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Avant- propos 
L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale 
d'organismes nationaux de normalisation (comités membres de I'ISO). L'élaboration 
des Normes internationales est confiée aux comités techniques de I'ISO. Chaque 
comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du comité technique 
créé à cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non gouverne- 
mentales, en liaison avec I'ISO, participent également aux travaux. 

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques sont soumis 
aux comités membres pour approbation, avant leur acceptation comme Normes inter- 
nationales par le Conseil de 1'1S0. Les Normes internationales sont approuvées confor- 
mément aux procédures de I'ISO qui requièrent l'approbation de 75 % au moins des 
comités membres votants. 

La Norme internationale IS0 7346/3 a été élaborée par le comité technique 
ISO/TC 147, Qualité de l'eau. 

0 Organisation internationale de normalisation, 1984 O 

Imprimé en Suisse 
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N O R M E I N TE R N AT1 O NA LE IS0  7346/3-1984 (FI 

Qualité de l’eau - Détermination de la toxicité aiguë 
létale de substances vis-à-vis d’un poisson d‘eau douce 
[ Brach ydanio rerio Ha m i It on- Bu cha na n 
(Teleostei, Cyprinidaell - 
Partie 3 : Méthode avec renouvellement continu 

O Introduction 

Les trois parties de I’ISO 7346 décrivent des procédures d‘essais 
pour déterminer la toxicité aiguë létale de substances vis-à-vis 
du poisson zèbre, Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan, mais 
il faut souligner que l’emploi recommandé du poisson zèbre 
n‘exclut pas l’utilisation d’autres espèces. Les méthodologies 
présentées ici peuvent être aussi utilisées pour d‘autres espèces 
de poissons d’eaux douces, d‘eaux de mer ou d‘eaux saumâ- 
tres, avec les modifications appropriées de la qualité de l‘eau de 
dilution ou des conditions de température de l’essai, par exem- 
de. 

e 
pendant la durée de l’essai. La méthod semi-statique peut être 
utilisée pour expérimenter des substances dont les concentra- 
tions peuvent être maintenues constantes de facon satisfai- 
sante tout au long de l’essai par le renouvellement des solutions 
toutes les 24 h. 

Pour aider dans la préparation et le maintien en solution de 
substances dont les concentrations létales sont supérieures à 
leur solubilité dans l’eau, il est possible d‘utiliser un faible 
volume de solvant, comme indiqué dans les méthodes. 

Parmi les trois parties de la Norme, un choix peut être fait entre 
les méthodes statique, semi-statique et avec renouvellement 
continu. L‘essai statique décrit dans la partie 1, dans lequel la 
solution n‘est pas renouvelée, a l’avantage de ne nécessiter 
qu’un appareillage simple, quoique la substance puisse s’épui- 
ser dans le récipient d’essai au cours de l‘essai et la qualité glo- 
bale de l’eau se détériorer. La méthode avec renouvellement 
continu, décrite dans la partie 3, dans laquelle la solution 
d’essai est renouvelée de facon presque continue, évite de tels 
problèmes mais nécessite l’emploi d‘un appareillage plus com- 
plexe. Dans la méthode semi-statique, décrite dans la partie 2, 
les solutions d‘essais sont renouvelées chaque jour, offrant 
ainsi un compromis entre les deux. 

0 
La méthode avec renouvellement continu peut être utilisée pour 
la plupart des types de substances, y compris celles qui sont 
instables dans l‘eau, mais les concentrations de la substance à 
expérimenter sont déterminées chaque fois que possible. La 
méthode statique est limitée à l’étude des substances dont les 
concentrations expérimentales restent relativement constantes 

1 Objet et domaine d’application 

La présente partie de I‘ISO 7346 spécifie une méthode avec 
renouvellement continu pour la détermination dans une eau de 
qualité donnée, de la toxicité aiguë létale d’une substance, 
soluble dans l’eau dans les conditions de l’essai, vis-à-vis d’un 
poisson d‘eau douce [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan 
(Téléostei, Cyprinidae) - nom commun, poisson zèbre]. 

Pour chaque substance à expérimenter, le mode opératoire est 
applicable pour donner une idée globale de la toxicité aiguë 
létale vis-à-vis du Brachydanio rerio, dans les conditions de 
l’essai. 

