, par association à un hôte porteur 

(i.e. insectes, isopodes, arachnides, gastéropodes) (Kiontke, 2006).  

D’un point de vue anatomique, C. elegans est composé d’un système nerveux central, 

de muscles, d’un appareil reproducteur, d’une cavité buccale (pharynx) ainsi que d’un 

système digestif (Figure 4), mais n’a pas d’appareil circulatoire ni respiratoire. Les échanges 

gazeux sont réalisés via des micro-pores situés sur son corps (Altun & Hall, 2012). D’autre 

part, cet invertébré présente deux modes de reproduction : un mode asexué (i.e. individus 

hermaphrodites), assurant une colonisation optimale du milieu ; et un mode sexué (i.e. 

fréquence d’apparition de mâles de 0,1 % en conditions favorables), assurant un brassage 

génétique de la population (Lints & Hall, 2005).  
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Figure 4 : Morphologie d’un nématode (C. elegans) adulte hermaphrodite. 

 

I.1.1.2. Origine des souches de nématode et de bactérie utilisées 

Les souches de nématode et de bactérie sont celles préconisées par la norme ISO 

10872 (2010). La souche de nématode C. elegans utilisée au cours des travaux de thèse est 

une souche de type sauvage référencée N2 (Bristol), obtenue auprès du Caenorhabditis 

Genetic Center (CGC, Université du Minnesota, USA). Le CGC est un centre spécialisé dans 

la collection, le maintien et la distribution de différentes souches de nématodes de l’espèce C. 

elegans. La souche N2 provient initialement de la collection de Cambridge (Angleterre). Cette 

variété a été isolée à partir d’un compost de champignons en 1951 

(http://www.wormbase.org/species/c_elegans/strain/N2). Elle a été récupérée en 1993 par le 

CGC. La source de nourriture utilisée est une souche uracile déficiente d’Escherichia coli 

référencée OP50. Celle-ci a également été obtenue auprès du CGC. 

 

I.1.1.3. Cycle de vie et maintien des élevages de nématode au laboratoire 

Au laboratoire, le temps de génération de C. elegans est d’environ 72 h (i.e. ≈ 60 h de 

l’œuf à l’adulte fécond) à 20 °C. La durée de vie moyenne d’un adulte est de 3 semaines. Le 

cycle de vie de ce nématode, (Figure 5) commence dans l’œuf, puis se poursuit par différents 
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stades larvaires séparés par des mues. Ces stades sont respectivement appelés J1 (e.g. mesure 

moyenne : 276,5 µm), J2 (e.g. mesure moyenne : 379,3 µm), J3 (e.g. mesure moyenne : 484,4 

µm) et J4 (e.g. mesure moyenne : 612,3 µm). Il existe également un stade pré-adulte non 

fécond (e.g. mesure moyenne : 870,9 µm). Dans des conditions de stress au cours des stades 

J1 et J2, comme par exemple un manque de nourriture, les vers juvéniles entrent en latence, 

appelé stade ou larve « dauer » (e.g. mesure moyenne : 413,5 µm). Les tailles des différents 

stades de vie indiquées ci-dessus ont été mesurées au laboratoire sur 10 individus issus de la 

même cohorte (loupe binoculaire grossissement 12X, logiciel d’analyse d’image Saisam, 

Micro-vision Instruments). Ces mesures ont été effectuées aux différents temps composant le 

cycle de vie de C. elegans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Cycle de vie du nématode C. elegans. 
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Les élevages de nématodes sont maintenus sur une gélose spécifique (i.e. gélose 

Nematode Growth Medium), préalablement coulée à une épaisseur d’environ 1 cm dans des 

boîtes de Pétri stériles (50x20 mm, polystyrène, Thermo Fischer Sterilin). Les élevages sont 

maintenus à l’obscurité dans une chambre thermostatée à 20 °C (Figure 6). Afin d’assurer la 

nutrition des nématodes, et préalablement à leur introduction, la gélose est recouverte, en 

conditions stériles, d’un tapis de bactéries E. coli OP50 (ISO 10872, 2010). Ce tapis est 

obtenu en étalant 200 µl d’une suspension bactérienne dont la turbidité est de 1000 FAU, à 

l’aide d’une spatule de Drigalski. Cette suspension est obtenue à partir d’une culture nocturne 

(i.e. inoculation de 20 µl de culture stock décongelée (voir I.1.1.4) pour 50 ml de milieu de 

croissance LB (LB commercial, Sigma Aldrich), incubé 17 h à 37 °C sous agitation dans un 

bain-marie ; ISO 10872, 2010). Les boîtes de Pétri contenant la gélose et le tapis bactérien 

sont, par la suite, scellées hermétiquement à l’aide de film plastique étirable. Celles-ci 

peuvent être ainsi conservées plusieurs semaines à 20 °C à l’obscurité. Les boîtes préparées 

au préalable sont utilisées directement lors du repiquage des nématodes. 

Quelle que soit la nature de la matrice testées (e.g. liquide, sol ou sédiment), les essais 

utilisant C. elegans comme organisme modèle nécessitent de disposer d’organismes juvéniles 

de stade J1 issus de la même cohorte. Afin d’obtenir des cohortes synchrones, les nématodes 

sont repiqués d’une gélose à l’autre. Pour cela, environ 1 cm² de gélose NGM provenant 

d’une boîte de Pétri préparée trois semaines auparavant, où seules des larves au stade 

« dauer » sont présentes, est replacé au centre d’une gélose contenant un tapis frais d’E. coli. 

Après trois semaines et sans ajout de nourriture, les boîtes ainsi préparées ne contiennent que 

des larves « dauer ». L’opération de repiquage est réalisée chaque semaine. 

Après environ 24 h d’incubation à 20 °C des boîtes de Pétri fraichement repiquées, les 

larves « dauer » sont devenues des adultes hermaphrodites féconds. Après environ 96 h 

d’incubation, des juvéniles de stade J1 sont également présents. Deux boîtes de Pétri suffisent 

normalement afin de disposer d’un nombre suffisant d’organismes juvéniles J1 synchrones 

pour mettre en place un essai ; ceux-ci étant obtenus après filtration. D’une manière générale, 

quatre boîtes de Pétri sont repiquées de façon hebdomadaire afin de pallier d’éventuelles 

contaminations des élevages (i.e. bactéries, champignons). 
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I.1.1.4. Maintien de la souche de bactérie E. coli OP50 au laboratoire 

Des aliquotes concentrées de bactéries E. coli OP50 sont conservées à -20 °C. Ces 

aliquotes sont obtenues après remise en croissance des bactéries obtenues auprès du CGC 

dans du milieu LB pendant 17 h à 37 °C sous agitation. Puis 800 µl de cette culture (e.g. à une 

concentration correspondant à une turbidité de 1000 FAU) sont introduits dans des tubes 

Eppendorf (1,5 mL, polypropylène) contenant préalablement 200 µl de glycérol stérilisés par 

l’autoclave (20 minutes, 121 °C). Les tubes contenant le mélange de glycérol et de culture 

bactérienne sont conservés au congélateur à -20 °C. Ces aliquotes sont renouvelées tous les 

six mois (ISO 10872, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Illustration de l’élevage de C. elegans au laboratoire.  

A : enceinte thermostatée à 20 °C; B : boîte de Pétri contenant la gélose NGM et les 

organismes; C : C. elegans. 

 

I.1.2. L’acarien prédateur Hypoaspis aculeifer 

I.1.2.1. Habitat et morphologie 

L’acarien H. aculeifer (Acaria) fait partie de la famille des Laelapidae, de l’ordre 

Mesostigmata. C’est un arachnide vivant à la surface des sols, d’une longueur d’environ 1 

mm une fois adulte. Dans la nature, ce prédateur ubiquiste (i.e. présence en Europe, en 

Amérique du Nord et en Asie) peut être retrouvé dans différents types d’habitats tels que les 

prairies, les landes ou encore les agro-écosystèmes (Krogh & Axelsen, 1998 ; Manu, 2008 ; 

Zhang, 2003). Son régime alimentaire n’est pas spécifique. Il peut se nourrir aussi bien de 

nématodes, d’enchytréides, de collemboles ou encore d’autres acariens. Lorsque la nourriture 

vient à manquer, cet acarien prédateur se propage par phorésie (Manu, 2008). 

A B C 1mm 
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D’un point de vue anatomique, H. aculeifer est segmenté en deux parties : le 

gnathosoma et l’idiosoma (Figure 7). Le premier comprend les chélicères, qui servent à percer 

les proies et y injecter des sucs digestifs, ainsi que les palpes, qui servent à manipuler les 

proies. L’idiosoma est la partie ovoïde comprenant les 4 paires de pattes, le bouclier dorsal, 

l’appareil reproducteur ainsi que le système digestif. La première paire de pattes, à ne pas 

confondre avec des antennes, sert à la chimiotaxie. Cet acarien ne présente pas d’appareil 

respiratoire, les échanges gazeux étant réalisés à travers la cuticule (Zhang, 2003). De plus, 

cet invertébré présente un mode de reproduction parthénogénétique particulier : 

l’arrhénotoquie. Pour ce mode de reproduction, largement répandu chez les acariens, les œufs 

non fécondés donnent naissance à des mâles haploïdes, alors que les œufs fécondés donnent 

naissance à des femelles diploïdes (Cabrera et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Morphologie d’une femelle adulte H. aculeifer. 
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I.1.2.2. Origine des souches d’acariens prédateurs et d’acariens du fromage  

La souche d’acarien prédateur Hypoaspis aculeifer ainsi que la souche de proies, 

l’acarien du fromage Tyrophagus putrescentiae, sont des souches naturelles sauvages. Celles-

ci nous ont été fournies par le laboratoire ECT Oekotoxikologie (Flörsheim, Allemagne), qui 

utilise ces souches depuis plusieurs années.  

 

I.1.2.3. Cycle de vie et maintien des acariens prédateurs au laboratoire 

En laboratoire, le temps de génération de H. aculeifer est d’environ 30 jours à 20 °C, 

lorsque les organismes sont nourris ad libitum. La durée de vie des adultes est d’environ 2 

mois (OCDE, 2008). Après l’éclosion des œufs, son cycle de vie est divisé en 3 stades 

larvaires entrecoupés par des mues. Le 1er stade dit « larve » (e.g. taille moyenne : 312 µm) 

pour lequel les organismes possèdent 3 paires de pattes. Le 2nd dit « deutonymphe » (e.g. 

taille moyenne : 360 µm) avec apparition de la quatrième paire de pattes. Le 3ème dit 

« protonymphe » (e.g. taille moyenne : 655 µm), pour lequel les individus ont pratiquement 

atteint la taille adulte, mais ne présentent pas encore le bouclier dorsal en chitine 

caractéristique de ceux-ci (Figure 8). Les tailles des différents stades de vie ont été mesurées  

au laboratoire sur 10 individus issus d’élevages d’organismes synchrones (loupe binoculaire 

grossissement 12X, logiciel d’analyse d’image Saisam, Micro-vision Instrument). Ces 

mesures ont été effectuées aux différents temps composant le cycle de vie de H. aculeifer.  

Les élevages d’acariens H. aculeifer sont maintenus dans des cristallisoirs en verre de 

diamètre 15 cm  contenant 150 g d’un mélange (ratio 9:1) de plâtre fin (plâtre dont l’émission 

de substances volatiles dans l’air intérieur est classée A+) et de charbon actif en poudre (n° 

CAS : 7440-44-0, Fisher Scientific). Ce mélange, une fois pris en masse et séché à l’air libre, 

est hydraté à 50 % (poids sec) avec de l’eau déminéralisée (OCDE, 2008). Les cristallisoirs 

contenant les acariens sont, par la suite, recouverts d’un film plastique alimentaire afin de 

maintenir l’humidité du substrat. Celle-ci est vérifiée une fois par semaine par pesée, et 

réajustée si nécessaire. Ces cristallisoirs sont maintenus à l’obscurité dans une chambre 

thermostatée à 20 °C (±2 °C) (Figure 9). Les acariens prédateurs sont nourris trois fois par 

semaine. 
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Figure 8 : Cycle de vie de l’acarien prédateur H. aculeifer. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Illustration de l’élevage de l’acarien prédateur H. aculeifer au laboratoire.  

A : enceinte thermostatée à 20 °C ; B : boîte en verre contenant le mélange de plâtre/charbon 

actif (ratio 9:1) hydraté et les organismes ; C : H. aculeifer. 

 

 

 

 

A B C 1mm 



MATERIELS ET METHODES 
 

64 
 

Les essais avec H. aculeifer nécessitent de disposer de femelles adultes fécondes 

issues de la même cohorte (OCDE, 2008). Pour cela, la synchronisation des acariens 

prédateurs est réalisée dans des boîtes en polystyrène (diamètre 5 cm, hauteur 7,5 cm, Fischer 

Scientific) fermées hermétiquement à l’aide d’un couvercle, et contenant 20 g d’un mélange 

de plâtre et de charbon actif préparé de la même manière que pour les élevages. La 

synchronisation des organismes est réalisée en transférant, à l’aide d’une pompe d’aspiration, 

25 adultes femelles issues des élevages sur une nouvelle boîte contenant le substrat hydraté. 

Après sept jours, les femelles adultes sont retirées des boîtes pour ne laisser que les œufs. Ces 

boîtes sont ensuite incubées pendant une période de 30 jours, à l’issue de laquelle des 

individus adultes (i.e. mâles et femelles) féconds sont obtenus. Cette opération est réalisée une 

fois par semaine, à raison de quatre boîtes d’élevages synchrones. Ce nombre a été choisi afin 

de pallier à des reproductions potentiellement faibles des femelles adultes prélevées des 

élevages, ainsi que des ratios de mâles potentiellement élevés. D’une manière générale, deux 

boîtes permettent d’avoir un nombre suffisant de femelles fécondes synchrones pour réaliser 

un essai. 

 

I.1.2.4. Choix et maintien des organismes utilisés en tant que proies 

L’acarien H. aculeifer est un prédateur. Il est par conséquent nécessaire de fournir 

d’autres organismes en tant que proies, à la fois pour les élevages, mais aussi lors des essais. 

Trois nourrissages par semaine sont suffisants. Plusieurs espèces adaptées à ce prédateur sont 

proposées dans la ligne directrice 226 de l’OCDE (2008) : les collemboles Folsomia 

candida/fimetaria ou l’acarien du fromage Tyrophagus putrescentiae (Schrank).  

Les espèces de collemboles proposées ont un cycle de vie d’environ quatre semaines à 

20 °C. Les collemboles adultes étant trop gros pour être capturés efficacement par les acariens 

prédateurs, et les juvéniles n’étant pas assez nourrissants, il est par conséquent nécessaire de 

fournir des collemboles âgés de 16 à 19 jours pour mener les essais (Krogh & Axelsen, 1998). 

D’autre part, une centaine de juvéniles par réplicat doit être apportée lors de chaque 

nourrissage des acariens (Krogh & Axelsen, 1998). Cela implique la nécessité d’avoir un 

grand nombre de collemboles synchrones, afin de pouvoir nourrir ad libitum les acariens 

prédateurs.  

Les acariens du fromage T. putrescentiae ont quant à eux un cycle de vie d’environ 

trois semaines à 25 °C. Tous les stades de vie, de l’œuf à l’adulte, peuvent être utilisés pour 



MATERIELS ET METHODES 
 

65 
 

nourrir H. aculeifer. De plus, il est possible d’obtenir une grande quantité d’acariens du 

fromage en un temps restreint (i.e. population multipliée par environ 300 à 25 °C en six 

semaines sur un substrat composé de levure de boulanger ; Ree & Lee, 1997). Nous avons 

donc choisi d’utiliser les acariens T. putrescentiae en tant que proies, de par la possibilité 

d’utiliser différents stades de vie lors des nourrissages de H. aculeifer, et pour leur temps de 

génération plus court par rapport à celui des collemboles. Cependant, aucune quantité de ces 

organismes n’est indiquée dans la ligne directrice de l’OCDE (2008) pour mener les essais 

avec H. aculeifer. Avec la pratique, une quantité approximative de 50 à 100 individus T. 

putrescentiae par nourrissage, tous stades confondus (estimation visuelle), s’est avérée 

adéquate pour nourrir les 10 femelles H. aculeifer d’un récipient au cours des 14 jours d’essai. 

De plus, il a été observé qu’une quantité trop importante de nourriture, incluant le substrat des 

proies composé de levure, pouvait entrainer l’apparition rapide de moisissures. Afin d’éviter 

une accumulation de levure dans les élevages et lors des essais, il est par conséquent 

nécessaire d’éliminer régulièrement le surplus dans les boîtes incubées. 

Au laboratoire, la souche d’acarien T. putrescentiae est maintenue à l’obscurité dans 

une chambre thermostatée à 23 °C (±2 °C) dans des cristallisoirs en verre de diamètre 7 cm. 

Ceux-ci contiennent une épaisseur d’environ 1 cm de levure de boulanger Saccharomyces 

cerevisiae (Meyen) (levure commerciale, Dr Oetker) finement broyée et hydratée à 20 % 

(poids sec) avec de l’eau déminéralisée (Figure 10). Un quart du substrat est renouvelé une 

fois par semaine. Ces cristallisoirs sont scellés hermétiquement avec du film plastique 

alimentaire puis placés dans un plus grand récipient fermé contenant environ 1 cm d’eau du 

réseau, afin de conserver une forte humidité ambiante (supérieure à 60 % ; Ree et Lee, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Illustration de l’élevage de l’acarien T. putrescentiae au laboratoire.  

A : enceinte thermostatée à 23 °C ; B : conteneur en plastique rempli d’eau (≈1 cm) contenant 

les boîtes en verre avec les organismes ; C : T. putrescentiae. 

 

A B C 1mm 
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I.2. Matrices utilisées 

I.2.1. Les sols 

I.2.1.1. Présentation des sols artificiels et naturels 

Au cours des travaux de thèse, des sols de textures différentes ont été utilisés. Parmi 

ceux-ci, sont intégrés des sols de référence : le sol artificiel ISO et le sol naturel LUFA 2.2. 

Ces substrats ont été utilisés en tant que témoins lors de la réalisation des différents essais.  

Le sol artificiel est une matrice préparée au laboratoire à partir d’éléments distincts. 

Cette matrice est obtenue en mélangeant 70 % de sable (granulométrie : 50-200 µm), 10 % de 

tourbe broyée finement et 20 % de kaolin. Le pH est ajusté à 6,0 (± 0,5) avec du carbonate de 

calcium. D’autre part, un sol à 5 % de tourbe et 75 % de sable a également été utilisé au cours 

d’expérimentations avec le nématode et l’acarien prédateur, permettant de réduire le taux de 

matière organique de cette matrice.  

Le sol naturel de référence LUFA 2.2 est un sol commercialisé, qui est distribué par : 

Landwirtschaftliche Untersuchungs und Forschungsanstalt Speyer.  

Les quatre autres sols naturels étudiés ont été sélectionnés car représentatifs de sols 

faiblement anthropisés. Ceux-ci proviennent d’une parcelle agricole (sol A), d’une forêt (sol 

F) ainsi que de deux jardins appartenant à des particuliers (sols J et JM). La parcelle agricole a 

été sélectionnée car cultivée sur un principe d’agriculture raisonnée, limitant ainsi les impacts 

environnementaux et l’utilisation de pesticides. De même, la parcelle forestière a été 

sélectionnée car peu impactée par des actions humaines. Le sol agricole ainsi que le sol de 

forêt et un sol de jardin (sol J) proviennent de l’Oise, alors que le second sol de jardin (sol 

JM) provient de Moselle. Ces sols ont été prélevés à une profondeur d’environ 10 cm, à raison 

de 3 kg (poids humide) par parcelle. Puis ceux-ci ont été séchés à l’air libre (20 °C) pendant 

une semaine, permettant également de les défauner, et tamisés à 4 mm afin d’enlever les 

particules grossières. Ces sols ont été par la suite stockés dans des contenants hermétiques (20 

°C). 
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I.2.1.2. Caractérisation des sols 

Un dosage des ETM (i.e. Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb, Tl et Zn) a été réalisé sur 

l’ensemble des sols (Tableau 11), afin de s’assurer que les teneurs en ETM dans ces sols 

étaient proches du fond géochimique moyen français. On peut noter que parmi les sols 

étudiés, le sol JM contient une charge globale en métaux plus importante par rapport aux 

autres sols naturels.  

L’ensemble des sols utilisés ont également été caractérisés en termes de texture et de 

paramètres physico-chimiques (Tableau 12). Afin de positionner les textures des sols les unes 

par rapport aux autres, celles-ci ont été replacées dans un triangle des textures français (Figure 

11). Ces analyses montrent que les sols étudiés représentent une gamme de textures, allant 

d’une texture sableuse (i.e. sol LUFA 2.2) à argileuse (i.e. sol JM).  

 

I.2.1.3. Utilisation des sols 

Les sols décrits précédemment ont été utilisés au cours de différentes expérimentations : 

- Pour le sol ISO à 10 % de tourbe : comparaison de la réponse de C. elegans entre trois 

sols de référence (i.e. LUFA 2.2, ISO 10 % et ISO 5 %) ; effets inhibiteurs potentiels 

des éluats issus des mélanges de MF et de sol artificiel sur C. elegans ; 

- Pour le sol ISO à 5 % de tourbe : comparaison de la réponse de C. elegans entre trois 

sols de référence (i.e. LUFA 2.2, ISO 10 % et ISO 5 %) ; évaluation des rendements 

d’extraction pour H. aculeifer ; effets inhibiteurs potentiels des ETM en substances 

seules ainsi qu’en mélange sur H. aculeifer ; effets inhibiteurs potentiels des MF sur H. 

aculeifer ; 

- Pour le sol LUFA 2.2 : comparaison de la réponse de C. elegans entre trois sols de 

référence (i.e. LUFA 2.2, ISO 10 % et ISO 5 %), évaluation des rendements 

d’extraction pour C. elegans et H. aculeifer ; effets inhibiteurs potentiels des ETM en 

substances seules ainsi qu’en mélange sur C. elegans ; effets inhibiteurs potentiels des 

ETM en mélange sur H. aculeifer ; effets inhibiteurs potentiels des MF sur C. elegans et 

H. aculeifer ; évaluation des éluats issus des mélanges de MF et de sol naturel sur C. 

elegans ; 

- Pour les sols naturels (i.e. agricole, de forêt, de jardin J et de jardin JM) : évaluation des 

rendements d’extraction pour C. elegans et H. aculeifer. 
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Tableau 11 : Résumé des dosages de métaux dans le sol artificiel et les sols naturels 

Sol 
[C] mesurée (mg/kg) 

Cd Co Cr Cu Mo Ni Pb Tl Zn 

Artificiel ISO 
10% 

< 0,02 < 1 5,1 3,3 0,4 1,5 5,8 0,04 5,1 

LUFA 2.2 0,1 2,7 28,3 5,1 0,26 9,3 28,2 0,6 24 

Agricole 0,3 2,2 25,3 10 0,9 9,9 22,8 0,2 38,2 

Forêt 0,5 4,5 44,4 12,9 0,5 11,7 33,8 0,24 203 

Jardin JM 0,5 25,6 83,7 56,6 3,2 68,4 54,5 0,5 229 

Jardin J 0,3 3,7 32 8,8 0,9 12,1 14,4 0,2 68 

Fond 
géochimique 

moyen des sols 
français* 

0,4 17,1 75 14,9 n.d. 41,3 64,8 n.d. 149 

* : d’après Baize, 2000 ; n.d. : non déterminé 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Triangle des textures français (Richer de Forges, 2010).  

