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A14 Durée de viede 1'état émissif en fonction du pH (d’apr&s ROZWADOWSKI
cité par ANORE A14 )

A15 Rendemant de fluorescence en fonction du pH (d’aprés ROZWADOWSKI cita
par ANDRE A14 )

A18 Variation du signal de fluorsscence en fonction du pH pour la Rhaodamine
la Sulforhodamine B (Pontacyl Pink B) et la fluoresceine {(d’'aprés
FEUERSTEIN et SELLECK A4 )
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Schéma opticue du fluorimgtre "Turner 111" (d'apras SCHOULER A17 )

Variation du signal de flugrescence =n fonction du pH pour la
Rhodamine WT (d’aprés SIVERTS A18 et MOSER A19 )

Variation du signal de fluorescence en fonction du pH pou% la
Sulforhodamine G (d'aprés LACHENAL et DESCELEE A18 )

Extinction de la fluorescence de la Rhodamine B et de.l'Uranine par
les ions chlorures, hromures, =2t iodures (d'aprés LUCATU cité par

GRABZAK A20 ) %

Diagramme d'une transition intersytéme favorisée par une augmentation
de température (d'aprés GUILBAULT A11 )

Schéma optique d'un appareil de fluorescence (d’aprés A23 )

Variation de l'intengits de fluaorescence en fonction de la concentra-
tions pour 3 géométries de cellule données (d'aprés GUILBAULT A1

Schéma de fonctionnement du fluorimétre "Turner 111" (d’aprés SCHOULER
A17 ) I
: ; i

Schéma simplifié du spectrofluorimétre "Turner 430" (d’aprés A23 )

Variation de 1'intensité de la lumigre diffusée par de 1l'eau bidistillée.
en fonction de la longusur d'onde d'excitation '

Intensité de la lumidre diffusée en fonction de la longueur d'onde
pour guatre matrices d'eaux naturelles

Intensité de la lumiére diffus@e en focntion de la longueur d'onde
pour :2- saumures de concentration differente '

Intensité de la lumiére diffusée en fonction de la lormgewurd’'onde pour
des solutions de sulfate d'alumine de concentrations différentss

Effet RAYLEICGH et Effet TYNDALL en fonction de la concentration en
sylfate d’alumine

Intensité de la lumidre diffusée pour des suspensions de bentonite
de "concentrations” comprises entre 10-1 g/l et 910*1 g/1

Proportionnalité de 1'intensité de la lumidre diffusée en fonction
de 1a "concentration” en bentonite pour unelmgueur d'onde donnée

Influence de la nature des cuvettes de mesure sur 1'intensité de la
lumidre diffusés en fonction de lalmgu eurd'onde

Exempls de spectre RAMAN de 1'eau pour une longueur d'onde d'excitation|
de 370 nm

Evolutien en fonction de la longueur d 'onde d’excitation de la
différanca A X entre la longueur d'onde d'excitation et la langueur
d’onde du pic RAMAN




FIGURE A35

FIGURE A37
FIGURF A3B
FIGURE A39
FTIGURE: A40
FIGURE A41
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et A43b

FIGURE A44

¥ FIGHRE A45

FIGURE A4B
A47

FIGURE A48

FIGURE A49

FIGURE A50

FGGURE AS4

FIGURE A43a

“concentrations différentes {(respectivament 2.107"1 ot 10'3} dans

Variation de 1'int2nsité du pic RAMAN de= 1’sau en fonction de la
longuzur d'onde d'excitation

Spectres dfaxcitation des principaux traceurs fluorescents %
Spectres de transmission des filtres primaires pour les rhodamines |
Spectres de transmission des filtres primaires pour 1l'uranine
Spectres d'émission des principaux traceurs fluorescents

Spectres de transmission des filtres secondaires pour lss Rhodamines i
Spectres de transmission des filtres secondaires pour 1’Uranine

Exemples de spectraes normés en amplitude pour 1'étude comparee de
trois spectrofluorimétres

Détection spectrofluorimétrique d'Uranine st de Rhodamine B, a

1a méme solution. Enregistrement au PERKIN-ELMER 203, excitation 2
25 nm en dessous de la longueur d’'onde d'analyse (d'apras BEHRENS AZS

Spectres & "pas constant” effectués pour différentes longueurs depas'
AX , d'un mélange de sulforhodamine G et de rhodamine Wy 3 des
concentrations respectives de 1,4 1078 et 8,8 1078 kg/1)

(1les valeurs indiguées en abscisses sont respectivement les longueurs
d'onde d'excitation et d'émission) _ .

Etude des "spectres combings” de la rhodamine wf‘et de 1la sulforhoda-
mine G obtenus par la méthode du pas constant pour des pas [ A} 3
variant entre 20 et 30 nanometres.