Les résultats sont en eux-mêmes insuffisants pour définir des 
normes de qualité d’eau en vue de la protection de I’environne- 
ment. 

La méthode est également applicable à certaines autres espèces 
de poissons d‘eaux douces comme organismes d’essais. 

1) 
I‘ISO 7346: 

Les espèces suivantes de poissons d‘eaux douces peuvent être utilisées, en SUS de Brachydanio rerio, sans modification de la présente partie de 

- Cichlasoma nigrofasciatum (Téléostei, Cichlidae) 

- Lepomis macrochirus (Téléostei, Centrarchidael 

- Oryzias latipes (Téléostei, Poeciliidae) 

- Pimephales promeias (Téléostei, Cyprinidae) 

- Poecilia reticulata (Téléostei, Poeciliidae) 

Néanmoins, les résultats des essais obtenus avec une espèce ne peuvent être extrapolés aux autres espèces. 
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La méthode peut être adaptée à d'autres poissons d'eaux dou- 
ces, marines ou saumâtres avec des modifications appropriées 
des conditions d'essais, concernant notamment la quantité et 
la qualité de l'eau de dilution et la température. 

2 Principe 

Détermination, dans des conditions définies, des concentra- 
tions auxquelles une substance est létale pour 50 % d'une 
population d'essai de Brachydanio rerio, après des périodes 
d'exposition de 24; 48; 72 et 96 h à cette substance dans l'eau 
ambiante. Ces concentrations moyennes létales sont désignées 
par CL 50 - 24 h; CL 50 - 48 h; CL 50 - 72 et CL 50 - 96 h. 

L'essai est réalisé en deux étapes: 

a) un essai préliminaire qui donne une indication approxi- 
mative des concentrations moyennes aiguës létales et sert à 
déterminer la gamme des concentrations pour l'essai défini- 
tif: 

b) un essai définitif dont seuls les résultats sont retenus. 

S'il est manifeste que les concentrations restent relativement 
constantes (par exemple s'écartant au plus de 20 % de la valeur 
nominale) pendant l'essai, les concentrations nominales ou 
mesurées peuvent être utilisées pour l'estimation de la CL 50. 
Si des analyses montrent que les concentrations réelles restent 
relativement constantes, mais à moins de 80 % des valeurs 
nominales, les valeurs analytiques doivent être utilisées pour 
l'estimation de la CL 50. S'il n'est pas manifeste que les con- 
centrations d'essais restent à un niveau acceptable pendant la 
durée de l'essai ou s'il est connu (ou suspecté) que les concen- 
trations de la substance d'essai ont décru significativement à 
un certain stade de l'essai, alors, sans tenir compte des don- 
nées analytiques disponibles ou non, la CL 50 ne peut être 
déterminée en utilisant la présente méthode d'essai. Dans ce 
cas, l'essai n'est pas nécessairement invalidé, mais il ne peut 
seulement être établi que la CL 50 de la substance est 
< x mg/l, la valeur, x, donnée étant estimée à partir des con- 
centrations nominales utilisées. 

3 Organismes pour essai et réactifs 

Les réactifs chimiques doivent être de qualité analytique recon- 
nue. L'eau utilisée pour la préparation des solutions de réactif 
doit être distillée dans un appareil en verre, ou déionisée, d'une 
pureté au moins équivalente. 

3.1 Organisme pour essai 

L'espèce utilisée pour l'essai doit être le Brachydanio rerio 
Hamilton-Buchanan (Téléostei, Cyprinidae), appelé communé- 
ment «poisson zèbre)). Chaque poisson pour essai doit avoir 
une longueur totale de 30 k 5 mm et une masse de 
0,3 $: 0,l g. 

Ils doivent être sélectionnés à partir d'une population d'un 
stock unique. Ce stock doit avoir été acclimaté et, dans tous les 
cas, maintenu au moins 2 semaines avant l'essai, dans l'eau de 
dilution, aérée de manière continue par barbotage d'air, dans 

2 

des conditions de qualité de l'eau et d'éclairement semblables à 
celles utilisées pour l'essai. Ils doivent être nourris normalement 
jusqu'aux 24 h précédant immédiatement l'essai. 