Abréviations des sols : I : sol artificiel ISO ; L : LUFA 2.2 ; A : agricole ; F : forêt ; JM : 

jardin de Moselle ; J : jardin de l’Oise. 
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Tableau 12 : Texture et caractéristiques physico-chimiques des sols naturels et artificiel. 

* IUSS : International Union of Soil Sciences ; # : valeurs moyennes ; n.d. : non déterminé 

Argiles : < 2 µm ; Limons fins : 2 – 20 µm ; Limons grossiers : 20 – 50 µm ; Sables fins : 50 – 200 µm ; Sables grossiers : 200 – 2000 µm 

 

Sol 
Argiles 
(g/kg) 

Limons 
fins 

(g/kg) 

Limons 
grossiers 

(g/kg) 

Sables 
fins 

(g/kg) 

Sables 
grossiers 

(g/kg) 

C orga 
(g/kg) 

Matière 
organique 

(g/kg) 
pH eau pH KCl 

CEC 
(cmol/

kg) 

CRE 
(%) 

Type de 
texture 

(Richer de 
Forges, 
2010) 

Type de texture 
(Classification 

IUSS*) 

Artificiel 
ISO 

165 31 39 665 100 25,5 44 n.d. 
6,1# 

(±0,3) 
6,4 60 

Sable 
argileux 

Sable limoneux 

Naturel 
LUFA 2.2 

75 63 48 220 594 6,5 19,3 
5,5# 

(±0.2) 
5,3# 

(±0.3) 
10 45 

Sable/Sable 
limoneux 

Limono-sableux 

Agricole 122 111 50 253 464 13,6 23,6 8,2 7,9 7 40 
Sable 

limoneux 
Sable limoneux 

Forêt 174 82 117 351 276 39,5 68,4 8,2 7,7 15 70 
Sable 

argileux 
Sable argileux 

limoneux 

Jardin JM 315 170 92 87 336 37,7 65,3 8,0 7,5 16,5 65 Argile 
Légèrement 

argileux 

Jardin J 134 65 68 270 463 6,67 11,5 8,6 8,0 6,4 35 
Sable 

argileux 
Sable limoneux 
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I.2.2. Matières fertilisantes 

I.2.2.1. Description des matières fertilisantes étudiées 

Un des objectifs pricipaux des travaux de thèse a été d’évaluer les effets écotoxiques 

de différentes MF (Figure 12). Celles-ci ont été sélectionnées car représentatives de grandes 

catégories utilisées en agriculture. Les matières étudiées proviennent de l’industrie (i.e. boue 

de désencrage, cendres de matériaux compostés), d’excréments d’animaux d’élevage (i.e. 

fumier bovin), du retraitement des eaux usées (i.e. quatre boues de station d’épuration ayant 

subi différents traitements), ainsi que du compostage de déchets (i.e. compost de déchets 

ménagers et compost issu d’un mélange de boue de station d’épuration et de déchets verts). 

Le descriptif des traitements de ces neuf matières est détaillé dans le Tableau 13. 

 D’autre part parmi ces matières, certaines (i.e. boue chaulée, boue de 

désencrage, fumier bovin, compost d’ordures ménagères, cendres de matériaux compostés) 

ont également été évaluée lors du programme de recherche mis en place par l’ADEME et 

l’ANSES. 

 

Tableau 13 : Descriptif des traitements appliqués aux MF étudiées 

Matière fertilisante Traitement 

Boue chaulée 
Boue urbaine chaulée par du chlorure ferrique et déshydratée par filtre 

presse 

Boue de désencrage Boue de désencrage de papèterie 

Fumier bovin Aucun traitement 

Compost de déchets Compost d'ordures ménagères résiduelles (non triées à la source) 

Cendres 
Cendres issues de l'incinération de boues de station d'épuration, de 
déchets de bois et de déchets provenant de la production de papier 

Boue digérée et séchée 
Boue digérée, épaissie, conditionnée thermiquement et déshydratée par 

filtre-presse 

Boue pelletée Boue chaulée, séchée et compactée sous forme de granulés 

Boue digérée Boue digérée, épaissie et conditionnée thermiquement 

Compost de boue 
Compost de matières d'intérêt agronomique issues du traitement de l'eau 

et de broyats ligneux avec engrais 
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I.2.2.2. Caractérisation des matières fertilisantes 

Les caractéristiques physico-chimiques ainsi que les taux d’application respectifs des 

différentes MF sont présentés dans le Tableau 14. Ces caractéristiques correspondent aux 

données requises dans le « Guide pour la constitution des dossiers de demande 

d’homologation » (n°50644#01). Celles-ci sont catégorisées de la manière suivante : éléments 

fertilisants majeurs (i.e. N, P2O5, K2O), éléments fertilisants secondaires (i.e. CaO, MgO, 

Na2O), oligo-éléments (i.e. Cu, Zn), ETM (i.e. As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Se) et CTO (i.e. 

fluoranthène, benzo(b)fluoranthène, benzo(a)pyrène, 7 PCB).  

En complément des analyses physico-chimiques, et afin de démontrer l’innocuité des 

MF vis-à-vis de l’homme, les matières susceptibles de comporter de la matière organique 

d’origine végétale et/ou animale nécessitent de réaliser des analyses microbiologiques (i.e. 

énumération de micro-organismes aérobies à 30°C, d’entérocoques, de coliformes, de 

Clostridium perfringens (Veillon & Zuber), de Salmonella (Lignieres), de Staphylococcus 

aureus (Rosenbach), de levures, de moisissures ainsi que d’œufs et de larves de nématodes).  
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Figure 12 : Illustration des matières fertilisantes étudiées.  

A : boue chaulée ; B : boue de désencrage ; C : fumier bovin ; D : compost de déchets ; E : 

cendres ; F : boue digérée et séchée ; G : boue pelletée ; H : boue digérée ; I : compost de 

boue. 
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Tableau 14 : Caractéristiques physico-chimiques des matières fertilisantes étudiées.  

Caractéristique Unité 
Boue 

chaulée 
Boue de 

désencrage 
Fumier 
bovin 

Compost de 
déchets 

Cendres 
Boue 

digérée et 
séchée 

Boue 
pelletée 

Boue 
digérée 

Compost 
de boue 

Taux d'application T/ha 3 (MS) 5 (MS) 10 (MB) 5 (MS) 3 (MS) 8 (MB) 4 (MB) 12 (MB) 8 (MB) 

Matière sèche % 22,1 56 91,3 49,2 99,6 51,1* 87,3* 24,9* 60,1 

CRE % 300 100 290 175 50 135 50 280 120 

pH H2O 
 

9,3 8,3 8,6 7,3 12,6 8,4* 10,4* 7,8* 8,1 

MO g/kg MS 508 263 866 638 < 8 239* 550* 590,8* 344 

N total g/kg MS 42,6 3,4 18,5 14,6 0,8 18,8* 50,2* 15,8* 19,8 

C organique g/kg MS 277 163 433 319 < 0,05 274* 276* 98,2* n.d. 

P2O5 g/kg MS 36,6 1,9 8,5 7,6 8,3 101,8* 39,6* 25,3* 35,6 

K2O g/kg MS 2,55 0,7 33,3 12,2 8,1 3,9* 3,4* 0,5* 13,7 

CaO g/kg MS 148 403 18,7 60 507 135* 165,2* 36,5* 103 

MgO g/kg MS 7 4,2 6,9 5,9 24,1 14,5* 5,2* 1,4* 4,7 

SO3 g/kg MS 35,6 1,7 6,8 5,9 11 91,8* n.d. n.d. 23,6 

As mg/kg MS 4,6 0,4 0,4 3,9 10,1 n.d. n.d. n.d. n.d. 

Cd mg/kg MS 1,74 0,1 0,1 0,7 3,3 4,8* 3,5* 1,1* 1 

Cr mg/kg MS 21,9 4,5 1,6 36,7 60,3 61,6* 29* 56,1* 123 

Cu mg/kg MS 433 79,7 17 96,8 383 620,2* 186,2* 536* 124 

Hg mg/kg MS 0,5 < 0,01 0,03 0,2 0,6 2,9* 1,1* 1,6* 0,3 

Ni mg/kg MS 17,8 1,9 2,7 26,1 42,3 31,6* 22,7* 28,9* 21,8 

Pb mg/kg MS 39,3 3,3 < 2 76,8 492 172,8* 75,3* 97* 74,5 
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MS : matière sèche ; MB : matière brute ; n.d. : non déterminé ; * : données moyennes annuelles de 2012. 

 

 

 

(Suite du tableau 14)           

Caractéristique Unité 
Boue 

chaulée 
Boue de 

désencrage 
Fumier 
bovin 

Compost de 
déchets 

Cendres 
Boue 

digérée et 
séchée 

Boue 
pelletée 

Boue 
digérée 

Compost 
de boue 

Se mg/kg MS 1,9 < 1,5 < 1,5 < 1,5 2,3 n.d. n.d. n.d. 3,2 

Zn mg/kg MS 458 25,1 65,7 395 1549 1946,4* 834,1* 1188* 639 

Benzo(b)fluoranthene mg/kg MS 0,1 < 0,05 4,1 < 0,05 < 0,05 0,37* 0,5* 0,22* 0,45 

Benzo(a)pyrene mg/kg MS 0,06 < 0,05 4,1 < 0,05 < 0,05 0,28* 0,37* 0,19* 0,2 

Fluoranthene mg/kg MS 0,11 < 0,05 47 0,3 < 0,05 0,83* 0,77* 0,43* 0,84 

PCB 28 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. < 0,01 

PCB 52 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. 0,012 

PCB 101 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. < 0,01 

PCB 118 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. < 0,01 

PCB 138 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. < 0,01 

PCB 153 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. 0,011 

PCB 180 mg/kg MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,02 < 0,01 n.d. n.d. n.d. < 0,01 

∑ 7 PCB mg/kg MS < 0,07 < 0,07 < 0,07 < 0,14 < 0,07 0,13* 0,1* 0,08* < 0,07 
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I.3. Méthodes analytiques 

Les mesures de pH ainsi que de la capacité de rétention d’eau (CRE) des sols ont été 

réalisées au laboratoire. Les autres analyses physico-chimiques (e.g. CEC, analyse 

granulométrique, dosage de métaux, …) ont été réalisées par le Laboratoire d’Analyse des 

Sols (INRA, Arras). Les différentes méthodes analytiques sont résumées et décrites 

succintement dans le Tableau 15. 

 

Tableau 15 : Résumé des méthodes analytiques suivies pour la caractérisation des matières 

fertilisantes 

Analyse Principe Référence 

pH 
Mesure du pH de l'échantillon solide dilué dans de l'eau ou du 

KCl (ratio solide:liquide de 1:5). 
ISO 10390, 

2005 

CRE 
Différence de masse entre l'échantillon saturé en eau et 

l'échantillon séché à 105 °C, rapportée à la masse sèche de 
l'échantillon. 

ISO 11269-2, 
2012 

CEC 
Méthode Metson - Percolation de l'échantillon avec une solution 

d'acétate d'ammonium, puis rinçage à l'alcool. La CEC 
représente la mesure de NH4

+ fixé. 

NF X 31-130, 
1999 

Matière 
organique 

Différence de perte de matière entre l'échantillon sec et une 
calcination à 550 °C. 

ISO 10694, 
1995 

Carbone 
organique 

Digestion acide de l'échantillon (perte des carbonates) puis 
différence de perte de matière entre l'échantillon sec et une 

calcination à 550 °C. 

ISO 10694, 
1995 

Granulométrie 

Digestion au peroxyde d’hydrogène (élimination des agrégats) 
et digestion acide de l’échantillon puis mise en suspension des 
particules minérales. La granulométrie est déterminée par une 

méthode gravimétrique (fraction inférieure à 2 mm). 

NF X 31-107, 
2003 

Dosage des 
ETM (Cd, Co, 

Cr, Cu, Mo, Ni, 
Pb, Tl et Zn) 

Calcination de l’échantillon à 450 °C puis mise en solution 
acide (acide fluorhydrique et perchlorique), évaporation des 

acides et reprise du résidu par de l’acide chlorhydrique. Dosage 
des ETM par spectrométrie de masse avec plasma à couplage 
inductif (ICP-MS) ou par spectrométrie d’émission atomique 

avec plasma induit par haute fréquence (ICP-AES). 

NF X 31-147, 
1996 

NF EN ISO 
17294-2, 2003 

NF EN ISO 
22036, 2008 

Dosage 
d'éléments 
fertilisants 

Mise en solution à l’eau et dosage des éléments fertilisants (N, 
P, K) par spectrométrie de masse avec plasma à couplage 

inductif (ICP-MS), par émission atomique de flamme (EAF) ou 
par spectrocolorimétrie. 

Méthode interne 
INRA 
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Chapitre II. Méthodes et protocoles utilisés 

La première partie de ce chapitre présente les protocoles d’essai des deux organismes 

utilisés au cours des travaux de thèse. La seconde partie de ce chapitre introduit les protocoles 

de préparation des échantillons, qui comprennent les mélanges de sols et de métaux, les 

mélanges de sol et de MF ainsi que le protocole de lixiviation. La dernière partie récapitule les 

analyses statistiques utilisées. 

 

II.1. Protocoles d’essai 

II.1.1. Essai d’inhibition de la croissance, de la fertilité et de la reproduction du 

nématode C. elegans 

II.1.1.1. Principe général de l’essai 

La détermination de l’effet toxique d’échantillons de sédiment et de sol sur la 

croissance, la fertilité et la reproduction du nématode C. elegans est définie par la norme ISO 

10872 (2010). Le principe général de l’essai consiste à introduire, à l’aide d’une pipette 

pasteur effilée, 10 organismes juvéniles dans des échantillons aqueux, de sol ou de sédiment 

(e.g. quatre réplicats par condition) contenant différentes dilutions d’échantillon à tester et 

préparées avec le substrat témoin. Les critères d’effet de mortalité, de croissance et de 

reproduction sont évalués durant un cycle de vie complet du nématode à 20 °C (i.e. 96 h). 

Compte tenu du mode de vie de C. elegans dans l’eau interstitielle des sols, cet essai est 

applicable à différents types de matrices (i.e. solides et liquides). Des protocoles distincts sont 

par conséquent proposés pour chaque matrice. La substance de référence préconisée pour les 

essais en milieu aqueux est le chlorure de benzyldimethylhexadecylammonium (C25H46ClN, 

n° CAS : 122-18-9), abrégé sous la dénomination BAC C-16. 

 

II.1.1.2. Obtention des organismes pour les essais 

Afin d’isoler les juvéniles de stade J1, les organismes présents sur la boîte de Pétri, 

provenant d’élevages synchronisés, sont mis en suspension dans du milieu M9 (e.g. 6 mL de 

milieu M9 pour une boîte de Pétri), puis cette suspension est filtrée à travers un filtre de 

maille 5 µm (ISO 10872, 2010). Cette étape permet de séparer les organismes au stade J1 des 

organismes à un stade de développement plus avancé. 
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Pour l’évaluation des effets sur la croissance, les larves de stade J1 non utilisées lors 

des essais sont colorées au rose de Bengale (e.g. 0,3 g/L) et leur croissance est arrêtée par 

traitement thermique (e.g. 80 °C pendant 10 min.). Avant chaque essai, 30 larves de stade J1 

sont sélectionnées aléatoirement parmi les individus, puis mesurées afin de calculer la taille 

moyenne des juvéniles à l’introduction. 

 

II.1.1.3. Critères de validité 

Afin de juger de l’acceptabilité des essais et quelle que soit la matrice considérée, 

certains critères de validité doivent être satisfaits au cours des essais en condition témoin. 

Tout d’abord, la récupération des adultes doit être comprise entre 80 % et 120 %, avec une 

proportion de mâles inférieure à 10 %. La fécondité des adultes doit être supérieure à 80 %, et 

la reproduction doit être supérieure à 30 juvéniles par adulte introduit (ISO 10872, 2010). 

 

II.1.1.4. Essais en phase solide 

Les essais en phase solide avec C. elegans sont réalisés dans des micro-plaques 

stérilisées de 12 puits (diamètre 2,5 cm, Thermo Scientific Sterilin) en polystyrène. Dans 

chaque puits est introduit 0,5 g (équivalent sec) d’échantillon solide à tester, le sol utilisé 

comme référence étant le sol naturel LUFA 2.2. Avant d’incuber les micro-plaques, celles-ci 

sont scellées hermétiquement avec du film plastique étirable afin de conserver l’humidité des 

échantillons au cours de l’essai. Le protocole général de la réalisation des essais terrestres est 

résumé en Figure 13. 

En ce qui concerne l’hydratation des échantillons, la norme ISO 10872 (2010) 

préconise une hydratation à 20 % du poids sec avec du milieu M9, puis d’ajouter 0,5 mL de 

suspension bactérienne concentrée de façon à atteindre une turbidité de 12000 FAU 

(mesures : photomètre WTW Photolab S12). Cependant, le protocole d’hydratation du 

substrat ne prend pas en compte la CRE des échantillons à tester, qui peut être très différente 

d’un échantillon à l’autre (e.g. de 35 % pour un sol sableux jusqu’à 300 % pour une MF). 

Cela entraine une hétérogénéité de l’humidité des échantillons une fois préparés, avec parfois 

des systèmes à une seule phase (i.e. équivalent d’un sol humide) et parfois à double phase (i.e. 

colonne d’eau au-dessus du substrat d’essai). 
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Afin d’harmoniser les conditions d’humidité pour les essais terrestres, un protocole a 

été développé pour permettre une hydratation des échantillons en utilisant un pourcentage 

défini de CRE, et ainsi éviter les systèmes double phase. Le développement ainsi que la 

validation de ce protocole sont présentés dans le premier chapitre des résultats expérimentaux. 

Ceux-ci ont fait l’objet d’une publication intitulée « Improvement of the Caenorhabditis 

elegans growth and reproduction test to assess the ecotoxicity of soils and complex matrices » 

(cf. Résultats Chapitre I.1) . Les résultats de ces travaux méthodologiques ont permis de 

définir les conditions d’humidité optimale des échantillons pour la réalisation des essais 

terrestres. Les essais réalisés avec C. elegans pour ce type de substrat ont été menés en 

utilisant le protocole optimisé au cours des travaux de thèse. 

Après la période d’exposition, les essais sont arrêtés par coloration des individus (e.g. 

1 mL de solution de rose de Bengale à 0,3 g/L par puits) et par traitement thermique des 

plaques (e.g. 80 °C, 10 min.) contenant les échantillons et les nématodes. Les organismes sont 

extraits du substrat en utilisant une méthode de flottaison, par l’intermédiaire d’une solution 

de silice colloïdale plus dense que les organismes (e.g. LUDOX TM50 dilué au 2/3 pour 

obtenir une densité de 1,13 g/cm3). Pour ce faire, les échantillons ayant subi la coloration et le 

traitement thermique sont dilués avec de l’eau du réseau (e.g. environ 5 ml par puits), puis 

sont transférés dans des tubes à centrifuger. Après une première centrifugation (800g, 5 min. ; 

centrifugeuse Sigma 6-16K), la phase liquide est collectée puis conservée pour une recherche 

ultérieure d’organismes. Le culot contenant le substrat est ensuite remis en suspension avec 2 

mL de solution de LUDOX, à l’aide d’un agitateur de type vortex, et est de nouveau 

centrifugé (800 g, 5 min.). Cette opération est réalisée trois fois successivement, pour un 

volume final de LUDOX de 6 mL. Le contenu des tubes (e.g. eau et LUDOX) est finalement 

transféré dans une roue de Ward pour réaliser les comptages et les mesures. Les individus 

adultes sont dénombrés, mesurés et la présence d’œufs est également observée (i.e. critère de 

fertilité). Les individus juvéniles sont uniquement dénombrés. L’ensemble de ces opérations 

est réalisée sous loupe binoculaire (Olympus SZX 12) au grossissement X12, et les mesures 

sont effectuées à l’aide d’un logiciel d’analyse d’image (Saisam, Micro-vision Instruments).  
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II.1.1.5. Essais en milieu aqueux 

De la même manière que pour les essais en phase solide, les essais en milieu aqueux 

sont réalisés dans des micro-plaques stériles de 12 puits. Dans chaque puits sont introduits 0,5 

ml d’échantillon liquide à tester, ainsi que 0,5 ml d’une solution de bactéries E. coli OP50 

concentrée à une turbidité de 1000 FAU (mesures : photomètre WTW Photolab S12). Cette 

solution est obtenue après centrifugation (2000 g, 20 min. ; centrifugeuse Sigma 6-16K) d’une 

culture nocturne de bactéries réalisée dans du milieu LB, dont le culot est remis en suspension 

dans du milieu M9 afin d’obtenir la concentration souhaitée.  

Dix juvéniles de stade J1 sont ensuite introduits dans chacun des puits d’essai, à raison 

de quatre réplicats par condition. Le témoin négatif utilisé est le milieu isotonique M9. Avant 

d’incuber les micro-plaques, celles-ci sont scellées hermétiquement avec du parafilm afin 

d’éviter l’évaporation des échantillons. Le protocole général de la réalisation des essais en 

milieu aqueux est illustré en Figure 13. 

