
BULLETIN N I l U i l N DE PISCICULTURE 
V I N G T - S E P T I È M E A N N É E N ° 174 J U I L L E T - S E P T E M B R E 

L'EXPÉRIMENTATION TOXICOLOGIQUE 

SUR LE POISSON 

Par P . L A U R E N T 
Assistant à la Station Cmt.rab d'H/drobiologis appliquée. 

Les résultats des essais tox ico log iques sur les poissons présentent 
s o u v e n t une très grande dispersion et les chiffres t rouvés var ient parfois 
dans des proportions énormes d'un expér imentateur à l 'autre. Cette 
hétérogénéité peut s'expliquer surtout par la mise en œ u v r e de condi ­
t ions opératoires différentes ne permet tant aucune comparaison entre 
les divers essais. Ajoutons d'ailleurs que les auteurs n'ont parfois p a s 
précisé ou contrôlé de façon suffisante les constantes de leurs expériences , 
ce qui enlève beaucoup à la va leur des résultats . 

U n e standardisat ion s'avérait nécessaire e t ava i t é té préconisée 
par les spécialistes sans que des chiffres précis aient toutefo is é té avancés . 
Cette lacune a désormais été comblée par M M . W U H R M A N N , W O K E R , 

V I V I E R , L E C L E R C et D E V L A M I N C K qui, réunis à Zurich en Décembre 1 9 5 2 , 

ont proposé des condit ions de travail précises e t uniformes pour les essais 
de toxicologie sur les poissons. 

D a n s le présent travail , nous a v o n s cherché le m o y e n expér imenta l 
de réaliser les données de la convent ion de Zurich et a v o n s étudié , à 
t i tre d'il lustration, l'influence de l'acide sulfurique sur le poisson. 

I. — R é a l i s a t i o n e x p é r i m e n t a l e d e s c o n d i t i o n s o p é r a t o i r e s 

p r é c o n i s é e s à Z u r i c h . 

1 . — A P P A R E I L L A G E U T I L I S É ( F I G . 1 ) . 

Il nous a semblé préférable d'opérer nos essais en eau renouvelée : 
d'une part, ce t te m é t h o d e é l imine t o u t e interférence due à l 'accumula­
t ion du gaz carbonique en aquarium s tagnant pendant des expériences 
de durée assez longue ; d'autre part, on peut modifier à v o l o n t é la c o m ­
posit ion de l'eau du tonnelet sans perturber le l iquide de l 'erlenmeyer 
et sans déranger les poissons en expérience. L' inconvénient majeur de 
ce procédé est d'exiger la préparation de gros v o l u m e s de solut ion tox ique . 
Cependant, en assurant l 'écoulement par un t u b e effilé, le débit dev i en t 
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assez modéré pour que 2 5 litres p e r m e t t e n t l 'étude du c o m p o r t e m e n t 
de 10 poissons. 

L e dispositif d 'écoulement de l 'erlenmeyer supprime prat iquement 
t o u t c o n t a c t entre le l iquide tox ique où évo lue le poisson et l 'atmosphère. 
Il suffit dès lors de mainten ir au t a u x vou lu l 'oxygène dissous dans l 'eau 
d u tonne le t , pour assurer une teneur correspondante e t invariable dans 
le récipient d'expérience. 

P o u r les essais m e n é s par groupe de 10 poissons, la difficulté à va incre 
é ta i t le repérage des sujets . La répartit ion en ballons de 3 litres de deux 
groupes de 5 poissons e t le marquage par échancrure de la nageoire 
caudale , ont permis une observat ion précise de chaque animal. 

2 . — C O N D I T I O N N E M E N T E T C O M P O S I T I O N C H I M I Q U E D E L ' E A U . 

Chauffage. — Les essais ont é t é menés à 20° C. Il nous é ta i t p lus 
faci le de chauffer que de refroidir la solut ion à 7° C. U n e résistance logée 
d a n s u n e ga ine en verre p y r e x remplie de sable, assurait le chauffage 
du tonne le t . U n e s imple canne chauffante d'aquarium maintena i t le 
ba in thermos ta t ique des récipients d'essai à la température choisie. Le 
réglage a u t o m a t i q u e à 2 / 1 0 e de degré près étai t assuré par th ermo mètre 
à contac t s ; enfin, un s y s t è m e d'agitation lente donnait au l iquide du t o n ­
nelet l 'homogéné i té t h e r m i q u e indispensable. 