On notera gque le réglags en amplification des naux était différent
pour 1'une et 1'autre série de mesures.

1) importe par conséquent de préciser ici gue les sensibilités de
détection de la sulforhodamine G et de la rhodamine Wt sont dans _un
rapport variant de 7 a %5 pour des concentrations variant de 1077

5 109 (cf Ffigure A48)

'
4
1

oa

5

Série de spectres étalaon d'uranine & des concentrations comprises entra|
1078 et 1079 (courbes normées en surface) '

Exemple de spectres (relevés a la tahle de lectyre ] de doux étalens
de rhodamina Wt et de sulforhadaminetd mdme concentration (1077 ka/1)
et d'un mélange binaire de deux traceurs, la concentration en RhWt
&tant cette fois 5 fois supérieure 3 celle de la asulforhadamina G

Tableau récapitulatif des essais de discrimination de rhodamina Wt
et de sulfordhndamine G dans 22 m2langes binalres

Exemple de spectres (relevés & la table d= lecturs) de deux &talons
d’uranine et de rhodamine Wt ainsil gue de trois mélanges hinaires
da pes deux traceurs (courbes nom 285 en surfacal.




FIGURE A52

FIGURE A53

FIGURE AS54

tude dz la séparation par chromatographie sur couche mince ds
Rhodamine Wt et de Suiforhodamine G en solution

1A (cercles noirs - trait continu) Etalonnage d'une solution de RhWt

ayant subi’ la chromatographis
1B fcercles blancs - trait interrompu) Résultat de mesure de RhWt
extraite par chromatographie du mélangs binaire isoconcentration

2A (triangles noirs - trait continu) Etalonnage d'une solutian
de sulforhodamine G ayant subi la chromatographie

28 (triangles blancs - trait interrompu) Résultat de mesure ds
sulforhodamine G extraite par chromatographie du mélange binaire

isaocaoncentration

B .

Etude de la séparation par voie chimigue et extraction liquida-liquida'

d’un mélange de rhodamine Wt et de sulfarhedamine G

1A (cercles noirs - trait continu) Etalennage d'une saolution chloro-

formique de rhodamine Wt ayant subi le traitement

1B (cercles blancs ., trait interrompul Résultat de mesure de Rh.WEt en

solution chlornformique extraite du mélange binaire isoconcentratiol

ZA (triangles noirs - trait continu) Etalonnage d'une solution aqueuse

de sulforhodamine G ayant subi le traitement

2B (tr iangles blancs . trait discontinu} Résultat de mesure de
sulforhodamine G dans le résidu aqueux du mélange binaire iso-
concentration

3  (carrés blancs.trait discontinu long) Résultat de mesure de

Rhodamine Wt dans le residu agueux de la solution chloroformique 18

Ftude de la séparation par voie chimique et extraction liguide-liquide

A'un mélange de Rhodamine B et de Sulforhodamine G

L'identification des graphes est identinue 2 celle de la figurs AS3
53 13 substitution prés de la Rhodamire B 4 la Rhodamine WEt.
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Courbe de restitution dz la Rhodamina Wt =T courne de da2bit A
GOULE BLANCHE :

Exemple pour la Rhodamine Wt d= 1'intégration des produits élément
taires g c dt effectuge & la machine :

Planche synoptique des essais
Carte géolngique de la région de FRECHENCOURT

gityation des points d'injection =t da prélavemsnts du sit= de
FRECHENCOURT

Coupe géologique du site de FRECHENCOURT

Courbes de restitution en Rhodamines Wt et en Uranine lors de la
coloration de FRECHENCOURT

Bassin versant de 1'HALLUE
Log de forage et craquis de 1'expérience du site de VAULX EN VELIN

Courbes de restitution =n Rhodamine Wt et Uranine sur le site de
VAULX EN VELIN :
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DEUXTEME PARTIE

Schéma d'obtention de la distribution dss temps de séjour (D.T.S.)
d’un systéme (d'aprés MOLINARI [B1) )

Marguage homogéne, par "injections multipoints” d’une tranches
élémentaire d'écoulement dans un cours d'eau. La guantité de traceur
injectée dans chague é&1ément de ssction doit &tre proportionnelle ‘
au débit local. :

Les vitesse moyennas locales sont généralsment obtemus directement

par intégration du champ des vitesses, =2n déplagant & vitesse i
constante le moulinet sur la verticale d=2 mesure {(d'aprés MOLINARI[B{
Bassin versant de la DIEGE (carte de situation) |

Schéma géologique du bassin versant de la DIEGE

Réductinn de la carte tapogfaphique au 1/25000° montrant 1'implanta-
tion des points de mesures

Profil en long du cours supérieur de la DIEGE avec le répérage
hectométrique des stations de mesure