Les poissons pour essai doivent être exempts de maladies ou de 
malformations visibles. Ils ne doivent subir aucun traitement 
pendant l'essai ou pendant les 2 semaines précédant l'essai. 

Les conditions d'environnement pour la maintenance et I'éle- 
vage du Brachydanio rerio sont données dans l'annexe A. 

3.2 Eau de dilution normalisée 

L'eau de dilution normalisée fraîchement préparée doit avoir un 
pH de 7,8 f 0,2, une durée calcique d'environ 250 mg/ l  expri- 
mée en carbonate de calcium et doit être préparée de la façon 
suivante. 

Préparer les solutions suivantes, en utilisant de l'eau distillée ou 
déionisée : 

a) Solution de chlorure de calcium. 

Dissoudre 11,76 g de chlorure de calcium dihydraté 
(CaC1,.2H20) dans l'eau et diluer à 1 litre. 

b) Solution de sulfate de magnésium. 

Dissoudre 4,93 g de sulfate de magnésium heptahydraté 
(MgSO4.7H2O) dans l'eau et diluer à 1 litre. 

c) Solution d'hydrogénocarbonate de sodium. 

Dissoudre 2,59 g d'hydrogénocarbonate de sodium 
(NaHC03) dans l'eau et diluer à 1 litre. 

d) Solution de chlorure de potassium. 

Dissoudre 0,23 g de chlorure de potassium (KCI) dans l'eau 
et diluer à 1 litre. 

Mélanger 25 ml de chacune des solutions ai à di et compléter à 
1 litre avec de l'eau. 

Aérer l'eau de dilution jusqu'à ce que la concentration en oxy- 
gène dissous atteigne la valeur de saturation dans l'air et 
jusqu'à stabilisation du pH à 7,8 f 0,2. Si nécessaire, ajuster le 
pH de la solution en ajoutant une solution d'hydroxyde de 
sodium ou de l'acide chlorhydrique. L'eau de dilution ainsi pré- 
parée ne doit recevoir aucune aération supplémentaire avant 
emploi dans les essais. 

3.3 Solution mère de la substance à expérimenter 

Une solution mère de la substance à expérimenter doit &re pré- 
parée par dissolution d'une quantité connue de la substance 
dans un volume défini d'eau de dilution, d'eau déionisée ou 
d'eau distillée dans un appareil en verre. La solution mère doit 
être préparée le jour de l'emploi à moins que la stabilité du 
matériau en solution soit connue, auquel cas la solution mère 
peut être préparée en quantité suffisante pour 2 jours. Afin de 
permettre la préparation des solutions mères et d'aider à leur 
transfert dans les récipients d'essai, les substances de faible 
solubilité aqueuse peuvent être solubilisées ou dispersées par 
des moyens adéquats tels que des dispositifs à ultrasons et des 
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solvants organiques de faible toxicité vis-à-vis du poisson. 
Lorsqu’un solvant organique est employé, sa concentration 
dans la solution d‘essai ne doit pas excéder 0,l ml/l, et deux 
jeux d’essais témoins, l’un contenant le solvant à la concentra- 
tion maximale utilisée dans les récipients d’essai et l’autre sans 
solvant ni substance à expérimenter, doivent être inclus. 

3.4 Solutions d’essais 

Les solutions d’essais sont préparées par ajout des quantités 
appropriées de la solution mère de la substance à expérimenter 
à l’eau de dilution pour obtenir les concentrations nécessaires. 
II est recommandé, lorsqu’une solution mère est préparée dans 
de l‘eau déionisée ou de l‘eau distillée, de ne pas ajouter plus de 
100 ml de la solution mère pour 10 I d‘eau de dilution. 

4 Appareillage 

Tout matériau qui est susceptible d’entrer en contact avec tout 
liquide dans lequel les poissons sont placés ou avec lequel ils 
sont mis en contact, doit être inerte et ne doit pas adsorber 
significativement la substance à expérimenter. 