A l’issue de la phase d’exposition (i.e. 96 h à 20 ±2 °C), les essais sont arrêtés de la 

même manière que pour les essais en phase solide (e.g. par coloration des individus et par 

traitement thermique des plaques d’essais). Le contenu des puits est finalement transféré 

directement dans une roue de Ward pour dénombrer, mesurer et noter la présence d’œufs chez 

les individus adultes. Les individus juvéniles sont seulement dénombrés. L’ensemble de ces 

opérations est réalisée avec le même matériel que pour les essais en phase solide.  
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Figure 13 : Schéma récapitulatif de la réalisation des essais d’inhibition de la croissance, de 

la fertilité et de la reproduction de C. elegans en phase solide et liquide 
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II.1.2. Essai de mortalité et d’inhibition de la reproduction de l’acarien 

prédateur H. aculeifer 

II.1.2.1. Principe général de l’essai 

La détermination des effets létaux et sur la reproduction de l’acarien prédateur H. 

aculeifer est réalisée suivant le protocole défini par la ligne directrice 226 de l’OCDE (2008). 

Le principe général consiste à exposer 10 organismes adultes femelles à des échantillons à 

différentes concentrations préparées dans du substrat témoin, et d’évaluer la mortalité ainsi 

que la production de juvéniles après une période d’incubation de 14 jours à 20 °C (± 2 °C) 

sous un cycle lumineux (i.e. 16 h de lumière et 8 h d’obscurité). A l’issue de cette période, des 

juvéniles au stade larve et au stade deutonymphe sont présents dans les boîtes d’essai. La 

substance de référence préconisée pour les essais est l’acide borique (H3BO3, n° CAS : 

10043-35-3). 

 

II.1.2.2. Obtention des organismes pour les essais 

Les essais utilisant H. aculeifer comme organisme modèle sont réalisés en utilisant des 

adultes femelles issues de la même cohorte, âgées de 28 à 35 jours (OCDE, 2008). Celles-ci 

sont obtenues à partir d’élevages synchronisés, après cinq semaines d’incubation à 20 °C une 

fois les femelles de la génération précédente introduites. Comme les élevages synchrones 

contiennent également des adultes mâles, il est nécessaire de bien différencier les deux sexes 

pour n’introduire que des adultes femelles dans les boîtes d’essais. Les femelles se 

différencient des mâles par une taille plus importante et la présence d’une poche à œuf 

blanche à l’arrière du corps (Figure 7 ; Partie I, Section II.1.2.). 

 

II.1.2.3. Critères de validité 

Afin de juger de la validité des essais, certains critères doivent être satisfaits dans les 

témoins. La mortalité des adultes femelles ne doit pas excéder 20 % à la fin des essais et le 

nombre moyen de juvéniles par réplicat doit être supérieur ou égal à 50, avec un coefficient de 

variation inférieur à 30 % (OCDE, 2008). 
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II.1.2.4. Protocole d’essai 

Les essais sont réalisés dans des boîtes en polystyrène (diamètre 5 cm, hauteur 7,5 cm) 

fermées hermétiquement avec un couvercle. Dans chaque boîte sont introduits 20 g 

(équivalent sec) d’échantillon solide à tester, hydraté à 50 % de sa CRE. Les 10 femelles 

adultes sont nourries trois fois par semaine lors des essais, ce qui permet également d’aérer 

régulièrement les boîtes d’essais, fermées hermétiquement (OCDE, 2008). 

Afin d’évaluer les effets sur la reproduction, il convient d’extraire les organismes de la 

matrice solide. Le principe est de déshydrater graduellement le substrat par chauffage (i.e. de 

25 °C à 40 °C) pendant 48 h en utilisant un système d’extraction de type Berlèse-Tullgren 

(e.g. deux rangées de 9 lampes halogènes de 18 W réglables manuellement en hauteur, Figure 

14). Cela permet de récupérer les organismes contenus dans chaque boîte d’essai, qui sont par 

la suite dénombrés sous loupe binoculaire (Olympus SZX 12) au grossissement X10. Le 

protocole de la réalisation des essais avec H. aculeifer est récapitulé en Figure 15.  

Concernant l’extraction des organismes, la ligne directrice de l’OCDE (2008) fournit 

des indications pour la mise en place d’un système Berlèse-Tullgren, ainsi que du gradient de 

température à appliquer pour extraire les organismes. En accord avec ces recommandations, 

un protocole spécifique à notre système d’extraction a été mis en place. Ce protocole est le 

suivant:  

- préparation des boîtes d’essai (perçage du fond des boîtes et hermétisation à l’aide de 

scotch) ; 

- à l’issue de la phase d’exposition, remplacement des couvercles des boîtes d’essai par 

des couvercles percés contenant un filtre de maille 1 mm (Figure 14); 

- positionnement des boîtes d’essais sur les boîtes de récupération contenant 5 g de 

mélange plâtre – charbon actif (ratio 9:1) hydraté à 50 % (poids sec) avec de l’eau 

déminéralisée ; 

- fermeture hermétique des deux boîtes superposées avec du film élastique étirable ; 

- découpage du fond des boîtes d’essais ; 

- allumage des lampes, avec comme gradient de température : 25 °C/8 h – 30 °C/16 h – 

35 °C/8 h – 40 °C/16 h ; 

- à l’issue de la période d’extraction, ajout de 15 ml d’éthanol à 70 % par boîte de 

récupération, afin de fixer les organismes pour le comptage. 
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Figure 14 : Illustration du système de type Berlèse-Tullgren développé pour l’extraction des 

acariens H. aculeifer. 

A gauche : Système d’extraction de type Berlèse-Tullgren ; A droite : montage d’une boîte 

d’essai avec la boîte de récupération des organismes  

Figure 15 : Schéma récapitulatif de l’essai de mortalité et d’inhibition de la reproduction de 

l’acarien prédateur H. aculeifer  
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II.2. Protocoles de préparation des échantillons 

II.2.1. Etude de la sensibilité des organismes exposés aux ETM 

Afin d’évaluer l’effet de contaminants susceptibles d’être retrouvés dans les MF, une 

étude de la sensibilité du nématode C. elegans et de l’acarien prédateur H. aculeifer aux ETM 

a été abordée par deux approches. La première focalise sur la sensibilité des deux organismes 

par rapport à chaque métal pris de manière individuelle (i.e. détermination de CEx). La 

seconde focalise sur l’effet de ces mêmes métaux en mélange, dans un contexte d’épandage 

de MF potentiellement contaminées. Ces deux approches ont été mises en œuvre en dopant 

artificiellement des sols (i.e. sol naturel LUFA 2.2 pour le nématode ; sols artificiel ISO et 

naturel LUFA 2.2 pour l’acarien prédateur) à l’aide de sels métalliques mis en solution (i.e. 

préparation des solutions mères dans du milieu M9 pour les nématodes et dans de l’eau 

déminéralisée pour les acariens).  

Les métaux étudiés ont été sélectionnés en se basant sur ceux étant le plus 

fréquemment recherchés dans le cadre de l’homologation des MF. Les cinq sels métalliques 

étudiés ont été : CdCl2 (n° CAS : 10108-64-2) ; CuCl2, 2H2O (n° CAS : 10125-13-0) ; NiSO4, 

6H2O (n° CAS : 10101-97-0) ; PbCl2 (n° CAS : 7758-95-4) et ZnCl2 (n° CAS : 7646-85-7). 

Dans un premier temps, les sols ont été hydratés à hauteur de 20 % (poids sec) avec les 

solutions de sels métalliques, et ont été laissés pendant 5 jours dans des cristallisoirs 

recouverts de film plastique, afin d’atteindre un équilibre hydrostatique. Puis l’hydratation des 

sols a été ajustée en accord avec les différents protocoles d’essai des deux organismes. 

Les concentrations initialement introduites ont été dosées par le Laboratoire d’Analyse 

des Sols (INRA, Arras), permettant d’exprimer les résultats des essais sur une base de 

concentrations mesurées (Annexe 3).  

 

II.2.1.1. Evaluation de la sensibilité des organismes C. elegans et H. aculeifer à 
différents métaux étudiés en substances seules 

Le sol naturel LUFA 2.2 (e.g. 500 g secs par concentration) a été utilisé en tant que 

substrat pour évaluer la toxicité des sels métalliques. Les concentrations pour chaque métal 

(Tableau 16) ont été définies en se basant sur les travaux de Peredney et Williams (2000) ainsi 

que de Jonker et al. (2004), qui se sont focalisés sur les effets toxiques aigus de sels 

métalliques sur C. elegans en milieu terrestre. De plus, afin d’évaluer la toxicité de la fraction 
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entrainable à l’eau, les éluats respectifs des sols dopés ont également été testés avec cet 

organisme (ISO 10872, 2010).  

Pour l’acarien prédateur H. aculeifer, le sol naturel LUFA 2.2 ainsi que le sol artificiel 

ISO ont été utilisés comme substrat d’essai (e.g. 300 g secs par concentration ; OCDE, 2008). 

Après une analyse de la littérature scientifique, aucune information n’a pu être trouvée 

concernant la sensibilité de H. aculeifer vis-à-vis des sels métalliques étudiés. Deux séries 

d’expériences ont été menées, afin de déterminer la sensibilité de cet organisme vis-à-vis des 

différents métaux. 

 

Tableau 16 : Concentrations nominales (mini-maxi) en ions métalliques introduites dans les 

sols pour les essais avec C. elegans et H. aculeifer 

Organisme 
[C] nominales (mg/kg) 

Cd2+ Cu2+ Ni2+ Pb2+ Zn2+ 

C. elegans 46-480 59-296 24-122 103-521 63-321 

H. aculeifer* 68-1226 41-745 23-418 82-1490 18-480 

* : concentrations nominales de l’essai préliminaire sur sol artificiel ISO 

Facteur de dilution pour C. elegans : 1,5 ; facteur de dilution pour H. aculeifer : 3 

 

II.2.1.2. Approche mélange de métaux 

Les concentrations nominales en métaux introduites (Tableau 17) ont été définies à 

partir de différents scénarios d’épandage d’une MF fictive, contenant des concentrations en 

ETM basées sur la règlementation concernant l’épandage des boues (Directive 86/278/CEE 

abrogée par la Directive 91/692/CEE).  

Ces concentrations sont représentatives, d’une part, d’une MF brute contenant des 

concentrations en métaux aux limites basses règlementaires européennes. D’autre part, des 

mélanges de métaux représentatifs de quatre scénarios d’épandage de cette matière théorique 

ont aussi été évalués. Ces scénarios ont été définis en utilisant des données règlementaires 

relatives à l’épandage des boues. Le premier scénario est représentatif des flux limites annuels 

lors d’un épandage de 3 T/ha de la MF brute théorique citée ci-dessus (i.e. dilution au 

1/1000). Le second est représentatif des flux limites sur 10 ans imposés dans la 

règlementation (i.e. un épandage tous les 3 ans, équivalent d’une dilution au 1/300 de la MF 
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brute théorique). Le troisième est représentatif d’un épandage de 30 T/ha de la MF brute 

théorique (i.e. équivalent d’une dilution au 1/100 de la MF théorique). Le dernier scénario 

évalué est représentatif d’un épandage de 300 T/ha de la MF brute théorique (i.e. équivalent 

d’une dilution au 1/10 de la MF théorique).  

Les essais en phase solide avec le nématode C. elegans ont été réalisés avec le sol 

naturel LUFA 2.2 (e.g. 500 g secs par concentration). Pour l’acarien prédateur H. aculeifer, le 

sol naturel LUFA 2.2 ainsi que le sol artificiel ISO ont été utilisés en tant que substrats d’essai 

(e.g. 300 g secs par concentration).  

Pour les deux organismes, les sols ont été dopés en ajoutant progressivement une à une 

les solutions de sels métalliques. Les éluats (protocole en Partie II, Section II.2.3.) 

correspondants aux différents scénarios précédents ont également été évalués avec C. elegans. 

 

Tableau 17 : Résumé des concentrations (Directive 86/278/EEC) et des équivalences de 

dilution pour les mélanges de métaux 

 

II.2.2. Préparation des mélanges de sol et de MF 

L’écotoxicité des MF a été évaluée en utilisant des doses d’épandage prédéfinies 

(Figure 16). Ces doses sont représentatives d’une application usuelle de chaque MF (i.e. 1X le 

taux d’épandage recommandé), ainsi que de scenarios de sur-application (i.e. 5X, 10X, 50X et 

100X le taux d’épandage recommandé). La relation 1 ha = 3000 T de sol (10000 m² x 0,3 m x 

1 T/m3) a été utilisée pour effectuer les calculs de T/ha à mg/kg.  

Les mélanges de sols et de MF ont été réalisés dans un mélangeur mécanique, en 

ajoutant les quantités de MF dans 1kg (poids sec) de sol naturel LUFA 2.2 ou de sol artificiel 

ISO, selon l’organisme considéré. Puis les mélanges de sol et de MF ont été hydratés à 20 % 

Equivalent épandage 
[C] nominales (mg/kg) 

Equivalent 
dilution 

Cd2+ Cu2+ Ni2+ Pb2+ Zn2+ 

MF brute 1 20 1000 300 750 2500 

MF brute appliquée à 3 T/ha, flux annuel 1/1000 0,015 1 0,3 0,9 2 

MF brute appliquée à 3 T/ha, flux sur 10ans 1/300 0,05 3,3 1 3 10 

MF brute appliquée à 30 T/ha 1/100 0,2 10 3 7,5 25 

MF brute appliquée à 300 T/ha 1/10 2 100 30 75 250 
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(poids sec) et laissés 5 jours à l’obscurité dans des cristallisoirs recouverts d’un film plastique, 

afin d’atteindre un équilibre hydrostatique. L’hydratation des mélanges a été par la suite 

ajustée en fonction des préconisations de chacun des essais. L’écotoxicité des mélanges de sol 

et de MF a également été évaluée par approche indirecte avec C. elegans (i.e. extraits aqueux 

des différents mélanges de sols et de MF). 

Ces MF ont également été testées avec des batteries d’essais terrestres (i.e. plantes et 

vers de terre) et aquatique (i.e. bactéries, algues, rotifer et crustacés), en parallèle des essais 

sur C. elegans et H. aculeifer. Les analyses statistiques descriptives des résultats des batteries 

d’essais ont permis d’évaluer la pertinence de ces essais dans le cadre de l’évaluation des MF, 

au regard des essais d’écotoxicité utilisés plus classiquement. Ces travaux ont fait l’objet de 

l’article « Ecotoxicological assessment of organic wastes spread on land: towards a proposal 

of a suitable test battery » (publié dans le journal Ecotoxicology & Environmental Safety). 

Cet article est inclut dans la section « Discussion » (Chapitre III.1.) du présent manuscrit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Schéma récapitulatif de l’évaluation des MF 
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II.2.3. Protocole de lixiviation 

Les éluats issus de l’évaluation des métaux et de l’évaluation des MF ont été obtenus 

en suivant le protocole de lixiviation décrit dans la norme XP CEN ISO/TS 21268-2 (2009). 

Le principe de la lixiviation (Figure 17) consiste à prélever une masse de sol, à laquelle est 

ajoutée un volume d’eau déminéralisée afin d’obtenir un rapport liquide/solide de 10 L/kg 

(e.g. 90 g de sol équivalent sec pour 900 ml, auxquels ont été soustraits la quantité d’eau 

contnue dans la masse de sol non déshydraté).  

Le flacon contenant le mélange est alors disposé horizontalement pendant 24 h sur une 

table à rouleaux effectuant 10 tours/min. Le mélange est ensuite centrifugé à 2500 g pendant 

30 minutes, permettant de séparer la phase liquide de la phase solide. Le surnageant, stocké à 

4 °C, a été directement utilisé dans les 48 h pour réaliser les essais avec C. elegans. Des 

mesures de pH, d’O2 dissous ainsi que de conductivité (Annexe 1) ont été effectuées à 

température ambiante, préalablement à la réalisation des essais. 

 

Figure 17 : Schéma récapitulatif des éluats réalisés et du protocole de lixiviation 
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II.3. Analyses statistiques et logiciels utilisés 

II.3.1. Statistiques inférentielles 

Les statistiques inférentielles permettent de comparer les réponses des organismes 

entre elles, et de discriminer celles qui diffèrent des autres. Le choix des tests utilisés est basé 

sur le guide 54 de l’OCDE (2006), et est présenté en Figure 18. La première étape a pour 

objectif la détermination de la nature paramétrique ou non des données. Pour cela, la 

distribution de celles-ci est évaluée par des tests de normalité (i.e. test de Shapiro-Wilk) et 

d’homogénéité des variances (i.e. test de Bartlett). Si les données sont paramétriques, le test 

utilisé est le test d’analyse de variance à un facteur (i.e. ANOVA), qui permet d’évaluer s’il y 

a au moins une différence significative au seuil α (0,05) parmi les groupes de données. Afin 

de discriminer les groupes différents des autres, le test d’ANOVA est suivi d’un test post-hoc 

dit « HSD (high significant differences) » de Tukey. Pour les données non-paramétriques, ce 

sont les tests de Kruskal-Wallis (i.e. équivalent de l’ANOVA) et de Dunn (i.e. équivalent 

HSD de Tukey) qui ont été utilisés. Ces tests statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel 

libre R (R Development Core Team, 2008) 

 

Figure 18 : Schéma décisionnel concernant les statistiques inférentielles 
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II.3.2. Détermination des concentrations effectives médianes 

 La détermination des valeurs de CE50 ont été réalisées avec la feuille de calcul 

Excel REGTOX 7.0.6 (www.normalesup.org/~vindimian/fr_download.html). Cette macro 

Excel utilise une régression logistique basée sur le modèle de Hill en tant que modèle 

cinétique, ainsi qu’une estimation des paramètres de type « bootstrap » (méthode itérative) 

pour l’estimation des valeurs de CEx.  

 

II.3.3. Statistiques descriptives 

Les statistiques descriptives permettent de mettre en avant certaines caractéristiques 

d’un jeu de données (e.g. moyenne, écart-type) et de compiler ces caractéristiques pour 

pouvoir mieux comparer les données. Des analyses en composantes principales (ACP) ont été 

utilisées afin de comparer la réponse des deux organismes modèles C. elegans et H. aculeifer 

aux MF par rapport aux réponses obtenues pour d’autres organismes composant les batteries 

d’essais. Ce type d’analyse statistique a notamment été utilisé dans l’article 

« Ecotoxicological assessment of organic wastes spread on land: towards a proposal of a 

suitable test battery » (section Discussion du présent manuscrit). Les ACP ont été réalisées 

avec le logiciel libre R (R Development Core Team, 2008). 
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Chapitre I. Maîtrise et optimisation des protocoles d’essai 

Ce premier chapitre concerne l’applicabilité des différents protocoles mis en œuvre au 

laboratoire pour la réalisation des essais avec C. elegans et H. aculeifer, dans le contexte de la 

caractérisation des dangers des MF. En effet, compte tenu de la complexité de ces matrices, il 

semblait nécessaire de s’assurer que les protocoles normatifs, principalement développés pour 

caractériser l’écotoxicité de substances introduites dans les sols, étaient adaptés à l’évaluation 

des MF. Pour cela, plusieurs expérimentations indépendantes ont été réalisées. Celles-ci 

abordent les points suivants : 

(i) Conditions d’hydratation des échantillons solides soumis à essai. 

Les conditions d’exposition des organismes utilisés lors de tests écotoxicologiques 

doivent être indépendantes des substrats étudiés, et comparables d’un essai à l’autre. Les 

protocoles d’essais utilisant les acariens prédateurs (OCDE, 2008), les vers de terre (ISO 

11268-1 & 2, 2012), les enchytréides (ISO 16387, 2012) ou encore les collemboles (ISO 

11267, 2012) préconisent une hydration des sols sur la base d’un pourcentage CRE. Au 

contraire, le protocole de l’essai d’inhibition de la croissance et de la reproduction du 

nématode C. elegans dans les sols (ISO 10872, 2010) ne prend pas en compte la CRE des 

échantillons lors de leur réhydratation (e.g. l’hydratation est réalisée sur une base de poids 

sec). Les CRE mesurées sur les MF et sur les mélanges préparés à partir de ces matrices 

peuvent par ailleurs être très variable d’un échantillon à l’autre, entrainant une hétérogénéité 

des conditions d’exposition des nématodes. Le protocole d’hydratation a donc été harmonisé 

en tenant compte de la CRE des substrats à tester. Le développement du protocole ainsi 

optimisé a été publié dans le journal Environmental Toxicology and Chemistry (article 

« Improvement of the Caenorhabditis elegans  reproduction test to assess the ecotoxicity of 

soils and complex matrices »).  

(ii) Exposition aux sols artificiels et naturels témoins, ainsi qu’aux éluats de ces sols. 

Le protocole d’essai du nématode préconise l’utilisation de sol naturel LUFA 2.2 en 

tant que substrat témoin pour réaliser les essais (ISO 10872, 2010), alors que du sol artificiel 

est préconisé pour les essais avec d’autres organismes terrestres (i.e. acariens prédateurs, vers 

de terre, enchytréide et collemboles). Toujours dans le cadre de l’harmonisation des essais, la 

possibilité d’utiliser le sol artificiel en tant que substrat témoin a donc été étudiée avec C. 

elegans. Par ailleurs, les éluats de ces substrats ont également été testés avec le nématode, 



RESULTATS 
 

93 
 

dans le but de pouvoir comparer la réponse de cet organisme à ceux composant la batterie 

d’essais aquatiques. 

(iii) Efficacité des méthodes de récupération des organismes. 

Le suivi de la croissance et/ou de la reproduction de C. elegans et de H. aculeifer 

nécessite une extraction efficace des individus adultes et juvéniles des matrices auxquelles ils 

ont été exposés. Cette information n’est cependant que rarement renseignée, voir inexistante 

dans le cas des organismes juvéniles. Ainsi, les rendements d’extraction ont été déterminés 

pour les protocoles d’essai des deux organismes, sur des sols naturels de différentes textures. 

(iv) Influence de la quantité de nourriture sur la réponse du nématode C. elegans. 

Les nématodes sont nourris en début d’essai, alors que la nourriture utilisée pour 

l’acarien prédateur est régulièrement renouvelée pendant la période d’exposition. Cela 

implique, pour C. elegans, que les bactéries sont également exposées aux 

substances/échantillons testés. Certaines MF peuvent représenter un apport non négligeable de 

bactéries. Par conséquent, leur quantité peut être significativement modifiée au cours des 

essais. Nous avons donc déterminé si ces variations de la concentration en bactéries, étudiées 

en milieu aqueux, pouvaientt avoir un effet limitant sur la réponse des paramètres suivis chez 

C. elegans. 

(v) Evolution de la sensibilité et de la réponse des organismes modèles au cours du temps. 