L'ut i l i sat ion d'un bain thermostat ique autour du tonnelet eût é té 
préférable au chauffage direct, mais le v o l u m e des récipients à utiliser 
serait alors devenu trop important . 

Oxygène. — Le condi t ionnement de l'eau en oxygène dissous s'est 
avéré le problème le plus ardu à résoudre. Des t enta t ives de d i lut ion 
par de l'eau bouil l ie refroidie à l'abri de l'air n'ont pas donné de résul tat 
sat is fa isant : les v o l u m e s d'eau dégazée à utiliser é ta ient trop importants ; 
l 'ébull i t ion entraînai t une précipitation des bicarbonates à l 'état de 
carbonates e t modifiait ainsi les caractérist iques chimiques pr imit ives 
de l 'eau d'expérience. 

L e barbotage d'azote dans l e tonne le t à travers une plaque de 
verre fritte s'est avéré, par contre, le procédé le plus c o m m o d e et le 
p lus souple pour chasser l'excès d 'oxygène dissous et amener l 'eau à 
70 % de la saturat ion. 

Res ta i t à t rouver u n contrôle ana ly t ique rapide e t r igoureux pour 
s'assurer de ce t t e teneur à t o u t instant , suivre son évolut ion et la ramener 
au t a u x désiré. L a m é t h o d e polarographique semblai t dans ce cas la 
p lus intéressante . M. le Conservateur V I V I E R m'ayant donné la possibil i té 
de doter m o n laboratoire d'un polarographe, j 'ai pu met tre en œ u v r e 
c e t t e technique . J e rappellerai t rès sommairement le principe de la 
m é t h o d e polarographique et indiquerai la marche d'un dosage d 'oxygène 
d i ssous . 

L e polarographe est un appareil qui permet le tracé de la courbe 
courant - tens ion d'un récipient d'électrolyse qui cont ient la substance 
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ï 
Fio. 1. — Appareillage pour l 'expérimentation toxicologique. 

B. Bain thermostatique. 
M. Moteur. 

P . Tuyau muni d'une pince de Mohr pour prise d'échantillons dans l'Erlenmeyer. 
R . Résistances. 
T . Thermomitre à contacts. 
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à analyser. L e s bornes de la cellule d'électrolyse sont const i tuées , d'une 
part , par une é lectrode essent ie l lement polarisable formée d'un flot 
de mercure qui s'écoule g o u t t e à g o u t t e par un capillaire, à une cadence 
très régulière e t sous un débit donné ; l 'autre électrode, d'autre part , 
impolar isable est une é lectrode au calomel dont le potentie l sert de réfé­
rence . On modif ie la tens ion appliquée a u x bornes de la cellule et les 
modif icat ions d' intensi té sont transmises par un ga lvanomètre e t notées . 
L a courbe o b t e n u e ou polarogramme présente, pour un potentie l donné , 
d e s paliers e t des accroissements ou vagues . La hauteur d'un palier dans 
des condi t ions expér imenta les définies est proportionnelle à la concen­
t ra t ion de l ' é lément à doser. Dans l e cas de l 'oxygène , la courbe présente 
d e u x paliers correspondant à une réduct ion en deux étapes : d'abord, 

FIG. 2. — Polarogramme d'un dosage d'O. 

format ion d'eau o x y g é n é e ( H 2 0 2 ) , puis décompos i t ion et réduction de 
cel le-ci (fig. 2) . L e premier palier présente un large m a x i m a gênant le 
dosage , mais qu'on suppr ime to ta lement par addit ion d'un colloïde. 

U n e mesure es t très v i t e effectuée et se déroule c o m m e suit : on place 
2 c m 3 de so lut ion fraîche de gélat ine à 0 gr. 2 % dans la cellule, on chasse 
l'air de celle-ci par un courant d'hydrogène que l'on maint ient en surface 
p e n d a n t le dosage . Pui s , on introduit , sans bulle , une quant i té connue 
d 'eau à analyser. Il ne reste plus qu'à mesurer la hauteur du palier à 
— 0,6 v o l t pour avoir, par comparaison avec un graphique é ta lon 
(fig. 3) , le t a u x d ' o x y g è n e . Ce graphique est établi au préalable, la m é ­
t h o d e de W i n k l e r de dosage de l ' o x y g è n e servant de référence ; il res te 
v a l a b l e si o n respecte les mêmes condi t ions expérimentales . 