Matériel courant de laboratoire [ y  compris un filet en nylon ou 
en autre matériau chimiquement inerte pour les récipients de 
contrôle et un autre pour tous les récipients pour essai (4.1 11, et 
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4.1 Récipients pour essai 

Les récipients pour essai doivent être soit des ballons en verre à 
fond rond, à cols multiples, de 1 ou 2 litres de capacité, munis 
de joints en verre rodé (voir figure I), soit des récipients similai- 
res. Lorsqu’on utilise des ballons de 1 litre, n’introduire que 
cinq poissons par ballon et prévoir deux ballons par concentra- 
tion. Dans le flacon à cols multiples, l‘un des cols doit recevoir 
un tube d’entrée normalisé, un second, utilisé pour la sortie, 
doit de préférence être équipé d’une grille. 

Avant emploi, les récipients pour essai neufs doivent être soi- 
gneusement lavés puis rincés successivement avec de l’eau et 
de l’eau de dilution. À la fin de l’essai, les récipients doivent être 
vidés, nettoyés par des moyens appropriés, rincés à l‘eau pour 
éliminer toutes traces de la substance expérimentée et de 
l’agent de lavage, et séchés convenablement. 

@ 

Les récipients pour essai doivent être rincés avec de l’eau de 
dilution juste avant emploi. 

4.2 Dispositif de contrôle de la température 

La température des solutions d‘essais et de l‘eau dans les réci- 
pients de stockage doit être régulée à 23 f 1 O C  à l’aide d’une 
méthode appropriée. 

4.3 Dispositif de renouvellement des solutions 

L‘appareillage doseur et mélangeur doit permettre de maintenir 
les concentrations nécessaires des solutions dans les récipients 
d’essai à I 10 % et il doit être installé de facon à renouveler les 
solutions d‘essai des récipients à un taux suffisant pour préve- 
nir une chute en dessous de 60 % de la saturation dans l’air de 
la concentration en oxygène dissous. 

5 Environnement de l’essai 

La préparation et la conservation des solutions, la conservation 
des poissons et l‘ensemble des manipulations et des essais doi- 
vent être réalisés dans des locaux dont l‘atmosphère est 
exempte de contaminants de l’air à des concentrations nocives. 

Éviter soigneusement toute perturbation indésirable susceptible 
de modifier le comportement des poissons. Les essais doivent 
être réalisés sous un éclairement normal de laboratoire et un 
photopériodisme de 12 à 16 h d’éclairement. 

6 Mode opératoire 

6.1 État des poissons 

En cas de changement de la population mère, un essai de toxi- 
cité selon la méthode définie dans la présente partie de 
1’1S0 7346 doit être effectué en utilisant une substance de réfé- 
rence appropriée. Les résultats de tels essais doivent être en 
accord raisonnable avec les résultats obtenus précédemment 
par le même laboratoire. 

6.2 Essai préliminaire 

6.2.1 Lorsque cela est possible, la méthode avec renouvelle- 
ment continu doit être utilisée pour l‘essai préliminaire, en 
adoptant la même gamme de concentrations, le même nombre 
de poissons par concentration et la même période d’observa- 
tion que ceux décrits en 6.2.2 pour un essai préliminaire stati- 
que. 

6.2.2 Placer au moins 2,5 I, de préférence 5 I, d’eau de dilu- 
tion normalisée (3.2) dans six récipients et les aérer si néces- 
saire pour restituer la concentration de l’oxygène dissous à sa 
valeur de saturation en air. 

Préparer les solutions d’essai par addition des quantités appro- 
priées de la solution mère de la substance à expérimenter (3.3) 
dans cinq des récipients afin d’obtenir un domaine de concen- 
tration adéquat, par exemple 1 000; 100; IO; 1 et 0,l mg/l. Ne 
rien ajouter au sixième récipient qui tient lieu de témoin. Les 
solutions doivent être amenées et maintenues à 23 k 1 O C .  

Placer cinq poissons dans chaque récipient. 

Au moins une fois par jour pendant la période qui convient, 
noter le nombre de poissons morts et la concentration en oxy- 
gène dissous dans chaque récipient. Retirer les poissons morts. 

Si les données sont insuffisantes pour établir la gamme de con- 
centrations nécessaires à la réalisation de l’essai définitif, répéter 
l‘essai préliminaire, avec une autre gamme de concentrations. 