Dans le cadre de la maîtrise des protocoles d’essai, la sensibilité des deux organismes 

modèles vis-à-vis de substances chimiques de référence a été déterminée. De même, les 

critères d’effet évalués pour chaque organisme en condition témoin ont fait l’objet d’un suivi 

(Annexe 2). Ces données historiques permettent de quantifier l’amplitude des critères d’effet 

en condition témoin, et ainsi juger de la significativité biologique des différences observées. 
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I.1. Optimisation du protocole d’essai en milieu terrestre pour C. elegans 

– Article « Improvement of the Caenorhabditis elegans growth and 

reproduction test to assess the ecotoxicity of soils and complex matrices 

(Environmental Toxicology and Chemistry) » 

Le protocole proposé par la norme ISO 10872 (2010) préconise une hydratation des 

échantillons de sol rapportée à 40% du poids sec, pour une masse de 0,5g d’échantillon (éq. 

sec). En complément du volume d’hydratation, un volume de 0,5mL de solution nutritive 

bactérienne est également ajouté à l’échantillon à tester. Au total, un volume de 0,7mL est 

utilisé pour hydrater 0,5g d’échantillon (éq. sec). Dans le contexte de l’évaluation des sols et 

des MF, et compte tenu des CRE très variables que peuvent présenter ces matrices, cette 

hydratation peut entrainer une hétérogénéité lors de la préparation des substrats d’essai. A 

titre d’exemple, les CRE des sols naturels étudiés ont été comprises entre 45% (sol LUFA 2.2) 

et 70% (sol de forêt). Dans le cas des MF, les CRE mesurées sont équivalentes voire plus 

élevées par rapport aux sols (e.g. de 50% pour les cendres à 300% pour la boue chaulée). 

Par conséquent, les substrats préparés suivant le protocole normatif peuvent avoir des 

aspects différents. Pour les échantillons présentant une forte CRE (e.g. > 140%), la matrice 

aura un aspect « sec », alors que pour les échantillons ayant une faible CRE (e.g. < 100%), la 

matrice va présenter une « double phase » (i.e. colonne d’eau au-dessus de l’échantillon 

solide). Les échantillons avec une CRE intermédiaire auront quand à eux un aspect de 

« boue ». Compte tenu que C. elegans évolue principalement dans l’eau interstitielle des sols, 

certains substrats peuvent présenter un caractère limitant. 

Il est donc apparu nécessaire de définir des conditions adéquates d’humidité lors des 

essais terrestres avec le nématode C. elegans, et d’exprimer l’hydratation des échantillons sur 

la base d’un pourcentage de CRE. Cette approche a permis, d’une part, d’homogénéiser 

l’hydratation des échantillons et, d’autre part, d’être en adéquation avec les protocoles de 

préparation des échantillons relatifs à d’autres essais sur organismes terrestres. L’apport de 

nourriture a également été concentré, de façon à réduire le volume apporté. 

 

 

 

 



RESULTATS 
 

95 
 

Résumé des résultats obtenus lors de l’optimisation du protocole d’essai terrestre avec C. 

elegans : 

Les résultats obtenus ont montré, que : 

- parmi la gamme de CRE testée (i.e. 40 %, 60 %, 80 % et 100 %) sur cinq sols de 

différentes textures, les mesures de croissance ainsi que de reproduction se sont révélées 

équivalentes pour des hydratations comprises entre 60 % et 100 % de CRE. Pour la suite 

des essais, un pourcentage de 80 % de CRE a été retenu pour hydrater les sols/mélanges 

d’essai ; 

- les rendements d’extraction des juvéniles obtenus pour le protocole normatif (e.g. 82,9 

% - 99,1 %) et optimisé (e.g. 71,7 % - 95,2 %) ont été équivalents pour les cinq sols 

naturels étudiés. D’autre part, la texture des sols naturels n’a eu qu’une faible influence 

sur la récupération des organismes ; 

- le protocole optimisé a permis de démontrer son applicabilité sur les MF (i.e. évaluées 

selon différents scénarios d’épandage : de 1X à 100X la dose d’application 

recommandée). 

Finalement, l’optimisation du protocole d’essai de C. elegans s’est révélée être adaptée 

à l’étude des matrices complexes telles que les sols et les MF. Ce protocole a été utilisé par la 

suite des travaux. 
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I.2. Adéquation des protocoles d’essai de C. elegans aux substrats 

artificiels et naturels témoins, ainsi qu’aux éluats issus de ces substrats. 

I.2.1. Applicabilité des essais à différents substrats témoins 

Le substrat témoin préconisé par la norme ISO 10872 (2010) pour la réalisation des 

expositions terrestres avec C. elegans est le sol naturel LUFA 2.2. Cependant, le substrat 

témoin préconisé pour la plupart des autres organismes modèles du compartiment terrestre 

(i.e. collemboles, vers de terre, enchytréides et acariens prédateurs) est un sol artificiel (e.g. 

10 % ou 5 % de tourbe).  

Une série d’expériences a été mise en place afin de déterminer l’applicabilité des 

essais au sol artificiel. Pour cela, les organismes ont été exposés à du sol artificiel ISO à 5 % 

et à 10 % de tourbe, ainsi qu’à du sol naturel LUFA 2.2. Ces substrats témoins ont été testés 

en appliquant à la fois le protocole normatif et optimisé (quatre réplicats par condition).  

Les résultats concernant la survie (i.e. nombre d’organismes adultes retrouvés), la 

croissance ainsi que la reproduction des nématodes sont présentés en Figure 19. 
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Figure 19 : Survie (A), croissance (B) et reproduction (C) de C. elegans exposé aux sols 

artificiels (i.e. 5 %, à 10 % de tourbe) ainsi qu’au sol naturel LUFA 2.2, préparés en utilisant 

les protocoles normatif et optimisé. 

* : différences significatives avec le sol LUFA 2.2 (données non paramétriques, tests de 

Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

 

Ces résultats montrent une faible survie des organismes adultes pour le sol artificiel 

contenant 10 % de tourbe (i.e. < 2 adultes en moyenne). La croissance et la reproduction des 

nématodes dans les sols artificiels à 5 % et 10 % de tourbe sont également significativement 

inférieures par rapport au sol naturel LUFA 2.2. On peut noter que le critère de reproduction a 

été le plus affecté. Cela est notamment le cas pour le sol artificiel à 10 % de tourbe, où un très 

faible nombre de juvénile (i.e. < 1 juvénile/adulte retrouvé en moyenne) a été comptabilisé, 

quel que soit le protocole appliqué. 

D’autre part, bien que les adultes aient montré une croissance moyenne d’environ 800 

µm dans le sol artificiel à 5 % de tourbe, pour les deux protocoles, les nombres moyens de 

juvéniles retrouvés (i.e. respectivement 18 et 32 juvéniles/adulte introduit) sont inférieurs ou 

proches de la limite du critère de validité du paramètre de reproduction pour cet essai (i.e. ≥ 

30 juvéniles/individus introduits). Ces résultats sont également statistiquement différents par 

rapport au nombre moyen de juvéniles/individus retrouvés comptabilisés dans le sol LUFA 

2.2 (i.e. respectivement 106 et 113 juvéniles/adulte introduit).  

C 
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Ces différences entre les sols artificiels et le sol naturel peuvent être expliquées par la 

teneur élevée en kaolin des substrats artificiels, qui peut provoquer des effets négatifs sur la 

croissance et la reproduction de C. elegans, du moins pour les sédiments artificiels (ISO 

10872, 2010). Par ailleurs, nous avons pu remarquer qu’au cours de l’extraction des 

nématodes à partir des sols artificiels, une partie de la tourbe était retrouvée dans les extraits 

aqueux à l’issue des quatre centrifugations successive. La présence de tourbe flottant dans les 

extraits contenant les nématodes a entrainé une difficulté de comptage des individus récupérés 

à partir des matrices artificielles, pouvant être source d’erreurs.  

En tenant compte de l’écart constaté entre les sols artificiels (e.g. à 5% et 10% de 

tourbe) et le sol naturel LUFA 2.2, nous avons confirmé la non adéquation des matrices 

artificielles en tant que substrat témoin pour la réalisation des essais nématodes. Les essais 

menés par la suite ont donc été réalisés avec du sol naturel LUFA 2.2.  

 

 

 

 

I.2.2. Applicabilité des essais aux éluats de différents substrats témoins 

Dans le but de déterminer l’applicabilité des essais aux extraits aqueux de substrats de 

référence, les nématodes ont été exposés au milieu M9 (milieu témoin) ainsi qu’aux éluats de 

sol artificiel (i.e. 10 % de tourbe) et de sol naturel. Les données de croissance et de 

reproduction acquises pour cet essai sont présentées dans le Tableau 18. 

 

Tableau 18 : Comparaison de la croissance et de la reproduction de C. elegans, exposé au 

milieu M9, aux éluats de sol artificiel ISO ou naturel LUFA 2.2 (quatre réplicats par 

condition). 

 
Croissance (µm) 

Nombre de juvéniles/adulte 
introduit 

 
Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type 

Milieu M9 1198,4 90,2 151,5 19,8 
Eluat de sol artificiel ISO 1180,3 99,1 141,5 12,0 

Eluat de sol naturel LUFA 2.2 1201,2 98,9 157,9 15,5 
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Ces résultats montrent que la croissance et la reproduction du nématode sont 

équivalentes, après exposition des nématodes au milieu M9, aux éluats de sol artificiel ISO et 

de sol naturel LUFA 2.2. Les extraits aqueux de sol artificiel et de sol naturel ont donc été 

utilisés par la suite en remplacement du milieu M9, au cours de l’étude des MF par approche 

indirecte. 

 

I.3. Détermination des rendements d’extraction des organismes pour les 

protocoles d’essai mis en place au laboratoire 

L’étape d’extraction des organismes est une étape clé pour la mesure des différents 

critères d’effets (mortalité, croissance et reproduction). Il est donc apparu essentiel de 

caractériser les rendements d’extraction, plus particulièrement des nématodes et acariens 

juvéniles, pour les protocoles d’essai terrestre mis en place au laboratoire. L’examen de la 

littérature scientifique confirme l’abscence de données dans ce domaine. 

 

I.3.1. Adéquation du protocole d’extraction de C. elegans lors des essais en 

phase solide 

Un protocole d’extraction est proposé dans la norme ISO 10872 (2010) concernant les 

sols, mais aucune donnée n’est fournie à propos des rendements d’extraction des juvéniles. 

Pour les nématodes adultes, ce paramètre fait partie des critères de validité des essais en 

conditions témoins (i.e. extraction > 80 % des individus introduits). Pour rappel, ce protocole 

préconise de rincer à l’eau du réseau les échantillons contenant les nématodes, après 

exposition, puis de centrifuger/éliminer le surnageant. Cette étape est suivie de trois 

extractions successives réalisées à l’aide d’une suspension de silice colloïdale (LUDOX). 

Afin de renseigner les rendements d’extraction des juvéniles, deux séries d’expériences en 

conditions témoins ont été mises en place.  

La première vise à déterminer si les modifications apportées par le protocole optimisé 

n’influent pas sur l’extraction d’un nombre connu d’organismes introduits, par rapport au 

protocole normatif. Cette série d’expériences est présentée dans le Chapitre I.1 de cette partie.  

La seconde vise à déterminer si le protocole d’extraction proposé dans la norme ISO 

10872 (2010) permet d’extraire efficacement les organismes de sols présentant des textures 

différentes. Pour ce faire, les nématodes ont été exposés à trois sols naturels (LUFA 2.2, 

agricole et de forêt ; Tableau 12), en utilisant le protocole optimisé. A l’issue de la période 
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d’exposition, les organismes ont été extraits puis dénombrés séparément dans le surnageant 

(i.e. eau et LUDOX) à chacune des étapes du protocole d’extraction. Une quatrième étape 

d’extraction au LUDOX a également été examinée, afin de déterminer si les indications du 

protocole normatif permettaient d’extraire effectivement la totalité des organismes adultes et 

juvéniles. Les résultats sont présentés en Figure 20. 

Peu d’organismes ont en revanche été récupérés lors de la première extraction à l’eau 

(i.e. aucun adulte et moins de 0,5 % des juvéniles). Les adultes et les juvéniles ont été par 

ailleurs extraits en totalité au cours des trois centrifugations successives des sols avec la 

solution de silice colloïdale. On peut noter que les deux premières séries d’extraction au 

LUDOX ont permis de récupérer la totalité des adultes pour les sols agricole et LUFA 2.2 

(e.g. 70 % pour le sol de forêt), et plus de 90 % des juvéniles pour les trois sols. La quatrième 

série d’extraction au LUDOX confirme l’efficacité des trois étapes d’extraction précédentes 

(i.e. récupération de moins de 0,5 % des adultes et des juvéniles).  

Le protocole d’extraction des nématodes préconisé par la norme ISO 10872 (2010) 

permet donc d’extraire efficacement les nématodes adultes et juvéniles de sols présentant des 

textures différentes. Ce protocole a été par conséquent utilisé en l’état au cours des travaux de 

thèse. 
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Figure 20 : Cumul des pourcentages d’extraction moyens des nématodes adultes (A) et 

juvéniles (B) 
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I.3.2. Adéquation du protocole d’extraction mis en place pour H. aculeifer 

Malgré l’existence d’un protocole standardisé pour l’acarien prédateur H. aculeifer 

(OCDE, 2008), aucune information relative à l’extraction des juvéniles ni à l’efficacité des 

méthodes proposées n’est disponible. L’efficacité du protocole d’extraction mis en place au 

laboratoire a donc été évaluée, en déterminant les rendements d’extraction sur un nombre 

connu de juvéniles introduits dans des sols de différentes textures. 

Les six mêmes sols que ceux utilisés pour le nématode (i.e. sol artificiel ISO, sol 

naturel LUFA 2.2, sol agricole, sol de forêt et deux sols de jardin ; Tableau 12) ont été 

considérés pour évaluer l’influence de la texture sur la récupération des acariens prédateurs. 

Les sols ont été préparés selon la ligne directrice 226 de l’OCDE (2008). Différents scénarios 

de reproduction ont été testés, potentiellement représentatifs de la reproduction de dix 

femelles ayant une reproduction inhibée (e.g. 25 juvéniles/boîte), du critère de validité de la 

reproduction proposé dans la ligne directrice (e.g. 50 juvéniles/boîte) et de reproductions 

optimales (e.g. 100 et 150 juvéniles/boîte). Les résultats sont présentés dans le Tableau 19.  

Pour tous les sols étudiés, les rendements d’extraction moyens ont été compris entre 

61,1 % et 89 % (e.g. écart-types compris entre 0,7 % et 15,1 %). Les analyses statistiques 

intra-sols n’ont montré aucune différence significative entre les résultats obtenus pour chaque 

scénario de reproduction au sein de chaque sol. Le nombre de juvéniles introduits n’a donc 

pas d’influence sur l’extraction de ceux-ci. 
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Tableau 19 : Rendements d’extraction de juvéniles Hypoaspis aculeifer obtenus pour des sols 

des différentes textures (trois réplicats par condition d’essai). 

* : différences significatives avec le sol LUFA 2.2 (données non paramétriques, tests de 

Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

 

Les analyses statistiques inter-sols, comparant entre eux les résultats obtenus pour 

chaque type de sol, ont montré que les rendements d’extraction obtenus pour le sol de forêt 

(i.e. en moyenne 84,3 %) étaient significativement différents par rapport à ceux obtenus pour 

les autres sols (i.e. en moyenne 71,3 % pour le sol ISO, 72,5 % pour le sol LUFA 2.2, 70,7 % 

pour le sol agricole, 75,9 % pour le sol de jardin JM et 72,4 % pour le sol de jardin J). Ces 

résultats indiquent que les juvéniles ne sont pas extraits en totalité de sols artificiel ou naturels 

présentant des textures différentes.  

Malgré cette constatation, il apparaît que les pourcentages d’extraction obtenus pour 

les sols étudiés sont relativement homogènes. On peut donc admettre que le taux d’erreur lors 

de la récupération des acariens juvéniles est similaire pour l’ensemble des conditions d’essai 

(i.e. environ 70 %). 

Sols 
Nombre moyen de juvéniles 

introduits 
Rendement d'extraction moyen (% ± écart-

type) 
Artificiel ISO 25 72,0 ±8,0 

 
50 70,0 ±6,0 

 
100 69,0 ±4,6 

 
150 74,0 ±0,7 

LUFA 2.2 25 62,7 ±4,6 

 
50 78,7 ±6,1 

 
100 72,3 ±15,1 

 
150 76,2 ±5,0 

Agricole 25 70,7 ±12,2 

 
50 68,7 ±8,1 

 
100 82,3 ±2,5 

 
150 61,1 ±12,5 

Forêt* 25 82,0 ±8,5 

 
50 86,7 ±6,1 

 
100 89,0 ±6,1 

 
150 79,6 ±8,3 

Jardin JM 25 80,0 ±4,0 

 
50 72,7 ±3,1 

 
100 75,7 ±4,7 

 
150 75,1 ±3,7 

Jardin J 25 77,3 ±11,5 

 
50 83,3 ±4,2 

 
100 66,7 ±6,8 

 
150 62,4 ±12,6 
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I.4. Evaluation du caractère limitant de la nourriture lors des essais en 

milieu aqueux avec C. elegans 

Les essais avec le nématode C. elegans nécessitent un apport de nourriture en début 

d’essai (e.g. suspension bactérienne d’E. coli de concentration connue). Dans le contexte de 

l’étude des MF par approche indirecte, les éléments contaminants apportés par ces matrices 

peuvent entrainer une toxicité sur les bactéries, diminuant ainsi la concentration bactérienne 

lors des essais. A contrario, les MF issues de déjections peuvent être une source de micro-

organismes tels qu’E. coli, augmentant ainsi la concentration bactérienne lors des essais. 

Même s’il existe des recommandations dans le protocole normatif (ISO 10872, 2010) 

concernant les concentrations bactériennes à utiliser pour les essais en milieu liquide (i.e. 

1000 FAU, soit 1,1*109 cellules/mL) et en phase solide (i.e. 12000 FAU, soit 1,3*1010 

cellules/mL), il n’y a que peu d’informations dans la littérature scientifique concernant la 

tolérance du nématode vis-à-vis des concentrations en bactéries.  

Par conséquent, il est apparu pertinent de déterminer l’effet d’une diminution ou d’une 

augmentation de la quantité de bactéries sur les critères d’effet de croissance et de 

reproduction de C. elegans. Pour cela, différentes suspensions bactériennes ont été testées en 

milieu aqueux à différentes concentrations : 1,0*108 cellules/mL, 5,5*108 cellules/mL, 2,2*109 

cellules/mL et 1,1*1010 cellules/mL (i.e. respectivement équivalentes à 100 FAU, 500 FAU, 

2000 FAU et 10000 FAU). Les résultats, pour chacun des critères d’effet, ont été comparés à 

ceux obtenus pour une concentration en bactéries identique à celle préconisée par le protocole 

normatif pour ce type d’essai. Les tests ont été réalisés en conditions témoin, c'est-à-dire en 

ajoutant 0,5 ml de suspension bactérienne à 0,5 ml de milieu isotonique M9 (i.e. quatre 

réplicats par concentration). Les résultats sont présentés en Figure 21. 
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Figure 21 : Influence de la concentration en bactéries E. coli sur la croissance (A) et la 

reproduction (B) du nématode C. elegans en milieu aqueux 

a, b, c : différences significatives avec la concentration en bactéries de 1,1*109 cellules/mL 

(1000 FAU) (données paramétriques, tests ANOVA et HSD de Tukey ; α = 0,05). 

* : différences significatives avec la concentration en bactéries de 1,1*109 cellules/mL (1000 

FAU) (données non paramétriques, tests de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

 

A 

B 
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La croissance du nématode est similaire pour une concentration en bactéries de 

1,1*109 cellules/mL (i.e. en moyenne : 1088 µm), soit la concentration préconisée par la 

norme ISO 10872 (2010), et de 5,5*108 cellules/mL (i.e. en moyenne : 1044 µm). Pour la plus 

faible concentration en bactérie étudiée (i.e. 1,0*108 cellules/mL), une réduction de la 

croissance d’environ 23 % (i.e. en moyenne : 834 µm) a été observée par rapport aux résultats 

obtenus en conditions témoins. Pour les deux plus fortes concentrations testées (i.e. 2,2*109 

cellules/mL et 1,1*1010 cellules/mL), les croissances mesurées (i.e. en moyenne : 1150 µm et 

1165 µm, respectivement) ont été supérieures d’environ 10 % par rapport à celles mesurées en 

condition témoin. 

Aucune différence significative n’a été déterminée sur la reproduction entre 5,5*108 

cellules/mL et 1,1*109 cellules/mL. Par contre, des quantités dix fois moindre (i.e. 1,0*108 

cellules/mL) ou dix fois plus importantes en nourriture (i.e. 1,1*1010 cellules/mL), par rapport 

à ce qui est préconisé, ont entrainé des effets inhibiteurs d’environ 60 % (i.e. en moyenne : 85 

juvéniles/adulte introduit et 83 juvéniles/adulte introduit, respectivement) pour ce critère. On 

peut noter qu’une reproduction supérieure d’environ 15 % (i.e. 239 juvéniles/adulte introduit) 

par rapport aux résultats acquis en condition témoin (i.e. en moyenne : 206 juvéniles/adulte 

introduit) a été mise en évidence pour la solution à 2,2*109 cellules/mL.  

Compte tenu de ces résultats, on peut considérer que le nématode C. elegans présente 

une certaine tolérance par rapport à la concentration bactérienne préconisée dans le protocole 

normatif pour les essais en milieu aqueux (i.e. 1,1*109 cellules/mL, soit 1000 FAU). En effet, 

les critères de croissance et de reproduction ont été similaires pour des concentrations 

comprises entre 5,5*108 cellules/mL et 2,2*109 cellules/mL. Dans le cadre de l’étude des MF, 

l’apport de nourriture ne devrait donc pas être un facteur limitant pour caractériser les dangers 

de ces matices. 

 

I.5. Evaluation de la sensibilité des deux organismes modèles à différentes 

substances de référence  

Afin de vérifier la sensibilité des organismes modèles, il est coramment admis de 

tester régulièrement une substance chimique dont la toxicité est connue pour chaque espèce. 