La m é t h o d e polarographique permet tra i t le dosage cont inu de l 'oxy­
g è n e dissous, mais l'appareillage serait plus complexe e t comme, pra­
t i q u e m e n t , les échanges sont lents entre l 'eau et l 'atmosphère, ce perfec­
t i o n n e m e n t n o u s a semblé inutile pour l ' instant. 

On pourrait , d'autre part , assurer pins de constance au t a u x d 'oxy­
g è n e dissous en dirigeant u n courant d'azote à la surface de l'eau du 
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tonnelet , mais ce procédé exigerait de grosses quant i tés de gaz e t serait 
onéreux. N o u s a v o n s pu nous maintenir dans les l imites prévues à Zurich 
sans avoir recours à ce t te amélioration. 

Composition chimique de l'eau. — Les expériences o n t é t é faites 
avec une eau d'un T. A. C. de 15° Fr. L'eau des sources du Parac le t a été 

3 A 5 6 Cm3 Og p.l. 
Fia. 3 . — Diagramme-étalon du dosage d'O, 

amenée à ce t i tre par addi t ion d'eau distillée ; les caractérist iques chi­
miques de l'eau d'expérience obtenue sont indiquées ci-après : 

T. A . = 0 ° F r . 

T. A. C. = 15° Fr. 

Calcium en C a = 6 3 m g pl. 

Magnésium en M g = 5 m g 7 pl. 

Chlorures en C l a = 9 m g 1 pl. 

Sulfates en S 0 4 = 5 m g 2 pl. 

Nitrates en N 0 3 = 16 m g 9 pl. 

Pouvoir réducteur ( 0 2 emprunté au M n 0 4 K — en milieu C 0 3 H N a — 

10' à ébullition) 1 m g 02 pl. 

Nitrites , N H 3 , S H 2 : néant . 

Il eut été difficile de travail ler avec une eau à 1°25 Fr, les vo lumes 
d'eau distillée à employer devenant alors trop importants . 

p H . Il a été mesuré au p H m è t r e avec une électrode de verre. 
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3 . — P O I S S O N S U T I L I S É S . 

r J 

L e s vairons m i s en expérience ava ient été péchés dans une rivière 
vo i s ine : la Celle. Ces poissons , après s tockage à une température vois ine 
de 20°, n'ont m o n t r é aucun signe de maladie ou de déficience. 

Après expér ience , chaque vairon a été mesuré (du bout du museau 
à l ' extrémité de la nageoire caudale) puis pesé. 

Les réact ions des sujets ont été notées selon les symboles de 
S C H E U R I N G (1) , aussi bien pour les in tox icat ions individuel les que col­
l ec t ives : la dé terminat ion exacte d u t e m p s de première manifestat ion 
ex ige , en effet, une survei l lance constante, e t le fait de noter le comporte ­
m e n t des po issons entre dans le travai l d 'observat ion. 

La mise en observat ion de 48 heures prévue à Zurich pour les pois­
sons a y a n t supporté une dose de t o x i q u e vo i s ine de la di lut ion l imite , 
a é té observée au cours de nos essais, mais le t a u x de 7 0 % de la saturat ion 
en o x y g è n e dissous n'a pas é té maintenu. 11 eut fallu, en effet, surveiller 
de façon in interrompue p e n d a n t 48 heures la teneur en oxygène , ce qui 
é t a i t imposs ible . L e s poissons mis en observat ion ont é té s implement 
p lacés dans de l 'eau à 15° Fr, à la t empérature de 20° C, sous une faible 
épaisseur d'eau et une surface étendue, de façon à obtenir un t a u x d 'oxy­
g è n e vois in de la saturat ion. 

II . — Application de la méthode précédemment exposée. 
Étude de la toxicité de l'acide sulfurique sur les Poissons. 