6.3 Essai définitif 

Choisir au moins cinq concentrations formant approximative- 
ment une série géométrique, par exemple 8; 4; 2; 1 et 0,5 mg/l 
entre elles, et incluant, la plus basse concentration tuant tous 
les poissons dans l‘essai préliminaire et  la plus haute concentra- 
tion non létale en 48 h. La série de concentrations choisie doit 
fournir la possibilité d’obtenir des mortalités entre 20 et 80 ‘%O 

pour au moins trois concentrations consécutives de la série 
géométrique utilisée, pour l’estimation de la CL 50. 
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Dans certains cas, une gamme de concentrations plus étroite 
peut être nécessaire pour fournir les données nécessaires et, 
dans d’autres cas, une gamme plus large peut être nécessaire. 

Assembler au moins six ballons de 2 I (ou 12 de 1 litre) et leur 
équipement auxiliaire et les remplir, excepté un ou deux, avec 
une série de solutions d’essai pour obtenir la gamme particu- 
lière des concentrations de la substance expérimentée qui a été 
sélectionnée pour l’essai. Remplir l’un des ballons restants1) 
avec de l’eau de dilution normalisée seule pour tenir lieu de 
témoin. 

Si un solvant organique a été utilisé pour dissoudre ou disperser 
une substance, préparer un second témoin avec l’eau de dilu- 
tion normalisée contenant suffisamment de solvant organique 
pour obtenir la concentration maximale à laquelle le solvant est 
présent dans les récipients d’essais. Après que la solution 
d’essai aura été amenée à 23 f 1 OC, placer 10 poissons dans 
chacun des ballons de 2 litres [ou cinq poissons dans chacun 
des ballons de 1 litre (voir 4.111 comme suit. 

Choisir les poissons au sein de la solution mère et les distribuer 
dans les ballons d’essais de facon aléatoire, sans délai, à l‘aide 
d’un filet à petites mailles constitué d’un matériau doux inerte. 
Écarter tout poisson tombé ou maltraité d’une autre facon pen- 
dant le transfert. Pour un essai donné, tous les poissons doi- 
vent être introduits en l‘espace de 30 min. 

Régler le dispositif de renouvellement de la solution à un débit 
d‘au moins 25 litres par jour, soit en continu, soit par addition à 
de courts intervalles. Le taux de renouvellement peut être réduit 
jusqu’à 12 litres par jour, à condition que la concentration en 
oxygbne dissous de la solution à la sortie reste supérieure à 
60 % de la saturation dans l’air. 

La solution d’essai utilisée pour le renouvellement doit être por- 
tée et maintenue à la température de 23 OC avant d’être intro- 
duite dans les ballons d‘essais. 

Noter le nombre de poissons morts dans chaque ballon au 
moins deux fois par jour durant la période de l’essai. Retirer 
chaque poisson mort des récipients aussitôt que possible. Des 
observations peuvent être faites plus fréquemment, par exem- 
ple, pour pouvoir calculer pour chaque concentration les pério- 
des moyennes de survie. 

Noter tout comportement anormal des poissons. 

Lorsque cela est possible, les concentrations de la substance à 
expérimenter dans les solutions mères et dans les solutions sor- 
tant des ballons d’essais doivent être mesurées au moins au 
début et à la fin de l‘essai. 

Mesurer la concentration en oxygène dissous, de la solution 
sortant de chaque ballon d’essai, le pH et la température au 
moins une fois par jour et au début et à la fin de l‘essai. 

Une proposition de formulaire d‘enregistrement des données 
est présentée en annexe B. 

7 Expression des résultats 

7.1 Validité 

Les résultats sont considérés comme valables si les conditions 
suivantes sont respectées: 

a) la concentration en oxygène dissous mesurée dans les 
solutions d’essais au cours de l’essai est égale au moins à 
60 O h  de la valeur de saturation dans l’air; 

b) les concentrations des substances à expérimenter ne 
sont pas connues (ou suspectées) comme ayant décrû 
significativement pendant l‘essai (mais voir chapitre 2) ; 

c) la mortalité du témoin n’excède pas 10 %; 

d) 
portement anormal n‘excède pas 10 %; 

la proportion de poissons témoins montrant un com- 

e) la CL 50 - 24 h de la substance chimique de référence 
pour la population mère se situe à un niveau acceptable par 
rapport aux résultats obtenus précédemment dans un même 
laboratoire. 