Cela permet de suivre les éventuelles variations de la sensibilité des critères d’effet suivis, et 

par conséquent d’envisager, le cas échéant, un renouvellement des souches d’organismes. 
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I.5.1. Sensibilité de C. elegans au BAC C-16 

La substance de référence préconisée pour les essais en milieu liquide est le chlorure 

d’hexadécylbenzyldiméthylammonium monohydrate (BAC C-16) (ISO 10872, 2010), un 

produit surfactant utilisé comme désinfectant. Pour cette substance et d’après le document 

normatif, la CE50 du paramètre de croissance devrait être comprise entre 8 mg/L et 22 mg/L. 

Aucune information n’est en revanche fournie concernant les effets sur la reproduction. Les 

résultats des différents essais réalisés en milieu aqueux avec le BAC C-16 sont présentés dans 

le Tableau 20. 

 

Tableau 20 : Résumé des CE50 obtenues avec C. elegans pour la substance de référence BAC 

C-16. 

Substance :  
BAC C-16 

CE50 croissance 
(mg/L) 

(IC 95%) 
CE50 reproduction 

(mg/L) 
(IC 95%) 

Essai 1 16,4 (16,0 – 17,0) 11,5 (11,2 - 11,9) 

Essai 2 10,8 (10,4 - 11,4) 6,7 (6,0 - 7,2) 

Essai 3 13,3 (12,9 - 13,7) 8,1 (7,7 - 8,3) 

Essai 4 8,3 (7,9 - 8,6) 5,2 (4,9 - 5,4) 

Essai 5 12,6 (12,0 - 13,2) 7,1 (6,4 - 7,6) 

Essai 6 11,5 (10,4 - 13,1) 8,4 (7,9 - 9,2) 

IC 95% : intervalle de confiance à 95% 

 

Les résultats obtenus au laboratoire sur la croissance de C. elegans pour le BAC C-16 

(i.e. 8,3 mg/L < CE50 croissance < 16,4 mg/L) sont en accord avec l’intervalle indiqué dans le 

document normatif. On peut également remarquer que la sensibilité du paramètre de 

reproduction (i.e. 5,2 mg/L < CE50 reproduction < 11,5 mg/L) est du même ordre de grandeur 

que celle du paramètre de croissance pour cette substance. En prenant chaque essai 

individuellement, les CE50 déterminées pour la reproduction sont toutefois toujours inférieures 

par rapport aux CE50 calculées pour la croissance. 

 Aucune substance de référence n’est par contre préconisée pour les matériaux 

solides (i.e. sols et sédiments). En complément de la validation de la sensibilité de notre 

souche de nématode, différentes substances chimiques (i.e. l’acide borique, le chlorure de 

cuivre, le sulfate de nickel et le BAC C-16), ayant une toxicité avérée sur d’autres organismes 
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terrestres, ont été testées afin d’évaluer leur adéquation en tant que substance de référence 

potentielle pour les essais en phase solide.  

Les résultats concernant l’acide borique, le chlorure de cuivre et le sulfate de nickel 

sont détaillés dans l’article concernant l’optimisation des essais terrestre avec C. elegans 

(Chapitre I.1. de cette partie). Quant au BAC C-16, aucun effet n’a été mis en évidence sur les 

différents critères d’effet aux concentrations évaluées (i.e. jusqu’à 100 mg/kg éq. sec, données 

non présentées). 

 

I.5.2. Sensibilité de H. aculeifer à l’acide borique 

 L’acide borique est la substance de référence préconisée pour l’acarien 

prédateur H. aculeifer (OCDE, 2008). Ce produit est utilisé comme antiseptique et insecticide. 

La ligne directrice définit un intervalle de sensibilité acceptable compris entre 100 et 500 

mg/kg (éq. sec) en ce qui concerne les valeurs de CE50 sur la reproduction ; le sol artificiel 

ISO étant utilisé en tant que substrat. Des essais ont été réalisés également avec le sol naturel 

LUFA 2.2, dans le but de comparer les réponses obtenues pour les deux substrats. 

 Les valeurs de toxicité calculées pour le sol artificiel et le sol naturel (i.e. CE50 

= 294,2 mg/kg éq. sec ; IC 95% : 220,5 – 298,2 et CE50 = 214,2 mg/kg éq. sec ; IC 95% : 

191,5 – 236,3, respectivement) sont en accord avec l’intervalle défini dans la ligne directrice 

de l’OCDE. Ces résultats indiquent que le type de substrat n’a pas d’influence sur la toxicité 

de l’acide borique vis-à-vis de H. aculeifer.  

De plus, les valeurs de toxicité obtenues au cours de nos travaux sont similaires aux 

données de l’essais circulaire inter-laboratoire (i.e. CE50 min. – max. : 70,8 mg/kg – 402 

mg/kg ; CE50 moyenne : 296 mg/kg) (Smit et al., 2012). 
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Chapitre II. Evaluation de la sensibilité des organismes 

modèles aux éléments métalliques 

Dans le cadre de l’homologation et de la mise sur le marché des MF, les ETM sont des 

contaminants potentiels dont la teneur doit être mesurée, et se trouver en deçà de valeurs 

seuils définies par la règlementation. Il est donc apparu pertinent de tester la toxicité de 

certains ETM sur le nématode C. elegans et l’acarien prédateur H. aculeifer, ce qui est, par 

ailleurs, peu renseigné dans la littérature scientifique. Les éléments sélectionnés sont parmi 

les plus représentatifs des apports au sol lors de l’épandage de MF (i.e. Cd, Cu, Ni, Pb et Zn). 

Dans un premier temps, les deux organismes ont été exposés à chaque ETM afin de 

déterminer leur toxicité intrinsèque. Les essais avec C. elegans ont été menés en utilisant du 

sol naturel LUFA 2.2, alors que du sol artificiel à 5 % de tourbe a été utilisé avec H. aculeifer. 

Dans un second temps, les ETM cités précédemment ont été testés en mélange, 

conformément aux quatres scénarios décrits au Chapitre II.2.1.2 de la partie Matériels & 

Méthodes. 

Pour les deux organismes, les ETM introduits ont été par la suite dosés par ICP 

(Annexe 3), afin d’exprimer les résultats en fonction de concentrations mesurées. 

 

II.1. Caractérisation de la toxicité des ETM vis-à-vis de C. elegans 

II.1.1. Exposition de C. elegans aux ETM en milieu terrestre  

Les résultats de toxicité mesurés pour cinq métaux (i.e. Cd, Cu, Ni, Pb et Zn), testés en 

utilisant du sol naturel LUFA 2.2 en tant que substrat d’essai, sont présentés en Figure 22, 23 

et 24, respectivement pour le critère de survie, de croissance et de reproduction. Les valeurs 

de CE50/CL50 et de NOEC sont récapitulées dans les Tableaux 21 et 22, respectivement.  

Concernant le cadmium, seule la plus forte concentration testée (i.e. 422 mg Cd2+/kg) 

a entrainé un effet toxique chez le nématode. Nous avons constaté environ 70 % de mortalité 

pour les organismes exposés à cette concentration. L’allure de la courbe 

concentration/réponse obtenue pour ce critère ne permet pas de calculer de CEx par régression 

linéaire. Cependant, la CL50 peut être estimée à environ 300 mg/kg (interpolation linéaire 

entre deux points, 193 mg/kg et 422 mg/kg). La croissance a été réduite de près de 60 % et 90 

% pour les deux plus fortes concentrations évaluées (i.e. 193 mg Cd2+/kg et 422 mg Cd2+/kg), 

alors que la reproduction a été totalement inhibée à ces mêmes concentrations.  
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Pour le cuivre, bien que la courbe effets/concentrations obtenue pour la mortalité soit 

plus prononcée par rapport à l’élément précédent, seule la plus forte concentration testée (i.e. 

228 mg Cu2+/kg) a entrainé un effet létal chez les adultes (i.e. environ 80 % de mortalité 

observée par rapport au témoin). De même pour le paramètre de croissance, seule la plus forte 

concentration testée a entrainé une inhibition de ce critère, de l’ordre de 50 %. La 

reproduction a été quant à elle inhibée à plus de 60 %, pour des concentrations supérieures ou 

égales à 82 mg Cu2+/kg.  

Concernant le nickel, la survie a été affectée à partir de 61 mg Ni2+/kg, alors que pour 

le paramètre de croissance, seule la plus forte concentration testée (i.e. 121 mg Ni2+/kg) a 

entrainé un effet significatif par rapport au témoin (i.e. proche de 90 %). La reproduction a été 

inhibée de 60 % pour 61 mg Ni2+/kg, et de plus de 90 % pour les deux plus fortes 

concentrations testées (i.e. 81 mg Ni2+/kg et 121 mg Ni2+/kg).  

Aucun effet significatif n’a été mis en évidence sur la mortalité et la croissance aux 

concentrations maximales de plomb testées (i.e. 316 mg Pb2+/kg). A cette même 

concentration, une diminution d’environ 50 % de la reproduction a été constatée. 

Quant au zinc, seule la plus forte concentration testée (i.e. 290 mg Zn2+/kg) a affecté la 

survie des organismes (diminution proche de 80 % par rapport au témoin). Il en va de même 

pour les critères d’effet de croissance et de reproduction, respectivement réduits d’environ 55 

% et 95 % à cette même concentration. 
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Tableau 21 : Résumé des CL50 et CE50 obtenues avec C. elegans après exposition à du sol 

naturel LUFA 2.2 artificiellement contaminé par différents sels métalliques. 

ETM 
CL50  

(mg/kg) 
(IC 95%) 

CE50 
croissance 
(mg/kg) 

(IC 95%) 
CE50 

reproduction 
(mg/kg) 

(IC 95%) 

Cd2+ n.d. n.d. 174,7 (162,9 - 185,4) 79,1 (68,1 - 90,7) 
Cu2+ 172,5 (149,3 - 200,6) 234,9 (207,2 - 269,7) 85,2 (73,1 - 106,4) 
Ni2+ 75,3 (69,6 - 81,2) 93,6 (88,7 - 98,6) 60,1 (55,8 – 63,0) 
Pb2+ > 316 n.d. > 316 n.d. > 316 n.d. 
Zn2+ 262,1 (242,9 - 281,4) 283,3 (272,1 - 292,4) 236,4 (218,4 - 253,3) 

n.d. : non déterminé 

 

Tableau 22 : Résumé des NOEC obtenues avec C. elegans après exposition à du sol naturel 

LUFA 2.2 artificiellement contaminé par différents sels métalliques. 

 

 

ETM 
NOEC mortalité 

(mg/kg) 
NOEC croissance 

(mg/kg) 
NOEC reproduction 

(mg/kg) 

Cd2+ 193 108 61 

Cu2+ 152 124 54,7 

Ni2+ 61,7 81,1 45,1 

Pb2+ 316 316 206 

Zn2+ 226 226 226 
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Figure 22 : Survie des nématodes adultes exposés au sol LUFA 2.2, artificiellement 

contaminé par différents sels métalliques 

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques mesurés. 

† : valeur de NOEC 
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Figure 23 : Croissance des nématodes adultes exposés au sol LUFA 2.2, artificiellement 

contaminé par différents sels métalliques  

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques mesurés. 

† : valeur de NOEC 
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Figure 24 : Reproduction des nématodes adultes exposés au sol LUFA 2.2, artificiellement 

contaminé par différents sels métalliques 

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques mesurés. 

† : valeur de NOEC 
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Parmi les ETM étudiés avec C. elegans, les concentrations létales et effectives 

médianes ainsi que les concentrations sans effet observé calculées pour le nickel ont été les 

plus faibles (i.e. CL50 et CE50 comprises entre 60,1 mg Ni2+/kg et 93,6 mg Ni2+/kg ; NOEC 

comprises entre 61 mg Ni2+/kg et 193 mg Ni2+/kg), quel que soit le critère d’effet, confirmant 

que cet élément le plus toxique parmis les ETM testés.  

La sensibilité du paramètre de reproduction du nématode pour le cadmium (i.e. CE50 = 

79,1 mg Cd2+/kg) est proche de celle du nickel. Par contre, les critères de croissance et de 

survie des organismes ont été significativement réduits à des concentrations supérieures (i.e. 

NOEC survie = 152 mg Cd2+/kg ; NOEC croissance = 124 mg Cd2+/kg) par rapport au nickel. 

Pour le cuivre, les valeurs de CL50, de CE50 et de NOEC ont été similaires, voire 

légèrement supérieures, aux valeurs déterminées pour le cadmium.  

Les valeurs de CL50 et de CE50 obtenues avec C. elegans pour le zinc (i.e. comprises 

entre 236,4 mg Zn2+/kg et 283,3 mg Zn2+/kg) sont supérieures à celles obtenues pour le 

cuivre. La sensibilité de cet organisme vis-à-vis du zinc est donc plus faible par rapport aux 

ETM cités précédemment. 

Les concentrations de plomb testées n’ont pas permis le calcul de CL50/CE50 sur les 

critères d’effet mesurés. La concentration maximale évaluée (i.e. 316 mg Pb2+/kg) n’a 

entrainé aucun effet ni sur la survie, ni sur la croissance des organismes. La reproduction a été 

significativement réduite de près de 50 % à cette même concentration, alors que les 

concentrations inférieures n’ont entrainé aucun effet (i.e. NOEC reproduction = 206 mg 

Pb2+/kg). On peut donc considérer que le plomb est l’élément le moins toxique parmi les ETM 

testés. 

Par ailleurs, en comparant les valeurs de toxicité obtenues pour chaque ETM, le critère 

d’effet de reproduction apparait plus sensible que les autres critères d’effet mesurés. Ces 

différences de sensibilité sont probantes pour le cadmium et le cuivre, mais plus faibles pour 

le nickel et le zinc. 

 

II.1.2. Exposition de C. elegans à des mélanges d’ETM en milieu terrestre 

Les résultats de l’étude des mélanges d’ETM en phase solide obtenus pour la survie, la 

croissance et la reproduction de C. elegans sont présentés en Figure 25.  



RESULTATS 
 

126 
 

 

 

A 

B 



RESULTATS 
 

127 
 

 

Figure 25 : Survie (A), croissance (B) et reproduction (C) de C. elegans exposé au sol naturel 

LUFA 2.2 artificiellement contaminé par des mélanges d’ETM 

* : différences significatives avec le sol LUFA 2.2 (données non paramétriques, tests de 

Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

a, b, c, d : différences significatives avec le sol LUFA 2.2 (données paramétriques, tests 

ANOVA et HSD de Tukey ; α = 0,05). 

 

 Des effets significatifs, compris entre 73 % et 100 % d’inhibition, ont été 

observés pour la survie et la reproduction des organismes à des concentrations en ETM 

équivalentes aux concentrations acceptables dans les boues (i.e. M), ainsi que pour celles 

correspondant au scénario de « sur-épandage » (i.e. M/10). La croissance a été réduite (i.e. 86 

%) seulement aux concentrations en ETM correspondant aux concentrations acceptables dans 

les boues. Les autres mélanges d’ETM testés n’ont eu aucun effet sur les paramètres mesurés.  

 Ces résultats montrent que des concentrations en ETM équivalentes aux 

quantités maximales annuelles (i.e. M/1000) et sur 10 ans (i.e. M/300) pouvant être 

introduites dans les sols lors de l’épandage de MF n’ont pas d’effet toxique sur le nématode 

C. elegans. Les concentrations équivalentes à celles pouvant être admises dans les MF avant 

incorporation dans les sols ont tout de même présenté une forte toxicité vis-à-vis de cet 

organisme. 

 

C 
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II.1.1. Exposition de C. elegans aux éluats de sols artificiellement contaminés par des 

mélanges d’ETM 

 Les sols artificiellement contaminé avec les différents mélanges des cinq ETM 

ont été utilisés pour effectuer les extractions aqueuses. L’éluat correspondant aux quantités 

annuelles d’ETM pouvant être introduites dans les sols cultivés (i.e. dilution 1/1000ème) n’a 

pas été testé, car les concentrations en ETM potentiellement retrouvées (i.e. inférieures à 1 

mg/L) étaient relativement faibles par rapport aux autres scénarios étudiés. La Figure 26 

présente les résultats obtenus pour la survie, la croissance et la reproduction de C. elegans 

pour les trois autres scénarios. 

Pour la mortalité, la croissance et la reproduction, l’éluat obtenu à partir du sol 

artificiellement contaminé à des concentrations en ETM équivalentes à celles acceptables 

dans les boues (i.e. E (M)) a entrainé une toxicité importante (i.e. comprise entre 77 % et 100 

% d’inhibition par rapport au témoin). Une inhibition de la croissance et de la reproduction a 

également été observée pour les deux autres éluats testés (e.g. 13 % et 33 %). 

Ces résultats montrent que les extraits aqueux des mélanges d’ETM à des 

concentrations représentatives d’une boue peuvent présenter une toxicité vis-à-vis de C. 

elegans, de la même manière que pour l’exposition en phase solide. Par contre, il apparait que 

les éluats des mélanges d’ETM représentatifs d’apport au sol lors de l’épandage de MF 

présentent une toxicité vis-à-vis de C. elegans, du fait d’une certaine mobilité de ces éléments 

et une biodisponibilité plus importante par rapport au sol correspondant. 
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Figure 26 : Survie (A), croissance (B) et reproduction (C) de C. elegans exposé aux éluats de 

sol naturel LUFA 2.2 artificiellement contaminé par différents mélanges d’ETM. 

* : différences significatives avec l’éluat de sol LUFA 2.2 (données non paramétriques, tests 

de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

 

II.2. Caractérisation de la toxicité d’ETM vis-à-vis de H. aculeifer 

II.2.1. Exposition de H. aculeifer aux ETM 

Dans un premier temps, la toxicité des ETM a été testée en exposant les organismes à 

la fois en utilisant du sol artificiel ISO et du sol naturel LUFA 2.2. L’objectif de cette série 

d’expériences était d’avoir un premier niveau de connaissance quand aux effets potentiels de 

ces éléments sur la survie et la reproduction de l’acarien prédateur. D’autre part, l’utilisation 

de ces deux substrats a permis d’identifier leur potentielle influence sur la toxicité des ETM. 

Les données acquises ont été utilisées pour mettre en place une seconde série d’essais (avec le 

sol artificiel ISO), permettant de déterminer plus précisément les valeurs de CLx/CEx.  

Les résultats de la première série, présentés en Figure 27 et 28 respectivement pour le 

sol artificiel et le sol naturel, sont exprimés en fonction des concentrations nominales 

introduites. Pour la seconde série (Figure 29), les résultats sont exprimés en fonction de 

concentrations mesurées par ICP. Les NOEC obtenues pour les deux séries sont présentées 

dans le Tableau 23. 

C 



RESULTATS 
 

131 
 

 

Figure 27 : Reproduction de l’acarien H. aculeifer exposé au sol artificiel ISO, contaminé par 

différents sels métalliques (Série 1) 

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques nominales. 

† : valeur de NOEC 
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Figure 28 : Reproduction de l’acarien H. aculeifer exposéau sol naturel LUFA 2.2 contaminé 

par différents sels métalliques (Série 1) 

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques nominales. 

† : valeur de NOEC 
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Figure 29 : Reproduction de l’acarien H. aculeifer exposé au sol artificiel ISO contaminé par 

différents sels métalliques (Série 2) 

A : Cadmium ; B : Cuivre ; C : Plomb ; D : Nickel ; E : Zinc 

Les concentrations sont exprimées en équivalent d’ions métalliques mesurées. 

† : valeur de NOEC 
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Tableau 23 : Résumé des NOEC déterminées avec H. aculeifer pour le cadmium, le cuivre, le 

nickel, le plomb et le zinc. 

ETM NOEC sol ISO - série 2 (mg/kg) 

Cd2+ 953 

Cu2+ 1840* 

Ni2+ 992 

Pb2+ 715 

Zn2+ 1910* 

* : valeurs par défaut 

Au cours de la première série de tests réalisés avec le sol artificiel ISO, les 

concentrations maximales testées pour le cuivre (i.e. 745 mg Cu2+/kg), le nickel (i.e. 418 mg 

Ni2+/kg), le plomb (i.e. 1490 mg Pb2+/kg) et le zinc (i.e. 480 mg Zn2+/kg) n’ont eu aucun effet 

toxique sur la reproduction des acariens. Pour le cadmium, les deux plus fortes concentrations 

testées (i.e. 613 mg Cd2+/kg et 1226 mg Cd2+/kg) ont entrainé des inhibitions statistiquement 

significatives de l’ordre de 25 % par rapport au témoin, sans toutefois faire apparaitre de 

relation concentration/effet distincte.  

En se focalisant sur les essais réalisés avec le sol naturel LUFA 2.2, les concentrations 

maximales évaluées pour le cuivre (i.e. 745 mg Cu2+/kg), le plomb (i.e. 1490 mg Pb2+/kg) et 

le zinc (i.e. 480 mg Zn2+/kg) n’ont eu aucun effet toxique sur le critère d’effet de 

reproduction. Des effets significatifs, compris entre 35 % et 45 % d’inhibition par rapport au 

témoin, ont été déterminés sur le paramètre de reproduction pour des concentrations 

comprises entre 204 mg Cd2+/kg et 1226 mg Cd2+/kg. De façon identique au sol ISO, ces 

résultats n’ont pas permis de mettre en évidence une relation concentration/effet nette. Les 

deux plus fortes concentrations testées pour le plomb (i.e. 745 mg Pb2+/kg et 1490 mg 

Pb2+/kg) ont entrainé des effets sur la reproduction (i.e. 40 % et 50 % d’inhibition, 

respectivement). Par ailleurs, la réponse des organismes concernant le cuivre, le plomb et le 

zinc a été similaire pour les deux substrats utilisés. 

Au cours de la seconde série d’expérimentations, les concentrations maximales 

évaluées pour le cuivre et le zinc (i.e. 1840 mg Cu2+/kg et 1910 mg Zn2+/kg, respectivement) 

n’ont entrainé aucun effet sur la reproduction de l’acarien H. aculeifer. Pour le cadmium, le 

plomb, ainsi que pour le nickel, seules les concentrations maximales testées (i.e. 1839 mg 

Cd2+/kg, 1870 mg Ni2+/kg et 1780 mg Pb2+/kg) ont entrainé une inhibition de la reproduction, 

de l’ordre de 50 %.  
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Ces résultats montrent que l’acarien H. aculeifer est relativement peu sensible aux cinq 

ETM évalués, présentant des NOEC comprises entre 715 mg/kg et 1910 mg/kg pour la 

seconde série d’expériences. On peut raisonnablement estimer que les valeurs de CE50 sont 

proches de 2000 mg/kg pour le cadmium, le nickel et le plomb.  