1. — S O L U T I O N S T O X I Q U E S . 

L e s différentes doses toxiques o n t été établ ies à l'aide d'une solut ion 
à 100 gr. par litre d'acide sulfurique R . P . pur pour analyse . 

L a teneur de l 'eau en S 0 4 H 2 to ta l a été contrôlée par la m é t h o d e 
pondérale ; la quant i t é de S 0 4 H 2 libre restant étai t connue du fait 
que l 'eau a v e c un T.A.C. de 15° F r avai t un pouvoir de neutral isat ion 
d e 147 mg de S 0 4 H 2 par litre (2). 

(1) Les s y m b o l e s d e S C H E U R I N G s o n t des c o n v e n t i o n s qu i p e r m e t t e n t de 
t r a d u i r e p a r u n s igne l ' a t t i t u d e d 'un poisson i n t o x i q u é . Voici la s ignif icat ion 
d e s s ignes u t i l i sés d a n s n o s essa is . 

L e s cercles t r a d u i s e n t le m o u v e m e n t : O = c a l m e ; O = ag i t é . 
L e s flèches, la pos i t i on d u corps : ^ n o r m a l e ; S sur le cô té ; ->- sur le flanc ; 

^ su r le dos . 
L e s s ignes © = m o r i b o n d e t ^ = m o r t . 

(2) Le T . A . ( t i t r e a l ca l imé t r ique ) e t le T . A . C. ( t i t r e a l c a l i m é t r i q u e c o m p l e t ) 
n e s o n t q u e des m o d e s d ' e x p r e s s i o n : l o r s q u ' o n t i t r e u n e eau p a r u n ac ide en p r é s e n c e 
d ' u n i n d i c a t e u r co loré ( H é l i a n t h i n e - p h t a l é i n e ) o n dose g l o b a l e m e n t les b i c a r b o n a t e s , 
c a r b o n a t e s et h y d r a t e s p r é s e n t s d a n s c e t t e eau ; e x p r i m e r a lors le r é s u l t a t 
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D e s expériences ont é té commencées avec la dose de 250 m g de 
S 0 4 H 2 par l itre, pour peu à peu être réduites jusqu'à atte indre la di lut ion 
l imi te . 

2. — U T I L I S A T I O N D E S P O I S S O N S . 

Chaque dose t o x i q u e a donné l ieu à un essai sur 10 vairons au moins , 
so i t ind iv idue l l ement pour les doses fortes où les réactions se succèdent 
r a p i d e m e n t e t rendent malaisée l 'observat ion s imultanée de plusieurs 
suje t s , soit par groupe de 10 pour les doses plus vois ines de la di lut ion 
l i m i t e . L e c o m p o r t e m e n t de chaque poisson a été rassemblé en un tableau 
pour une teneur donnée de toxique (fig. 4 ) . 

L a déterminat ion du t e m p s de première mani fes tat ion a é té faite 
d a n s la mesure d u possible, mais , d a n s le cas de l 'acide sulfurique, c e t t e 
réac t ion nous a semblé dél icate à observer, le poisson ne mani fes tant 
p a s toujours son in tox ica t ion par u n bascu lement sur le flanc, mais par 
d e s s y m p t ô m e s bien m o i n s év idents tel un engourdissement progressif 
sans perte d'équilibre. 

P a r contre, le t e m p s de mort apparente a pu être déterminé avec 
b e a u c o u p plus de précis ion sur le critère de la cessat ion des m o u v e m e n t s 
d u corps e t des opercules . 

3 . — É L A B O R A T I O N G R A P H I Q U E . 

N o u s a v o n s retenu pour l 'établ issement de notre courbe de tox ic i t é 
le t e m p s de mort apparente des sujets . Les résultats de chacun de n o s 
t a b l e a u x nous o n t permis de calculer une m o y e n n e de ce t e m p s de mort 
a p p a r e n t e pour une dose donnée de tox ique . Les var iat ions de ces d e u x 
e r a n d e u r s n o u s ont d o n n é le graphique représenté par la fig. 5. 

4 . — C O N C L U S I O N S S U R L A T O X I C I T É D E S 0 4 H 2 . 