7.2 Estimation de la CL 50 

Si une simple estimation graphique est considérée comme suf- 
fisante, celle-ci peut-être obtenue en portant la mortalité (en 
pourcent de poissons d‘essai dans chaque récipient d‘essai) en 
fonction de la concentration de la substance à expérimenter. En 
utilisant des axes arithmétiques, on obtient une relation sig- 
moïde à partir de laquelle la CL 50 peut être déduite par interpo- 
lation, la concentration causant 50 % de mortalité (voir figure2). 

II est plus approprié de porter les données sur un papier graphi- 
que possédant des échelles de probabilité et logarithmique. 

Les données portées de cette manière fournissent une relation 
linéaire à partir de laquelle la CL 50 peut être déduite par inter- 
polation (voir figure 2). 

Si une estimation de la pente, des limites de son intervalle de 
confiance à 95 % et de la CL 50 est nécessaire, les données 
peuvent être analysées graphiquement.L21 

Si l‘on dispose de systèmes de calcul, l’analyse probit peut être 
appliquée.[’] 

Si les résultats sont disponibles en nombre insuffisant pour 
estimer la CL 50 à 24; 48; 72 et 96 h, noter la concentration 
minimale à laquelle se produit 100 % de mortalité et la concen- 
tration maximale causant O % de mortalité à 24; 48; 72 et 96 h. 
Ces concentrations indiquent les limites dans lesquelles se 
trouve la CI 50. 

8 Procès-verbal d‘essai 

Le procès-verbal d’essai doit contenir les indications suivantes: 

a) 
disponible sur la substance à expérimenter; 

l’identité chimique et toute information supplémentaire 

1) Si des ballons de 1 litre sont utilisés, deux ballons témoins avec l‘eau de dilution seule et, si approprié, deux avec le solvant, doivent être utilisés. 
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b) la méthode de préparation de l'eau de dilution, des solu- 
tions mères pour essai, incluant une description détaillée du 
dispositif de renouvellement des solutions ou sa référence; 

c) toute information chimique, biologique et physique 
relative à l'essai et non spécifiée dans la présente partie de 
I'ISO 7346, y compris les détails des conditions d'acclimata- 
tion des poissons pour essai et la masse de poisson, en 
grammes par litre; 

d) 
l'essai : 

les données prises en compte pour établir la validité de 

1) concentration en oxygène dissous, 

2) 

3) 
portement anormal, 

4) 

mortalité observée chez les poissons du témoin, 

proportion des poissons du témoin ayant un com- 

CL 50 de la substance de référence; 

e) un tableau indiquant les concentrations nominales 
expérimentées (ou les résultats d'analyses chimiques s'ils 
sont disponibles) et le pourcentage total des mortalités pour 
chacune d'entre elles à 24; 48; 72 et 96 h après le début de 
l'essai; 

f) les valeurs de la CL 50 et, si elles sont disponibles, les 
limites de leur intervalle de confiance, à 24; 48; 72 et 96 h, 
de la substance expérimentée. La référence de la méthode 
de calcul doit être donnée ainsi que celle de la méthode 
d'analyse chimique éventuellement utilisée; 

I S 0  7346/3-1984 (FI 

g) la pente de la courbe concentration-réponse (et les limi- 
tes de son intervalle de confiance à 95 % si elles sont dispo- 
nibles) : 

h) 
réponse; 

une illustration graphique de la relation concentration- 

j) toutes réactions inhabituelles des poissons dans les con- 
ditions d'essai et tout effet externe visible produit par la 
substance expérimentée; 

k) toute modification apportée au mode opératoire décrit 
dans la présente partie de I'ISO 7346 et ses raisons; 

m i  la référence à la présente partie de I'ISO 7346. 
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.I-- Entrée de la solution d'essai r 
\ 

Bain d'eau (23 tr 1 O C )  Support en plastique 

Figure 1 - Exemple d'appareillage pour la méthode avec renouvellement continu 
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Figure 2 - Interpolation graphique de la CL 50 (axes arithmétiques) 
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Figure 3 - Interpolation graphique de la CL 50 (axes à échelles logarithmique et de probabilité) 
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