 

II.2.2. Exposition de H. aculeifer aux mélanges d’ETM 

 La toxicité des mélanges d’ETM a également été étudiée pour H. aculeifer, de 

la même manière que pour C. elegans. Concernant l’acarien, les essais ont été menés en 

utilisant du sol artificiel ISO ainsi que du sol naturel LUFA 2.2. Les résultats obtenus pour les 

critères de survie et de reproduction sont présentés en Figure 30.  

 Les concentrations en ETM équivalentes à celles acceptables dans les boues 

destinées à l’utilisation agricole (i.e. M) n’ont entrainé aucun effet sur la survie des adultes. 

En revanche pour le nombre de juvéniles produits, des inhibitions supérieures à 80 % ont été 

mises en évidence, et ce pour les deux substrats utilisés. Les concentrations en ETM 

représentatives des fluxs limites acceptables dans les sols lors de l’utilisation de MF (i.e. 

M/1000, M/300 et M/10) n’ont entrainé aucun effet sur la survie ni sur la reproduction des 

acariens. 

 Les concentrations en ETM équivalentes aux quantités maximales annuelles 

(i.e. M/1000) et sur 10 ans (i.e. M/300) pouvant être introduites dans les sols lors de 

l’épandage de MF n’ont donc pas d’effet sur H. aculeifer. Seules les concentrations 

équivalentes à celles pouvant être admises dans les MF avant incorporation dans les sols ont 

présenté une forte toxicité vis-à-vis de la reproduction de cet organisme, et ce pour les deux 

substrats utilisés. 
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Figure 30 : Survie (A) et reproduction (B) de H. aculeifer exposé au sol artificiel ISO et 

naturel LUFA 2.2 contaminés avec des mélanges d’ETM. 

* : différences significatives avec les témoins respectifs de chaque série (données non 

paramétriques, tests de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 
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Chapitre III. Caractérisation des dangers de différentes MF 

avec C. elegans et H. aculeifer 

Les MF étudiées proviennent de deux campagnes de prélèvements successives. La 

première série d’échantillons comprend une boue chaulée, une boue de désencrage, un fumier, 

un compost de déchets ménagers ainsi que des cendres. La seconde série comprend une boue 

digérée et séchée, une boue pelletée, une boue digérée ainsi qu’un compost de boue. Ces MF 

ont été étudiées en utilisant différents scénarios d’épandage (i.e. 1X, 5X, 10X, 50X et 100X le 

taux d’application recommandé pour chaque MF). L’intégralité des MF a été testée avec C. 

elegans, alors que seule la seconde série a été testée avec H. aculeifer.  

Le sol naturel LUFA 2.2 a été utilisé en tant que substrat d’essai pour les nématodes 

pour l’approche directe. Les acariens prédateurs ont, quant à eux, été exposés à des 

préparations réalisées avec du sol artificiel ISO, en accord avec les recommandations du 

protocole normatif. De plus, le sol naturel LUFA 2.2 a également été utilisé en tant que 

substrat d’essai, afin de pouvoir comparer la réponse des deux organismes. Pour la 

caractérisation des dangers des MF par approche indirecte (i.e. extraits aqueux des mélanges 

de sol et de MF) avec C. elegans, les éluats des préparations réalisées avec le sol naturel 

LUFA 2.2 ont été testés, afin de comparer les réponses obtenues pour les deux approches. 

Dans le contexte de l’intégration du nématode aux batteries de bio-essais, les extraits aqueux 

des préparations réalisées avec du sol artificiel ISO ont également été considérés. 

 

III.1. Exposition de C. elegans aux mélanges de sol et de MF 

III.1.1. Exposition par approche directe 

Les MF étudiées n’ont entrainé aucun effet sur la survie des nématodes adultes 

(données non présentées). Les résultats de l’exposition aux MF obtenus pour les critères 

d’effet de croissance et de reproduction de C. elegans sont présentés en Figure 31 et en Figure 

32, respectivement. 
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Figure 31 : Croissance de C. elegans exposé aux MF par approche directe 

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

a, b, c : différences significatives intra-sols (données paramétriques, tests ANOVA et HSD de Tukey ; α = 0,05). 
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Figure 32 : Reproduction de C. elegans exposé aux MF par approche directe 

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

* : différences significatives intra-sols (données non paramétriques, tests de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 
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Aucun effet significatif (i.e. supérieur à 10 % d’inhibition) n’a été observé sur le 

critère de croissance des organismes, quel que soit le taux d’application testé, pour sept des 

neuf MF étudiées (i.e. la boue chaulée, la boue de désencrage, le fumier, le compost de 

déchets ménagers, la boue pelletée, la boue digérée ainsi que le compost de boue). En 

revanche, pour les cendres et de la boue digérée et séchée, les deux plus forts taux 

d’application testés (i.e. 50X et 100X) ont entrainé une inhibition significative de la 

croissance (i.e. entre 14 % et 84 %). 

Concernant la reproduction des nématodes, le fumier, le compost de déchets ménagers 

ainsi que la boue pelletée n’ont entrainé aucun effet sur ce paramètre, quel que soit le taux 

d’application testé. Pour la boue chaulée et la boue de désencrage, des inhibitions 

significatives de la reproduction (i.e. 89 % et 43 %, respectivement) ont été observées, après 

exposition aux mélanges contenant 100X la dose d’application de ces matières. Pour les 

cendres, la boue digérée et séchée ainsi que le compost de boue, les deux plus forts taux 

d’application utilisés (i.e. 50X et 100X) ont entrainé des inhibitions de ce paramètre 

comprises entre 40 % et 95 %. On peut également noter que des effets positifs (i.e. effet 

d’hormèse), de l’ordre de 20 % par rapport au témoin, ont été mesurés pour les taux 

d’application intermédiaires (i.e. 5X et/ou 10X) du compost de déchets, des cendres ainsi que 

de la boue digérée. 

Les MF étudiées par approche directe ne présentent donc pas de toxicité vis-à-vis de 

C. elegans à la dose d’application recommandée. Les deux taux les plus élevés (i.e. 50X et 

100X) de certaines MF ont eu des effets inhibiteurs sur les critères d’effet mesurés. L’analyse 

de ces résultats a permis de faire ressortir les MF ne présentant pas de toxicité par approche 

directe aux taux d’applications utilisés (i.e. le fumier, le compost de déchets et la boue 

digérée) par rapport aux MF ayant entrainé une toxicité sur C. elegans (i.e. la boue chaulée, la 

boue de désencrage, les cendres, le compost de boues, la boue pelletée ainsi que la boue 

digérée et séchée) 

 

III.1.2. Exposition de C. elegans aux éluats des mélanges sol/MF 

Les résultats obtenus sur les paramètres de croissance et de reproduction sont 

présentés en Figure 33 et 34, respectivement. Les éluats réalisés à partir des mélanges de sol 

naturel LUFA 2.2 et de MF n’ont entrainé aucun effet sur la survie des organismes adultes 

(données non présentées).  
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Pour le critère de croissance, les extraits aqueux de la boue de désencrage, du compost 

de déchets ménagers, de la boue digérée et séchée ainsi que de la boue digérée n’ont entrainé 

aucun effet, quel que soit le taux d’application testé. En revanche, l’éluat du plus fort taux 

d’application (i.e. 100X) du fumier, ainsi que les éluats des deux plus forts taux d’application 

(i.e. 50X et 100X) de la boue chaulée, des cendres, de la boue pelletée et du compost de boue 

ont entrainé une inhibition de la croissance, comprise entre 15 % et 39 %. 

Les éluats des mélanges réalisés avec la boue de désencrage, le fumier, le compost de 

déchets ménagers, la boue digérée et séchée ainsi que la boue digérée n’ont eu aucun effet sur 

la reproduction, quel que soit le taux d’application. Par contre, l’éluat du plus fort taux 

d’application (i.e. 100X) de la boue chaulée, ainsi que les éluats des deux taux d’application 

les plus élevés (i.e. 50X et 100X) des cendres, de la boue pelletée et du compost de boue ont 

entrainé un inhibition de la reproduction, comprise entre 17 % et 92 %. Des effets « positifs » 

(i.e. effet d’hormèse), compris entre 24 % et 70 %, ont également été observés pour les 

extraits aqueux du plus fort taux d’application du compost de déchets, de la boue digérée et 

séchée ainsi que de la boue digérée. 
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Figure 33 : Croissance de C. elegans exposé aux éluats des mélanges de de MF et de sol naturel LUFA 2.2. 

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

a, b, c, d : différences significatives intra-éluats (données paramétriques, tests ANOVA et HSD de Tukey ; α = 0,05). 
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Figure 34 : Reproduction de C. elegans exposé aux éluats des mélanges de MF et de sol naturel LUFA 2.2. 

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

* : différences significatives intra-éluats (données non paramétriques, tests de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 
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La comparaison des résultats obtenus sur extraits aqueux obtenus des mélanges 

sol/MF fait apparaître des effets similaires entre les deux approches pour le fumier, le 

compost de déchets, la boue digérée, la boue chaulée, les cendres, la boue pelletée et le 

compost de boue. La boue de désencrage ainsi que la boue digérée et séchée ont eu des effets 

délétères sur le nématode par approche directe, alors que les éluats de ces mêmes mélanges 

n’ont entrainé aucun effet. 

Les résultats pour les paramètres de croissance et de reproduction du nématode, dans 

le cas des extraits aqueux issus des mélanges de sol artificiel ISO et de MF sont présentés en 

Figure 35 et 36, respectivement. Aucun effet n’a été mis en évidence sur la survie des 

organismes adultes (données non présentées). Les éluats des mélanges réalisés avec la boue 

de désencrage, le compost de déchets ménagers, la boue digérée et séchée, la boue pelletée 

ainsi qu’avec la boue digérée n’ont entrainé aucun effet sur la croissance, indépendamment du 

taux d’application testé. En revanche, les éluats des deux taux d’application les plus élevés 

(i.e. 50X et 100X) ont quant à eux entrainé une inhibition de la croissance des nématodes, 

comprise entre 17 % et 29 %.  

Les éluats de sol artificiel ISO en mélange avec la boue de désencrage, le fumier, le 

compost de déchets ménagers, la boue digérée et séchée, la boue pelletée ainsi que la boue 

digérée n’ont entrainé aucun effet sur la reproduction, quel que soit le taux d’application 

utilisé. A contrario, l’éluat du plus fort taux testé (i.e. 100X) de la boue chaulée, ainsi que les 

éluats des deux taux les plus élevés (i.e. 50X et 100X) des cendres, de la boue pelletée et du 

compost de boue ont entrainé une inhibition significative du nombre de nématodes juvéniles 

produits, comprise entre 58 % et 88 %. On peut également noter que des effets positifs, 

compris entre 10 % et 49 %, ont été mesurés pour les extraits aqueux du plus fort taux 

d’application de la boue de désencrage, du compost de déchets ainsi que de la boue digérée. 

Pour les éluats des mélanges de MF et de sol naturel LUFA 2.2, les effets observés 

apparaissent globalement similaires à ceux observés avec le substrat artificiel, ne permettant 

pas de privilégier l’un ou l’autre substrat. 
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Figure 35 : Croissance de C. elegans exposé aux éluats des mélanges de MF et de sol artificiel ISO.  

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

a, b, c, d : différences significatives intra-éluats (données paramétriques, tests ANOVA et HSD de Tukey ; α = 0,05). 
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Figure 36 : Reproduction de C. elegans exposé aux éluats des mélanges de MF et de sol artificiel ISO. 

BCh : Boue chaulée ; BDes : Boue de désencrage ; Fu : Fumier ; CDe : Compost de déchets ; Ce : Cendres ; BDiSe : Boue digérée et séchée ; 

BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost de boue 

* : différences significatives intra-éluats (données non paramétriques, tests de Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 
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III.2. Exposition de H. aculeifer aux mélanges de sol et de MF 

Les résultats relatifs à la survie et à la reproduction de H. aculeifer pour les mélanges 

de MF et de sol artificiel ISO sont présentés en Figure 37. Concernant la survie des 

organismes adultes, seule la boue pelletée, au plus fort taux d’application testé, a entrainé des 

effets sur ce paramètre (i.e. 92 % d’inhibition). Une inhibition de la reproduction, comprise 

entre 51 % et 100 %, a été constatée pour les deux taux d’application les plus élevés (i.e. 50X 

et 100X) de la boue digérée et séchée ainsi que de la boue pelletée. Il est à noter que des effets 

« positifs » (i.e. effet d’hormèse), de l’ordre de 50 % par rapport au témoin, ont été mis en 

évidence pour les deux plus forts taux d’application (i.e. 50X et 100X) de la boue digérée. 
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Figure 37 : Survie (A) et reproduction (B) de H. aculeifer exposé aux mélanges de MF et de 

sol artificiel ISO.  

BDiSe : Boue digérée et séchée ; BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost 

de boue 

* : différences significatives avec le sol ISO (données non paramétriques, tests de Kruskal-

Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 

 

Les résultats de l’exposition de H. aculeifer aux mélanges de MF et de sol naturel 

LUFA 2.2 sont présentés en Figure 38. Seul le plus fort taux testé de la boue pelletée (i.e. 

100X) a entrainé une diminution de la survie des adultes (i.e. 85 %). Concernant le critère de 

reproduction, des inhibitions comprises entre 42 % et 100 % ont été déterminées pour les 

deux taux les plus élevés (i.e. 50X et 100X) de la boue digérée et séchée ainsi que de la boue 

pelletée. De plus, les effets mesurés pour 10X, 50X et 100X la dose d’application 

recommandée de la boue digérée ont montré une tendance d’effet « positif », de l’ordre de 20 

% - 30 %. Les résultats obtenus pour les mélanges de MF réalisés avec du sol naturel LUFA 

2.2 sont donc en accord avec les résultats obtenus pour les mélanges réalisés avec le substrat 

artificiel.  
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Figure 38 : Survie (A) et reproduction (B) de H. aculeifer exposé aux mélanges de MF et de 

sol naturel LUFA 2.2.  

BDiSe : Boue digérée et séchée ; BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost 

de boue 

* : différences significatives avec le sol LUFA 2.2 (données non paramétriques, tests de 

Kruskal-Wallis et post-hoc de Dunn ; α = 0,05). 
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Les MF issues de la seconde campagne de prélèvements ne présentent pas de toxicité 

vis-à-vis de l’acarien prédateur H. aculeifer à la dose d’application recommandée (i.e. 1X), 

quel que soit le substrat utilisé. Parmi les différents taux d’application testés (i.e. de 5X à 

100X), les deux taux les plus élevés (i.e. 50X et 100X) de certaines MF ont entrainé des 

effets, plus particulièrement sur la reproduction.  

 

III.3. Bilan de l’exposition des organismes aux MF 

Les MF sont des matrices complexes composées d’un cocktail d’éléments (i.e. 

fertilisants et potentiellement de contaminants). Une première approche a été envisagée afin 

de déterminer s’il existe un lien entre la composition des MF et les effets toxiques/d’hormèse 

chez le nématode et l’acarien prédateur. Parmi les MF étudiées, une corrélation entre la teneur 

en éléments contaminants et les effets d’inhibition observés a pu être mis en évidence pour 

deux MF (e.g. les cendres ainsi que la boue digérée et séchée). Par contre, à concentrations en 

contaminants équivalentes, certaines MF ont entrainé des effets toxiques (e.g. boue digérée et 

séchée) alors que d’autres (e.g. boue digérée) ont entrainé des effets d’hormèse chez les deux 

organismes modèles. Se pose également la question de la toxicité du compost de boue, 

faiblement contaminé, qui a entrainé une toxicité sur la reproduction du nématode. Cette 

hétérogénéité de la réponse des organismes en fonction de la composition des MF a également 

été mise en évidence par Domene et al. (2007) sur le collembole F. candida.  
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Partie IV. DISCUSSION 
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La valorisation agricole des MF, et plus particulièrement des boues issues du 

retraitement des eaux, suscite de nombreuses interrogations concernant leur innocuité vis-à-

vis de l’environnement. Ainsi, depuis une quinzaine d’années, des actions de recherche sont 

menées dans le but de développer des outils permettant de caractériser les dangers de ces 

matrices complexes. 

Dans ce contexte, le sujet de cette thèse a concerné l’intérêt et l’applicabilité des essais 

utilisant le nématode Caenorhabditis elegans et l’acarien prédateur Hypoaspis aculeifer à 

l’étude de l’écotoxicité des MF. L’objectif principal des travaux présentés visait à déterminer 

la pertinence d’intégrer les essais utilisant C. elegans et H. aculeifer dans les stratégies 

d’évaluation des MF. Ces deux invertébrés ont été sélectionnés de prime abord car 

complémentaires en termes de chaîne trophique et de rôle fonctionnel dans les écosystèmes 

par rapport à d’autres invertébrés utilisés plus classiquement (i.e. vers de terre, collemboles 

et/ou enchytréides).  

Les travaux présentés se sont déroulés en trois étapes complémentaires. Tout d’abord, 

nous avons cherché à savoir si les protocoles d’essais mis en place au laboratoire pour les 

deux invertébrés étaient applicables à l’étude de matrices solides telles que les sols et les MF. 

Ce questionnement nous a conduits à améliorer le protocole d’essai du nématode C. elegans 

pour ce type de matrices. Par la suite, nous nous sommes demandés si les 

concentrations/apports de contaminants préconisés dans la règlementation concernant 

l’utilisation des MF, dans notre cas les ETM, pouvaient présenter une toxicité vis-à-vis des 

deux organismes modèles. Enfin, des typologies différentes de MF ont été testées avec C. 

elegans et H. aculeifer.  

Cette discussion s’intéresse, en premier lieu, aux intérêts et à certains questionnements 

à propos des essais réalisés. En second lieu, les sensibilités du nématode et de l’acarien 

prédateur vis-à-vis des substances chimiques (i.e. substances de référence et ETM) ont été 

positionnées par rapport à celles d’autres invertébrés terrestres. Finalement, les réponses 

obtenues avec les deux organismes modèles après exposition aux MF ont été comparées à 

celles obtenues avec d’autres organismes, afin de juger la pertinence d’intégrer C. elegans et 

H. aculeifer aux batteries de bio-essais. Cela a ainsi conduit à proposer une batterie d’essais 

optimale, applicable dans le cadre de l’homologation des MF. 
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Chapitre I. Intérêts et limitations des essais utilisant C. 

elegans et H. aculeifer  

La mise en pratique des essais avec le nématode et l’acarien prédateur a permis 

d’acquérir un certain recul sur ces derniers, et ainsi identifier les intérêts de ces essais ainsi 

que soulever certains questionnements.  

 

I.1. Intérêt des essais 

I.1.1. Essais avec le nématode C. elegans  

Parmi les avantages du nématode C. elegans, on peut tout d’abord noter un cycle de 

vie court (i.e. reproduction 96 h après éclosion à 20 °C), une durée de vie courte (i.e. 21 jours 

à 20 °C) et une forte fécondité (Byerly et al., 1976). Ainsi, les essais de toxicité chronique 

sont relativement courts (i.e. 96 h) par rapport aux invertébrés aquatiques (i.e. 7 jours pour le 

cladocère Cerodaphnia dubia, ISO 20665, 2008 ; 21 jours pour le cladocère Daphnia magna) 

et terrestres (i.e. 28 jours pour le collembole Folsomia candida, ISO 11267, 2012 ; 42 jours 

pour l’enchytréide Enchytraeus albidus, ISO 16387, 2008 ; 56 jours pour le vers de terre 

Eisenia fetida, ISO 11268-2). La petite taille des nématodes (i.e. environ 1 mm pour les 

adultes) permet également de réaliser les essais en microplaques, ce qui conduit à un gain 

d’espace, et ne nécessite qu’une faible quantité d’échantillon à tester (i.e. 0,5 mL pour les 

échantillons liquides et 0,5 g équivalent sec pour les échantillons de sol/sédiment). 

Le protocole normatif utilisant C. elegans comme organisme modèle (ISO 10872, 

2010) a été développé pour évaluer préférentiellement la toxicité des sédiments et des 

matrices liquides. Il permet également, dans une moindre mesure, la caractérisation de 

l’écotoxicité des sols. Cette applicabilité multi-matrice est un avantage par rapport aux essais 

existants sur d’autres organismes et a permis d’étudier et de comparer la toxicité des MF par 

approche directe (i.e. mélanges de sol et de MF) ainsi qu’indirecte (i.e. éluats des mélanges de 

sol et de MF). Les résultats obtenus au cours de ces travaux ont également montré que la 

croissance et la reproduction du nématode étaient répétables et reproductibles quelle que soit 

le type de matrice étudiée (Annexe 2). Ces résultats concernant la survie, la croissance et la 

reproduction sont également en accord avec les données publiées par Goussen et al. (2015). 

Ces auteurs ont en effet montré, dans des conditions optimales (i.e. élevage sur gélose 

nutritive à 20 °C), un taux de croissance et un taux de reproduction chez leurs organismes 

similaire à ceux observés dans les conditions témoins de nos études (i.e. croissance moyenne 
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entre 1000 µm et 1200 µm après 96 h ; nombre de juvéniles moyens proche de 150 par adulte 

après 96 h).  

 

I.1.2. Essais avec l’acarien prédateur H. aculeifer 

L’intérêt principal de l’acarien H. aculeifer en tant qu’organisme modèle réside dans 

son rôle de prédateur ainsi que dans la voie spécifique d’exposition de ces organismes. Tout 

comme pour le nématode, H. aculeifer présente également un cycle de vie court (i.e. se 

reproduit après 21 jours à 20 °C), une durée de vie courte (i.e. 2 mois) ainsi qu’une forte 

fécondité (Krogh & Axelsen, 1998). Les essais peuvent être réalisés avec du sol artificiel ainsi 

qu’avec du sol naturel en tant que substrat témoin, contrairement aux essais terrestres avec C. 

elegans. Un autre avantage des essais utilisant H. aculeifer est la durée d’exposition des 

organismes relativement courte (i.e. 14 jours) par rapport aux autres invertébrés terrestres. 