L a courbe de tox i c i t é affecte une forme hyperbol ique régulière, 
caractér is t ique ; l ' a s y m p t o t e à une parallèle a u x ordonnées nous donne 
la va l eur de la dose min ima mortelle, soit : 167 m g par litre. 

L a di lut ion l imite établ ie expér imenta l ement est très voisine : 
165 m g par litre. 

Si on se s o u v i e n t que l 'eau avait un pouvoir de neutral isat ion équi­
v a l e n t à 147 m g de S 0 4 H 2 par litre, on v o i t de suite que la dose minima 
mortelle correspond à 20 m g de S 0 4 H 2 libre par litre et la dilution l imite 
à 18 m g de S 0 4 H 2 libre par litre. 

e n Ca 0, p a r e x e m p l e , n e c o r r e s p o n d à r i en . O n n e p e u t chiffrer sa m e s u r e q u ' e n 
d e g r é s . O n a p r i s c o m m e b a s e u n e g r a n d e u r é q u i v a l e n t e a u degré f rança is so i t 
1 : 10.000ème de mo lécu l e p a r l i t r e de C 0 3 C a , ( C 0 3 H ) 8 C a , C O a M g , ( C 0 3 H ) 2 M g . 
P o u r u n T. A . ( d o s a g e en p r é s e n c e de p h t a l é i n e ) ou u n T . A. C. (v i rage en p r é s e n c e 

N 
d ' H é l i a n t h i n e ) de 1° F r , il f a u t 0,5 c m 8 de S 0 4 H j — p o u r u n e p r i se d e 100 c m 3 . 
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F i o . 5. — Courbe de toxicité. 
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N o s chiffres sont comparables , e n S 0 4 H 2 libre, à ceux trouvés pour 
le va iron par L É G E R : d i lut ion limite e n eau disti l lée aérée 20 m g par litre. 
Il en e s t de m ê m e pour la dose minima mortel le : L É G E R t rouvai t 40 m g 
en eau disti l lée ; sur notre graphique, l 'abscisse au point de la courbe 
correspondant à 1 heure nous donne 36 m g par litre de S 0 4 H 2 libre, e n 
t e n a n t c o m p t e du pouvoir de neutralisation de notre eau d'expérience. 

P a r contre, nous n 'avons pas observé, c o m m e L É G E R , d'act ion néfaste 
sur le poisson pour des doses d'acide inférieures au pouvoir de neutra­
l i sat ion de l'eau. Cet auteur attribuait à jus te t i tre ce phénomène au C O a 

l ibéré des b icarbonates e t carbonates par l'acide. D a n s nos expériences, 
ce fait ne se produisa i t pas : le courant d'azote util isé pour régler le 
t a u x d 'oxygène entraînai t en même t e m p s le C 0 2 l ibéré. L'act ion t o x i q u e 
observée n'était donc attribuable qu'à l'acide sulfurique. 

Cet te é tude de l' influence de l 'acide sulfurique sur le poisson nous 
a servi surtout à montrer un exemple prat ique de l 'uti l isation de notre 
apparei l lage. On a pu voir que l 'expérimentat ion tox ico log ique exigeai t 
une a t t en t ion soutenue e t que l 'établ issement d'un point du graphique 
de tox i c i t é représentai t une somme d e travail importante . Le pourcentage 
d'erreur d iminue avec l 'augmentat ion du nombre des relevés et ce n'est 
qu'au prix de nombreuses heures d'expérience qu'il sera possible de 
déterminer , dans les condi t ions expérimentales définies à Zurich et avec 
u n e précision convenable , la toxicité des corps présents dans les effluents. 

N o u s pensons qu'il é ta i t indispensable de fixer des condit ions e x p é ­
r imenta l e s rigoureuses pour les essais tox ico log iques au laboratoire e t 
sur tout de les uniformiser. A notre avis , les chiffres s tandards obtenus 
serv iront de repère au cas concret e t pratique de la pol lut ion des rivières 
où , b ien souvent , on ne peut donner pour un produit t o x i q u e qu'un ordre 
de grandeur. Compte t enu des modifications de condit ions et des inter­
férences éventuel les , on pourra s e référer a u x tables toxicologiques 
dressées pour est imer approx imat ivement l ' intensité d'une pol lut ion. 
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