 

I.2. Questionnements relatifs aux essais avec C. elegans 

I.2.1. Influence de la quantité de nourriture 

Dans le cas de l’étude de la toxicité des MF, la présence potentielle de contaminants 

peut affecter la concentration des bactéries ajoutées en début d’essais. Au contraire, la 

présence de micro-organismes dans ces MF peut également entrainer une augmentation de la 

quantité de bactéries disponibles pour le nématode. Il est donc apparu important d’évaluer 

l’influence que pouvait avoir la densité bactérienne sur la croissance et la reproduction du 

nématode. Les résultats obtenus concernant les effets de la densité en bactéries E. coli (e.g. en 

milieu aqueux) ont montré que la densité bactérienne n’entrainait pas d’effet sur la croissance 

et la reproduction du nématode lorsque la concentration en bactéries était comprise entre 

5,8*108 cellules/mL et 2,2*109 cellules/mL. En deçà (i.e. 1,0*108 cellules/mL), la croissance 

et la reproduction du nématode ont été significativement réduites. Au-delà (i.e. 1,1*1010 

cellules/mL), la croissance de C. elegans n’a pas été affectée, alors que la reproduction a été 

inhibée.  

Par comparaison à une exposition sur de l’agar, Venette & Ferris (1998) ont démontré 

que des concentrations en bactéries E. coli comprises entre 106cellules/nématode et 1010 

cellules/nématodes (i.e. soit 107 cellules et 1011 cellules pour 10 organismes introduits) 

n’avaient pas d’influence sur le taux de croissance des populations de C. elegans. Par contre, 
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ces mêmes auteurs ont montré que des concentrations de l’ordre de 105 cellules/nématode (i.e. 

106 cellules pour 10 individus introduits) pouvaient diminuer la croissance de la population 

des organismes.  

Les nématodes consomment environ 106 cellules/individu/jour lorsque ces organismes 

sont élevés sur une gélose (Ferris et al., 1997), soit environ 4*107 cellules en extrapolant à un 

essai de reproduction d’une durée de 96 h. On peut donc considérer que les bactéries 

introduites lors des essais par approche directe à la matrice solide (i.e. 1,2*1010 cellules/mL) 

ou en considérant une matrice liquide (i.e. 1,1*109 cellules/mL) sont en excès par rapport à ce 

qui est potentiellement consommé en condition optimale sur une gélose nutritive.  

Venette & Ferris (1998) ont montré qu’une augmentation de la concentration en 

bactéries (i.e. 106 cellules/nématode) pouvait entrainer une inhibition des taux de croissance 

de populations d’autres espèces de nématodes (i.e. Acrobeles buetschlii (de Man) et 

Caenorhabditis briggsae (Maupas)). Les effets inhibiteurs constatés sur la reproduction de C. 

elegans à la plus forte concentration en bactéries testée (i.e. 1,1*1010 cellules/mL) peuvent 

être expliqués par une diminution de l’efficacité du nourrissage des organismes, limitée par la 

taille des juvéniles à l’introduction (Jager et al., 2005),  ralentissant ainsi le temps de 

génération des organismes. Une quantité trop importante de bactéries peut également modifier 

la pression osmotique du milieu, qui devient défavorable pour les nématodes (Venette & 

Ferris, 1998). 

 

I.2.2. Efficacité de l’extraction des juvéniles 

Les nématodes doivent être extraits des substrats étudiés afin de mesurer la mortalité, 

la croissance et la reproduction. La question de l’efficacité de la méthode d’extraction des 

organismes, plus particulièrement des juvéniles, et de l’incertitude associée à cette étape, se 

pose. Les résultats des rendements d’extraction des juvéniles obtenus pour des sols naturels de 

différentes textures ont été compris entre 71,7 % et 95,2 % pour le protocole optimisé, 

démontrant ainsi que les juvéniles ne sont pas extraits en totalité des sols. Compte tenu de ces 

résultats, il semble important de considérer, à terme, un taux de recouvrement minimal des 

nématodes juvéniles lorsque l’on s’intéresse à la caractérisation de l’écotoxicité des matrices 

complexes à l’aide de cet essai.  
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I.2.3. Dénombrement des juvéniles 

Les nématodes présentent une reproduction importante. Cela implique un nombre 

conséquent de juvéniles à dénombrer à l’issue des essais. Afin d’optimiser le temps de 

comptage des organismes, des méthodes de sous-échantillonage des extraits aqueux contenant 

les nématodes pourraient être mises en place. Les quelques essais réalisés (données non 

présentées) n’ont pas permis de juger la pertinence de cette approche. Par ailleurs, Grosjean et 

al. (2004) ont développé une méthode automatisée de comptage et de mesure des micro-

invertébrés (Zooscan). Il serait pertinent et intéressant d’évaluer son adéquation pour ce type 

d’essai. 

 

I.2.4. Applicabilité des essais aux matrices artificielles 

Le protocole normatif recommande l’utilisation de sol naturel LUFA 2.2 en tant que 

substrat témoin, alors que le sol artificiel ISO est recommandé pour les essais utilisant 

d’autres organismes terrestres (i.e. vers de terre, collemboles, enchytréides et acariens 

prédateurs). Nous nous sommes donc intéressés à l’applicabilité des essais utilisant C. elegans 

aux matrices artificielles. Les résultats obtenus ont montré que ce type de matrice n’était pas 

adapté en tant que substrat témoin. Il est à noter que, pour les sédiments artificiels, la teneur 

en kaolin a été identifiée comme pouvant être limitante pour le bon déroulement de l’essai 

lorsque celle-ci était supérieure à 5 % (ISO 10872, 2010). En ce qui concerne le sol artificiel 

ISO, la teneur en kaolin est de 20 %, ce qui pourrait expliquer la non applicabilité de cette 

matrice à la réalisation des essais.  

Cependant, nos résultats sont en contradiction avec les travaux de Peredney (2004) 

ainsi que les recommandations de la norme ASTM E2172 (2008), qui tous les deux proposent 

pour les essais de mortalité, une matrice artificielle. La composition de cette matrice est 

d’autre part identique au sol artificiel ISO, et l’hydratation des échantillons (i.e. 64 % du 

poids sec) est comparable à celle proposée par le protocole ISO (i.e. 40 % du poids sec). 

Seules les différences de masse d’échantillon entre les deux protocoles (i.e. 0,5 g éq. sec pour 

la norme ISO et 2,33 g éq. sec pour la norme ASTM) ainsi que de durée d’équilibration de 

l’hydratation des échantillons (i.e. 48 h lors des travaux présentés et 7 jours lors des travaux 

de Peredney, 2004) pourraient permettre d’expliquer cette différence.  
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I.3. Questionnements relatifs aux essais avec H. aculeifer 

I.3.1. Apports de nourriture 

L’apport de nourriture est une des limitations potentielles des essais avec H. aculeifer. 

En premier lieu car les acariens T. putrescentiae ne sont pas dénombrés lors des nourrissages 

des acariens prédateurs, les femelles H. aculeifer devant être nourries ad libitum lors des 

essais (OCDE, 2008). En second lieu, car les effets toxiques potentiels engendrés par les 

substances/matériaux testés sur les organismes utilisés en tant que proies ne sont pas évalués 

(Krogh & Axelsen, 1998). Afin de pallier ces problèmes, la présence de proies a été vérifiée à 

chaque nourrissage. Au cours des essais, des individus T. putrescentiae étaient retrouvés d’un 

nourrissage à l’autre pendant la phase d’exposition des acariens prédateurs, et cela également 

pour des substances/MF ayant eu une toxicité significative sur la reproduction de H. aculeifer. 

La quantité de nourriture apportée, estimée visuellement à une cinquantaine d’individus T. 

putrescentiae par nourrissage, a donc été jugée suffisante pour mener les essais.  

 

I.3.2. Efficacité de l’extraction des acariens juvéniles 

Il existe une incertitude concernant l’extraction des acariens prédateurs juvéniles, de la 

même manière que pour les essais en milieu terrestre avec C. elegans. En regard des 

recommandations de la ligne directrice de l’OCDE (2008) à propos de la méthode 

d’extraction de H. aculeifer, une certaine liberté est permise quant à la mise en place du 

système Berlèse-Tullgren, ainsi qu’au système de récupération des acariens. Pour la méthode 

utilisée lors des travaux de thèse, les rendements d’extraction des juvéniles H. aculeifer 

obtenus pour des sols naturels de différentes textures ont été compris entre 61,1 % et 89 %, 

démontrant ainsi que les juvéniles ne sont pas extraits en totalité des sols. Ainsi, les remarques 

formulées sur le nématode concernant l’importance de suivre le taux de récupération des 

juvéniles lors de l’applicabilité de cet essais aux matrices complexes peuvent être reprises ici 

concernant les essais avec H. aculeifer.  
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Chapitre II. Sensibilités de C. elegans et de H. aculeifer aux 

substances chimiques, comparées à d’autres organismes terrestres 

Ce chapitre est consacré à la comparaison de la sensibilité des différents critères 

d’effet suivis chez le nématode et l’acarien prédateur par rapport à d’autres invertébrés 

terrestres utilisés en écotoxicologie. 

La première section de ce chapitre compare les réponses des critères d’effet suivis 

chez C. elegans et H. aculeifer les uns par rapport aux autres. La complémentarité et/ou la 

redondance de ces critères pour chacun des organismes étudiés, ainsi que l’intérêt de ces 

critères, y sont discutés. 

La seconde section de ce chapitre positionne la sensibilité du nématode et de l’acarien 

prédateur vis-à-vis de l’acide borique, par rapport à d’autres invertébrés du sol. 

La troisième et dernière section de ce chapitre aborde la comparaison de la sensibilité 

de C. elegans et H. aculeifer aux ETM par rapport à d’autres organismes terrestres. 

 

II.1. Sensibilités comparées des critères d’effet mesurés chez C. elegans et 

H. aculeifer 

II.1.1. Comparaison des critères d’effet de C. elegans 

Les données de toxicité obtenues au cours des travaux de thèse concernant les MF ont 

été synthétisées sous la forme de ratios mortalité/croissance, mortalité/reproduction et 

croissance/reproduction (i.e. pourcentages d’inhibition pour les MF) (Figure 39). Les ratios < 

1 et compris entre 1 et 2 correspondent à des sensibilités identiques, le ratio > 2 à des 

sensibilités proches, et le ratio > 5 à des sensibilités significativement différentes.  

A l’égard de la caractérisation des dangers des MF par approche directe, les ratios 

croissance/reproduction ont été inférieurs à 2 pour plus de 90 % des mélanges de sol et de MF 

testés. Ces mêmes ratios ont également été inférieurs à 2 pour environ 80 % des éluats testés. 

Ainsi, la reproduction apparait plus sensible que la croissance (i.e. ratio > 5) pour seulement 

2,2 % à 4,4 % des échantillons testés. 
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Figure 39 : Récapitulatif des ratios croissance/reproduction de C. elegans obtenus pour les 

mélanges de sol LUFA 2.2 et de MF (A), pour les éluats de ces mélanges (B) ainsi que pour 

les éluats des mélanges réalisés avec du sol artificiel ISO (C). 

 

Pour la substance de référence BAC C-16, les ratios croissance/reproduction ont été 

compris entre 1,4 et 1,8. Les trois ratios cités précédemment ont été compris entre 0,8 et 1,6 

pour le nickel et le zinc. Les ratios mortalité/reproduction et croissance/reproduction obtenus 

pour le cuivre et le cadmium ont été compris entre 2,0 et 2,7.  

A l’exception du nickel et du zinc pour lesquels la reproduction semble être 

légèrement plus sensible en comparaison aux autres paramètres suivis, la sensibilité observée 

d’une façon générale pour les trois paramètres biologiques suivis chez le nématode est 

apparue similaire après exposition aux autres métaux, au BAC C-16 ainsi qu’aux différentes 

MF testées. Ce constat nous amène à nous interroger sur l’intérêt de conserver ces trois 
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critères d’effet. Le seul critère de croissance pourrait, en effet, être suffisant pour caractériser 

l’écotoxicité des MF vis-à-vis de cet organisme dans nos conditions d’expérience. 

 

II.1.2. Comparaison des critères d’effet de H. aculeifer 

Les résultats obtenus avec l’acarien prédateur H. aculeifer indiquent que l’acide 

borique, les ETM ainsi que les MF testées ont une toxicité limitée sur la survie des adultes 

(e.g. aucun effet de l’acide borique ni des ETM, seule une MF a entrainé des effets 

significatifs sur ce paramètre). Dans la majorité des cas, la reproduction s’est révélée être plus 

sensible que le suivi de la survie des organismes. Pour ce critère, des valeurs de CE50 ont été 

calculées après exposition à l’acide borique. D’autre part, deux des quatre MF testées ont 

entrainé une diminution du nombre de juvéniles produits.  

 

II.1.3. Hypothèses d’explication des effets hormétiques observés chez les deux 

organismes 

Lors de l’évaluation des MF avec C. elegans et H. aculeifer, certaines matières ont 

entrainé des effets « positifs », ou effets hormétiques, sur la reproduction de ces invertébrés 

(e.g. maximum de 90 % pour C. elegans pour l’approche indirecte et de 50 % pour H. 

aculeifer). Ce type d’effet est défini, pour une substance chimique, comme étant une dose-

réponse à deux phases caractérisée par une stimulation des paramètres à faible dose et une 

inhibition à forte dose (Calabrese & Baldwin, 2003).  

Certaines substances potentiellement présentes dans les MF, telles que les surfactants 

ou le nonylphénol (Eriksson et al., 2008 ; Clarke & Smith, 2011), ont des effets hormétiques 

avérés sur les paramètres de croissance et/ou de reproduction des nématodes. Ainsi, Mutwakil 

et al. (1997) ont montré une stimulation de la croissance et de la reproduction du nématode C. 

elegans après exposition à différents surfactants en milieu aqueux. D’autre part, Höss et al. 

(2002) ont également montré une stimulation des paramètres de croissance et de reproduction 

après exposition à de faibles concentrations en 4-nonylphénol (40 µg/L et 66 µg/L). Ainsi, 

l’augmentation du nombre de juvéniles produits pour les éluats des mélanges réalisés avec la 

boue de désencrage, le compost de déchets ainsi que la boue digérée pourrait être attribué à la 

présence de ce type de molécules en faibles concentrations dans les extraits aqueux. De la 

même façon, l’apport via les MF d’éléments nutritifs à des teneurs importantes peuvent 

également avoir une influence sur la croissance et la reproduction des nématodes. Cependant 
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les travaux de Höss et al. (2001) ont montré que l’apport de matière organique dans des 

sédiments n’influençait pas la croissance de C. elegans. Compte tenu des résultats obtenus au 

cours de ces travaux de thèse, il serait intéressant de renseigner sur l’influence potentielle 

d’autres éléments nutritifs présents dans les MF (e.g. N/P/K, notamment). 

Concernant H. aculeifer, il n’existe aucune donnée concernant les effets d’hormèse sur 

le critère de reproduction. Cependant, ce type d’effet particulier a été mis en évidence chez 

l’acarien Oppia nitens (e.g. à 200 mg/kg, 1000 mg/kg et 2000 mg/kg de géraniol, de Cu2+ et 

de Zn2+, respectivement ; Owojori & Siciliano, 2012).  

 

II.2. Sensibilité comparée des organismes terrestres exposés à l’acide 

borique 

L’acide borique, dont les propriétés et les effets basés sur le bore sont bien connus 

(Goldberg, 1997), est une substance chimique préconisée comme substance de référence pour 

les essais utilisant le ver de terre E. fetida (ISO 11268-1 & 2, 2012) ainsi que l’acarien 

prédateur H. aculeifer (OCDE, 2008). Cette substance a également été suggérée en tant que 

substance de référence pour le collembole F. candida, les enchytréides E. albidus (Amorim et 

al., 2011) et E. crypticus (Becker et al., 2011), ainsi que pour l’acarien O. nitens (Princz et al., 

2010). Le tableau 24 résume les données recensées dans la littérature concernant la sensibilité 

des invertébrés terrestres exposés à l’acide borique. 

Lors de notre étude, la CE50 pour le paramètre de reproduction a été calculée à 1259 

mg/kg chez C. elegans, alors que Becker et al. (2011) ont déterminé une CE50 plus faible (i.e. 

747 mg/kg), et relativement proche de celle des vers de terre E. fetida. Ces auteurs indiquent 

également que la variabilité de ce critère pour le nématode peut être élevée, en citant des 

valeurs de CE50 de l’ordre de 1650 mg/kg (données non publiées). Parmi les organismes 

terrestres, le nématode s’est avéré être parmi les organismes les moins sensibles à l’acide 

borique. 

La sensibilité de H. aculeifer, exposé à du sol artificiel et du sol naturel, s’est révélée 

être intermédiaire par rapport à celle du vers de terre E. fetida, des enchytréides E. albidus/E. 

crypticus et de l’acarien O. nitens. Les données obtenues avec l’acarien prédateur sont 

également en accord avec les données obtenues lors des essais inter-laboratoires pour cet 

organisme (Smit et al., 2012).  
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Tableau 24 : Résumé de la sensibilité du critère de reproduction de différents invertébrés 

terrestres vis-à-vis de l’acide borique 

Organisme 
Reproduction 
(CE50, mg/kg) 

Sol Référence 

Eisenia fetida 484 Artificiel (ISO) Becker et al., 2011 

Folsomia candida 54,5 Naturel (LUFA 2.2) Amorim et al., 2011 

Enchytraeus albidus 105,1 Naturel (LUFA 2.2) Amorim et al., 2011 
Enchytraeus crypticus 220 Artificiel (ISO) Becker et al., 2011 

Oppia nitens 96 Naturel (terrain) Princz et al., 2010 

Caenorhabditis elegans 747 Naturel (LUFA 2.2) Becker et al., 2011 

 1259  Présents résultats 

Hypoaspis aculeifer 294,2 Artificiel (ISO) Présents résultats 

 
214,2 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

 

II.3. Sensibilité comparée des organismes terrestres exposés aux ETM 

Afin de comparer la sensibilité de C. elegans et H. aculeifer vis-à-vis des ETM par 

rapport aux autres organismes terrestres, un recensement des données existantes pour les cinq 

métaux étudiés au cours des travaux de thèse (i.e. Cd, Cu, Ni, Pb et Zn) a été réalisé. Les 

différentes valeurs de CL50 et de CE50 disponibles pour E. fetida, F. candida, E. albidus et O. 

nitens sont présentées dans le tableau 25. Les données obtenues au cours des travaux de thèse 

sont également mis en regard dans ce tableau.  

Concernant C. elegans, les valeurs de CL50 obtenues après exposition aux mélanges 

réalisés avec le sol naturel LUFA 2.2 (i.e. 75,3 mg/kg – 417,8 mg/kg) sont inférieures aux 

valeurs obtenues pour les mélanges réalisés avec la matrice artificielle ASTM (i.e. 1272 

mg/kg – 2490 mg/kg ; Peredney & Williams, 2000). Cette différence peut s’expliquer par la 

plus faible biodisponibilité de ces éléments dans la matrice artificielle, qui contient une plus 

forte teneur en matière organique par rapport au sol naturel (Crommentuijn et al., 1997 ; Boyd 

& Williams, 2003 ; Van Gestel, 2008). Les valeurs de CE50 calculées pour C. elegans 

concernant le cadmium, le cuivre et le zinc (i.e. 60,1 mg/kg – 236,4 mg/kg) sont similaires 

aux valeurs déterminées pour le ver de terre E. fetida (i.e. 46,3 mg/kg – 236 mg/kg) et 

l’enchytréide E. albidus (i.e. 158 mg/kg – 305 mg/kg), et sont également parmi les plus 

faibles en regard des autres invertébrés terrestres.  
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Tableau 25 : Résumé de la sensibilité des paramètres de mortalité et de reproduction de différents invertébrés vis-à-vis du cadmium, du cuivre, 

du nickel, du plomb et du zinc 

Organisme ETM 
Mortalité (CL50, 

mg/kg) 
Reproduction (CE50, mg/kg) Sol Référence 

Eisenia fetida Cd >300 46,3 Artificiel (ISO) Spurgeon et al., 1994 

 
Cu 683 53,3 Artificiel (ISO) Spurgeon et al., 1994 

 
Ni / 362 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2002a 

 
Pb 4480 1940 Artificiel (ISO) Spurgeon et al., 1994 

 
Zn 1010 276 Artificiel (ISO) Spurgeon et al., 1994 

Folsomia candida Cd 2310 315 Artificiel (ISO) Greenslade & Vaughan, 2003 

 
Cu 1810 751 Artificiel (ISO) Greenslade & Vaughan, 2003 

 
Ni / 476 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2002a 

 
Pb / 2560 Artificiel (ISO) Greenslade & Vaughan, 2003 

 
Zn 5150 865 Artificiel (ISO) 

Greenslade & Vaughan, 2003 ; Lock & 
Janssen, 2001a 

Enchytraeus albidus Cd 476 158 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2001a 

 
Cu 799 305 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2001b; 2002b 

 
Ni / 275 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2002b 

 
Pb 11400 320 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2001b; 2002b 

 
Zn 566 267 Artificiel (ISO) Lock & Janssen, 2001c 

Oppia nitens Cd 603 137 Artificiel (ISO) Owojori & Siciliano, 2012 

 
Cu 3311 2896 Artificiel (ISO) Owojori & Siciliano, 2012 

 
Ni / / / / 

 
Pb 6761 1671 Artificiel (ISO) Owojori & Siciliano, 2012 

 
Zn 2291 1562 Artificiel (ISO) Owojori & Siciliano, 2012 
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(Suite du tableau 25)      

Organisme ETM 
Valeur de CL50 

(mg/kg) 
Valeur de CE50 reproduction 

(mg/kg) 
Sol Référence 

Caenorhabditis elegans Cd 1641 / Artificiel (ASTM) Peredney & Williams, 2000 

 
Cu 1272 / Artificiel (ASTM) Peredney & Williams, 2000 

 
Ni 2490 / Artificiel (ASTM) Peredney & Williams, 2000 

 
Pb 2293 / Artificiel (ASTM) Peredney & Williams, 2000 

 
Zn 1915 / Artificiel (ASTM) Peredney & Williams, 2000 

 
Cd 417,8 79,1 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

 
Cu 172,5 85,2 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

 
Ni 75,3 60,1 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

 
Pb > 316 > 316 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

 
Zn 262,1 236,4 Naturel (LUFA 2.2) Présents résultats 

Hypoaspis aculeifer Cd > 1839 > 1839 Artificiel (ISO) Présents résultats 

 
Cu > 1840 > 1840 Artificiel (ISO) Présents résultats 

 
Ni > 1870 > 1870 Artificiel (ISO) Présents résultats 

 
Pb > 1780 > 1780 Artificiel (ISO) Présents résultats 

 
Zn > 1910 > 1910 Artificiel (ISO) Présents résultats 
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Les concentrations maximales en ETM testées avec H. aculeifer (i.e. 2000 mg/kg pour 

chaque ETM) n’ont entrainé aucun effet sur la survie des organismes adultes, et n’ont pas 

permis le calcul de CE50 sur le paramètre de reproduction (e.g. proches de 2000 mg/kg pour le 

cuivre et le nickel). L’acarien O. nitens est également peu sensible aux ETM (CE50 comprises 

entre 1562 mg/kg et 2896 mg/kg pour le cuivre, le zinc et le plomb ; Owojori & Siciliano, 

2012).  

La différence de sensibilité entre le nématode et l’acarien prédateur peut s’expliquer, 

d’une part, en fonction des voies d’exposition des organismes, dépendantes de leur mode de 

vie dans les sols. D’autre part, ces deux organismes présentent des voies de détoxification des 

ETM relativement différentes. Le nématode C. elegans présente plusieurs systèmes 

cellulaires, tels que le glutathion, les métallothionéines, les protéines « heat shock » ainsi que 

divers pompes et transporteurs, qui permettent de détoxifier et d’excréter les métaux 

(Martinez-Finley & Aschner, 2011). Pour l’acarien prédateur H. aculeifer, les voies de 

détoxification sont inconnues. Celles-ci pourraient être comparables à celles d’autres espèces 

d’acariens des sols, tels que Chamobates borealis (Tragardh) et Nothrus silvestris (Nicolet). 

Chez ces espèces, il a été démontré que les métaux pouvaient être séquestrés sous la forme de 

sphérites, éliminées par la suite par voie intestinale (Ludwig et al., 1991 et 1992). Une autre 

voie d’élimination des ETM chez les acariens juvéniles serait une accumulation de ces 

éléments dans la cuticule (Seniczak & Seniczak, 2002), qui est éliminée après les différentes 

mues jusqu’au stade adulte. Ces phénomènes pourraient expliquer en partie la tolérance de H. 

aculeifer vis-à-vis des ETM. 
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Chapitre III. Intérêt du nématode et de l’acarien prédateur 

dans l’évaluation écotoxicologique des MF 

Ce chapitre est dédié à l’intégration de la réponse aux MF des deux organismes 

modèles, par rapport aux réponses obtenues avec d’autres organismes terrestres et aquatiques. 

Dans un premier temps, ce chapitre présente l’intégration de la réponse de C. elegans aux 

organismes composant les batteries de bio-essais, sous la forme d’un article intitulé «  

Ecotoxicological assessment of organic wastes spread on land : towards a proposal of a 

suitable test battery » (publié dans le journal Ecotoxicology and Environmental Safety). Pour 

H. aculeifer, compte tenu du plus faible nombre de matrices testées (i.e. quatre), la 

comparaison avec les autres organismes a été réalisée MF par MF.  

A partir de ces éléments, nous pouvons conclure quant à la pertinence d’intégrer le 

nématode C. elegans et l’acarien prédateur H. aculeifer dans des batteries de bio-essai, dans le 

cadre de la caractérisation des dangers liés à l’utilisation agricole des MF. 

 

III.1. Sensibilité de C. elegans aux MF comparée aux organismes 

composant les batteries de bio-essais – Article « Ecotoxicological assessment 

of organic wastes spread on land : towards a proposal of a suitable test 

battery (Ecotoxicology and Environmental Safety) » 

Les neuf MF de différentes origines ont été évaluées par approche directe, avec une 

batterie de bio-essais terrestres (i.e. végétaux supérieurs, vers de terre et nématodes), et par 

approche indirecte (i.e. éluats des mélanges solides), avec une batterie de bio-essais 

aquatiques (i.e. bactéries, algues, rotifères, crustacés et nématodes). Ces bio-essais ont été 

sélectionnés car complémentaires en terme de chaîne trophique (i.e. producteurs primaires et 

consommateurs primaires) ainsi qu’en terme de critère d’effet évalué (i.e. comportemental, 

aigu et chronique). Les MF ont été testées en utilisant une gamme de taux d’application, 

comprenant la dose d’application recommandée pour chaque MF (i.e. 1X) ainsi que des 

multiples de cette valeur (i.e. 5X, 10X, 50X et 100X). Les réponses des organismes 

composant les batteries de bio-essais ont été par la suite comparées à l’aide d’outils de 

statistiques multivariées (i.e. ACP) afin de proposer une stratégie d’essai pertinente pour 

évaluer l’écotoxicité des MF. 
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Les résultats obtenus ont montré que : 

- les essais réalisés sur organismes terrestres (i.e. exposition par approche directe) ont été 

plus sensibles que les essais faisant intervenir des organismes aquatiques (i.e. approche 

indirecte). Comme peu d’effet ont été mis en évidence par approche indirecte, il se pose 

la question de l’intérêt de conserver cette approche. Par la suite, seuls les essais 

terrestres ont été considérés afin d’être proposés dans la batterie d’essai optimale ; 

- parmi les doses d’application utilisées pour les deux approches, les deux plus forts taux 

étudiés (i.e. 50X et 100X la dose d’application recommandée) n’ont pas été 

discriminants, car les réponses obtenues ont été de type « tout ou rien » (i.e. soit une 

inhibition des critères d’effet proche de 100 %, soit aucune inhibition des critères 

d’effet). Il a donc été proposé de ne considérer par la suite que les taux d’application 

compris entre 1X et 10X la dose d’application préconisée, respective à chaque MF ; 

- parmi les organismes terrestres, les essais utilisant les plantes (i.e. critères d’effet : 

croissance racinaire et biomasse) ainsi que les vers de terre (i.e. critères d’effet : 

comportement d’évitement et reproduction) ont été plus sensibles et plus discriminants 

par rapport aux essais utilisant le nématode C. elegans. Cet organisme, bien que parmi 

les plus sensibles en ce qui concerne les ETM, n’a donc pas été conservé dans la batterie 

d’essai proposée. 
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III.2. Réponse de H. aculeifer aux MF comparée aux organismes composant 

les batteries de bio-essais 

La Figure 40 présente les pourcentages d’inhibition obtenus sur la reproduction de H. 

aculeifer pour les essais réalisés avec du sol artificiel ISO ainsi que du sol naturel LUFA 2.2, 

comparés aux données obtenues avec les organismes terrestres composant la batterie d’essai 

(C. elegans, E. fetida, A. sativa et B. rapa).  

En ce qui concerne la boue digérée et séchée ainsi que la boue pelletée, la toxicité 

évaluée avec l’acarien prédateur H. aculeifer suit les mêmes tendances que pour les vers de 

terre et les végétaux supérieurs. Pour ces MF, la sensibilité du paramètre de reproduction de 

l’acarien prédateur est équivalente à celles des vers de terre et des végétaux. Par contre, la 

boue digérée a entrainé des effets dose-dépendants « positifs » (i.e. effets d’hormèse) sur la 

reproduction de H. aculeifer, ce qui fut également le cas pour la reproduction du nématode C. 

elegans. Pour cette MF, la réponse de l’acarien prédateur a donc été en contradiction avec les 

réponses des vers de terre et des végétaux (e.g. effets toxiques à partir de 5X la dose 

d’épandage recommandée). Le compost de boue n’a eu que peu d’effet sur la reproduction de 

l’acarien prédateur, avec un maximum de 22,7 % d’inhibition, alors que cette MF à eu des 

effets toxiques plus importants sur les trois autres organismes utilisés (i.e. jusque 100 % 

d’inhibition pour les paramètres évalués avec E. fetida). 

A la lumière de ces résultats, la possibilité d’intégrer l’acarien prédateur aux batteries 

de bio-essais terrestre pour l’évaluation écotoxicologique des MF n’est pas encore évidente. 

En effet, deux des MF évaluées ont eu des effets toxiques sur cet invertébré, de façon 

similaire aux organismes les plus sensibles. En revanche, les deux autres MF n’ont eu que peu 

voire aucun effet toxique sur H. aculeifer aux doses évaluées, contrairement aux autres 

organismes. L’acarien prédateur pourrait par conséquent être potentiellement discriminant par 

rapport aux plantes et aux vers de terre. Il serait cependant nécessaire de conduire davantage 

d’expérimentations sur les MF, afin de juger de l’acceptabilité d’intégrer l’acarien prédateur à 

la batterie de bio-essais. 
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Figure 40 : Comparatif de la toxicité de la seconde série de MF pour les organismes terrestres 

BDiSe : Boue digérée et séchée ; BPe : Boue pelletée ; BDi : Boue digérée ; CBo : Compost 

de boue 

     : 100 % d’effet ;   : 1 % d’effet 

Cercles pleins: effet toxique; cercles vides: effet d’hormèse 

HacRepI: Reproduction de H. aculeifer en utilisant le sol ISO; HacRepL : Reproduction de H. 

aculeifer en utilisant le sol LUFA 2.2 ; CelCroiL : Croissance de C. elegans ; CelRepL : 

Reproduction de C. elegans ; EfetEv : Evitement d’E. fetida ; EfetRep : Reproduction d’E. 

fetida ; AsaER : Elongation racinaire d’A. sativa ; AsaBioM ; Biomasse d’A. sativa ; 

BraBioM : Biomasse de B. rapa. 
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Cette thèse avait pour objectif d’apporter des informations nouvelles au sujet de la 

toxicité des MF, et de renseigner sur la pertinence d’intégrer le nématode Caenorhabditis 

elegans et l’acarien prédateur Hypoaspis aculeifer dans une stratégie d’essai à visée 

règlementaire. Pour commencer, nous nous sommes intéressés à déterminer l’applicabilité des 

protocoles normatifs existants, relatifs à chaque espèce, pour l’étude des MF. Par la suite, 

nous avons focalisé nos travaux sur l’étude des effets sur ces organismes de certains polluants 

recherchés dans le cadre de l’homologation des MF (i.e. ETM). Enfin, plusieurs matières 

représentatives de différentes catégories ont été étudiées. Les essais ont été menés à la fois sur 

les deux organismes d’étude, mais aussi sur une batterie d’essais terrestres et aquatiques. Les 

réponses obtenues pour chacun des essais réalisés ont été comparés afin de déterminer une 

batterie d’essai optimale pouvant être proposée. 

Ces travaux se sont déroulés en plusieurs étapes qui avaient pour objectifs de : 

(i) S’assurer de l’adéquation des protocoles existants à la problématique des MF. Cela 

a permis de développer un protocole d’essai adapté pour la réalisation d’essai de mortalité, 

d’inhibition de la croissance et de la reproduction chez le nématode, appliqué à l’étude des 

MF. L’appareillage d’extraction ainsi que de récupération des acariens H. aculeifer a 

également été adapté, en tenant compte des préconisations normatives. 

(ii) Définir la sensibilité de C. elegans et H. aculeifer vis-à-vis de différentes 

substances chimiques. Plus particulièrement, nous avons testé des substances de référence 

ainsi que des ETM (Cd, Cu, Ni, Pb et Zn). La toxicité de ces derniers a été déterminée, dans 

un premier temps, substance par substance. Puis des mélanges d’ETM ont été testés avec C. 

elegans et H. aculeifer, en utilisant des concentrations issues de la règlementation.  

(iii) Caractériser la toxicité de différentes catégories de MF avec C. elegans et H. 

aculeifer.  

(iv) D’évaluer l’intérêt d’intégrer le nématode et l’acarien prédateur dans une batterie 

de bio-essais, dans le but de proposer une stratégie d’essai permettant d’évaluer l’écotoxicité 

des MF.  
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Ce travail permet de conclure sur les points suivants : 

(i) les essais nématodes et acariens sont applicables à la caractérisation de l’écotoxicité 

des MF, dans les conditions décrites au cours de ce travail ; 

(ii) le nématode C. elegans est relativement plus sensible aux ETM en comparaison 

avec l’acarien H. aculeifer. D’autre part, les mélanges en ETM à des concentrations 

représentatives des quantités limites admissibles dans les sols lors de l’épandage de MF n’ont 

pas entrainé d’effet, quels que soient les organismes et les critères suivis ; 

(iii) les taux d’application utilisés pour les MF (i.e. de 1X à 100X la dose d’épandage 

recommandée) ont permis de mettre en évidence la toxicité de certaines MF, par approche 

directe (i.e. mélanges de sol et de MF) avec les deux organismes, ainsi qu’indirecte (i.e. éluats 

des mélanges de sol et de MF) avec le nématode ; 

(iv) les essais terrestres chez le ver de terre (i.e. évitement et inhibition de la 

reproduction) et chez les végétaux supérieurs (i.e. émergence et croissance) étaient les plus 

sensibles et les plus pertinents pour la caractérisation a priori de l’écotoxicité des MF. D’autre 

part, les essais sur le nématode ont été faiblement discriminants, et montrent par conséquent 

un faible intérêt pour la caractérisation des dangers des MF. Enfin, il pourrait être intéressant 

de conserver l’essai d’inhibition de la reproduction de l’acarien H. aculeifer, celui-ci ayant été 

plus discriminant que l’essai sur nématode. Cependant, les données générées ne permettent 

pas à ce jour de conclure définitivement quant à son intégration dans la batterie de bio-essais 

pour la caractérisation de l’écotoxicité des MF. 

 

Ces travaux ouvrent par ailleurs de nombreuses perspectives : 

A court terme, il semble indispensable de poursuivre les travaux concernant  H. 

aculeifer afin de conclure sur l’intérêt d’intégrer de type d’organisme dans une batterie 

d’essais pour la caractérisation des dangers des MF. 

Dans un contexte normatif, l’optimisation du protocole d’essai en milieu terrestre avec 

C. elegans pourrait également être proposée afin de modifier le protocole d’essai normatif 

défini pour ce type de substrat. Une condition supplémentaire pourrait éventuellement être 

définie, en ce qui concerne le rendement d’extraction des nématodes et des acariens juvéniles.  
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A moyen terme, la réflexion menée sur les mélanges d’ETM à des concentrations 

représentatives d’apport au sol lors de l’utilisation de MF pourrait être étendue à d’autres 

éléments toxiques, tels que des composés organiques ou des substances à caractère prioritaire.  

D’autre part, l’influence des facteurs confondants, tels que les apports nutritifs liés aux 

MF (e.g. N/P/K, matière organique,…), sur les paramètres biologiques suivis chez le 

nématode et l’acarien prédateur pourrait être étudiée afin de définir plus précisément la 

robustesse de ces essais. 

Enfin, il serait intéressant de poursuivre ces travaux et de réfléchir sur une stratégie à 

visée règlementaire qui intègrerait la batterie d’essais identifiée comme potentiellement 

pertinente pour la caractérisation des dangers des MF.  
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ANNEXE 1: pH, oxygène dissous et conductivité des éluats des mélanges de sol artificiel et 
de MF 

 
MF Taux d’application pH O2 (mg/L) Conductivité (µS/cm) 

Fumier 
 

1X 7 8,2 142,5 
5X 7 8,6 164,8 

10X 7,1 8,8 196,2 
50X 7,2 7 432 

100X 7,3 5,7 730 

Cendres 
 

1X 7,2 8,5 178,2 
5X 7,4 9,3 169,5 

10X 7,7 8,7 204 
50X 10,8 9,2 600 

100X 11,3 8,7 1466 

Boue de 
désencrage 

 

1X 7,2 9,9 165,3 
5X 7,2 9,1 181 

10X 7,3 9,8 188,7 
50X 7,3 9,1 207 

100X 7,4 9,7 237 

Compost de 
déchets 

 

1X 6,9 8,8 147,5 
5X 7 9,1 202 

10X 7,1 8,6 239 
50X 6,9 6,8 818 

100X 7,5 6,1 964 

Compost de boue 
 

1X 7,3 9 134 
5X 7,3 9 293 

10X 7,3 8 433 
50X 7,5 8 1356 

100X 7,6 7,6 2280 

Boue digérée et 
séchée 

 

1X 7 8,7 114 
5X 7,1 8,6 164 

10X 7,2 8,3 201 
50X 7,3 8,1 322 

100X 7,3 5,2 549 

Boue digérée 
 

1X 6,7 8,4 106,5 
5X 6,9 8,4 141,9 

10X 7,1 8,3 178,5 
50X 7,4 8,2 335 

100X 7,3 5,7 605 

Boue chaulée 
 

1X 6,7 9,5 154,4 
5X 6,9 9 236 

10X 7,2 9,3 297 
50X 7,4 7,6 1035 

100X 7,5 8,3 1499 

Boue pelletée 

1X 7,7 9,5 192,4 
5X 7,5 7,6 271 

10X 7,2 1,7 312 
50X 7,6 0,5 1031 

100X 7,9 0,5 1577 
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ANNEXE 2 : Présentation des suivis de la réponse des organismes modèles en 

condition témoin 

 

Figure 1 : Suivi de la taille des juvéniles C. elegans à l’introduction 

 

 

Figure 2 : Suivi de la récupération des nématodes adultes en fin d’essai 
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Figure 3 : Suivi de la croissance moyenne des nématodes adultes en fin d’essai 

 

 

Figure 4 : Suivi du nombre moyen de nématodes juvéniles par adulte introduit en fin d’essai. 

 

D’une manière générale, tous les essais ont satisfaits les critères de validité de 

reproduction, de fertilité (100 % pour tous les essais, données non présentées) et de présence 

de mâles (maximum 5 %, données non présentées). Seuls quelques essais n’ont pas satisfaits 

le critère de validité en ce qui concerne la récupération des adultes.  
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Figure 5 : Suivi de la récupération des acariens adultes en fin d’essai 

 

 

Figure 6 : Suivi du nombre moyen de juvéniles H. aculeifer en fin d’essai. 

 

D’une manière générale, tous les essais ont satisfaits les critères de validité concernant 

la récupération des adultes. Seuls quelques essais n’ont pas satisfaits le critère de validité de 

reproduction.  
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ANNEXE 3 : Dosage des ETM lors des différentes expérimentations 

 

Tableau 1 : Résumé des concentrations en ions métalliques nominales ([C] nom) et mesurées 

([C] mes) lors des essais terrestres avec C. elegans (sol LUFA 2.2), exprimées en mg/kg 

(équivalent sec). 

 

Tableau 2 : Résumé des concentrations en ions métalliques nominales ([C] nom) et mesurées 

([C] mes) lors de la seconde série d’essais avec H. aculeifer (sol artificiel ISO), exprimées en 

mg/kg (équivalent sec). 

Cd2+ Cu2+ Ni2+ Pb2+ Zn2+ 

[C] nom [C] mes [C] nom [C] mes [C] nom [C] mes [C] nom [C] mes [C] nom [C] mes 

  
125 129 125 140 

  
125 113 

  
250 263 250 254 

  
250 188 

  
500 528 500 445 

  
500 441 

1000 953 1000 916 1000 992 1000 715 1000 900 

2000 1839 2000 1840 2000 1870 2000 1780 2000 1910 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cd2+ Cu2+ Ni2+ Pb2+  Zn2+ 

[C] nom [C] mes [C] nom [C] mes [C] nom [C] mes [C] nom [C] mes  [C] nom [C] mes 

46 33 59 54,7 24 28,8 103 67,6  63 55,6 

82 61 88 82,2 36 45,1 154,2 104  95 105 

148 108 131 124 54 61,7 231,7 144  143 136 

266 193 197 152 81 81,1 347,2 206  214 226 

480 422 296 228 122 121 521,5 316  321 290 
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Tableau 3 : Résumé des concentrations en ions métalliques nominales ([C] nom) et mesurées 

([C] mes) lors des essais sur les mélanges de métaux avec H. aculeifer (sol LUFA 2.2), 

exprimées en mg/kg (équivalent sec). 

 

Substan
ce 

Matière brute 
(M) 

Flux annuel 
(dilution 
M/1000) 

Flux sur 10ans 
(dilution M/300) 

Epandage de 
30T/ha (dilution 

M/100) 

Epandage de 
300T/ha (dilution 

M/10) 
[C] 
nom 

[C] 
mes 

[C] 
nom 

[C] 
mes 

[C] nom 
[C] 
mes 

[C] 
nom 

[C] 
mes 

[C] 
nom 

[C] mes 

Cd2+ 20 19,8 0,015 0,15 0,05 0,17 0,2 0,3 2 2,3 

Cu2+ 1000 1050 1 15,3 3,3 8,2 10 6,68 100 115 

Ni2+ 300 328 0,3 12,6 1 10 3 9,9 30 46,4 

Pb2+ 750 337 0,9 22,5 3 21,6 7,5 25,2 75 41,8 

Zn2+ 2500 2630 2 31,3 10 35,2 25 30,8 250 326 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Résumé : 

Les matières fertilisantes (MF) peuvent présenter un danger pour les écosystèmes lors 

de leur épandage, de par la présence potentielle de contaminants. Le processus 

d'homologation de ces matrices implique de démontrer leur innocuité vis-à-vis de 

l'environnement, mais il n'existe aucune stratégie d'essai écotoxicologique à ce jour.  

Dans ce contexte, les essais utilisant le nématode C. elegans ainsi que l'acarien 

prédateur H. aculeifer ont été proposés au sein d'une batterie de bio-essais, en tant 

qu'organismes modèles novateurs dans l'évaluation des MF. 

Les résultats obtenus avec C. elegans et H. aculeifer par approche directe ainsi 

qu’indirecte ont été comparés et discutés par rapport à ceux obtenus pour d'autres organismes 

terrestres (plantes et vers de terre) ainsi qu'aquatiques (bactéries, algues, rotifers et crustacés) 

afin de proposer, in fine, une stratégie de bio-essais pertinente pour évaluer les dangers pour 

l'environnement de l'utilisation agricole des MF. 

 

 

Abstract : 

Fertilizing matters (FM) can be hazardous to the environment during application, due 

to the potential presence of contaminants. The approval process involves demonstrating the 

safety of these matrices towards the environment, but there is no ecotoxicological test strategy 

to date.  

In this context, tests using the nematode C. elegans and the predatory mite H. aculeifer 

have been proposed in a battery of bioassays, as new model organisms for the 

ecotoxicological assessment of FM.  

The results obtained with C. elegans and H. aculeifer by direct and indirect 

approaches were compared and discussed in relation to those obtained for other terrestrial 

(plants and earthworms) and aquatic organisms (bacteria, algae, rotifers and crustaceans) in 

order to provide, in fine, a relevant test strategy to assess the environmental hazards of the 

agricultural use of FM. 
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