D.T.S. en cascade obtenues pour le point d'injection I et aux
deux sections de mesures (9) et (12)

Evolutinn des réponses impulsionnelles correspondant aux trois i
sections de mesure :"Pont de Sornac” (1I)” Pont de St GERMAIN LAVOLPS” |
(12) et "Pont de CONFOLENS” en fonction dz la distance

D.T.S. pour des débits différents sur le bief expérimental
"Pont ds CONFOLENS” - "Pont du LOUBEIX"

0.7.S. pour des débits différents sur le blef expérimental
"Pont de CONFOLENS” - "PONT DU LOUBEIX représentées en temps réduit

Variation des réponses impulsionnelles en fonction du débit sur
la DIEGE

Carte géologique’au 1/50000° de la région de Villard de Lans et
situation des points d'injection

Coupe géologique LA FAUGE - GOULE BLANCHE
Schéma des scialets d'injection de LA FAUGE
Coupe géologique LES CLOTS -~ FONTAINE DU RENARD

~

Courbe de restitution de 1'Uranine et courbe de débit & GOULE BLANCHE|
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AL, INTRODUCTION

A, 1.1, - CADRE BE L’ETUBE

L'emolol de traceurs en hydrologie est demeur

o

jusgu'a ces dernierss annéses

1'apanage du spélealogue. Cette technique &tait réservée 3 des essais de
corrélation dans des circulations karstiques ; elle résidait dans l'injectionl
dans la perte d'une rividre souterraine, d’une substarce fortement colorde,

et la surveillance de la, ou lss résurgences présumées, d;ns le but ds prouver
una éventuslle communication facilitant la reconnaissance du réseau karstigus
gtudié.

Les quantités de colorant employdes étaient toujours considérables car la
détection se faisait le plus souvent visuellement. Le traceur utilisé était

la”fluorasceine”, dont les remarguables performances avaient rapidement imposé|

1'emplaoi.

Depuis, de nouveauxrtraceura sont apparus, a la faveur notamment dgs mesures
de débit par dilutian, mesures dont 1’essor ast relativement récent. A catte
importants application grthydrométrie se sont ajoutées da nouvellss applica-
tions dans des domaines extrémement divers. Ainsi en hydrogéologie, 1'emploi
es traceurs s'est ravélé fructusux pour résuudfe des problémes aussi variés
gue la détermination de la permésbilité d'un agquif2re, le mede de transit de
l'eau dans le sol, la délimitation de2 périmétres de prntectibn paur des
captages ou des pompages. En Génie Civil, les traceurs peuvent également
Jousr un rdle important, pour mettre en évidence par examplz des zanes de
fuites dans das retenues, des barrages au des canaux.
Les exigences de 1'hydrogéologie ont conduit le praticien & rechercher des
substances tragantes ayant de bonnes performances, detectables avec une

grande sansibilité et une bonne précision.

Il faut, ici, feire remargquer gue le probi2me du marguags achoppe sur un

paradoxe . L'identification d'une substance ne peut 8tre obtenue que par
le biais d'un "margueur”, indicateur ou encore traceur, d= nature nécessaire- |
ment différente de la substance a dtudisr : substance et indicateur pouvant

avoir des comportements physico-chimigues ou mé@me hydrodynamigues différents.



En hydrolaogiae, toutes les technigues de marguagzs postulent gue ls Ltraceur
t

raflafte fidélement, au cours de son transit, le comportsment de la phass
p

licuide, 1'eau, gu’il repr#sanfte. En fait, cetts hypoth2ss est difficile &
admettre en railson des multiples interactions mutuslles susceptibles de sa

praduire entre le traceur, la phase marquée =t le milieu [A1] .

Le fraceur idéal ast bien 2videmment celui gui serait capable de marquer
les molécules elliess-m8mes da la phasa er mouvament. Cette possibilité est 1
offerte par les traceurs isctopiques, et, dans le cas de l'esau, par les
varifétés isotopigques ds la molscule d'sau, marquées par des isotopes da
1'axygéns ou de 1°hydrog2ns.

On montre en fait que seul le tritium est susceptible d'8tre utilisé comme
traceur ariificiellA1]. Des raisons non seulement financi2res mais surtout
scientifigues font ques, jusqu’a présent, on a praférd proscrire l'emploi de
ce traceur dent on étudie par ailleurs les fluctuations naturelles dans l=

cycle hydrogdologique, dans le cadre d’études d’environnement. !

L'emploi des variétsés isotopiques de 1'eau, qualifiées par MOLINARI [ A1]
de fracewrs intrninddques, étant ainsi exclu, la recherche de nouveaux traceurs

ne peut d@boucher gua sur des compramis entre différentes contraintas ol

interviennant a la fois, les gualitss du tracsaur, son coit, sa sensibilité

5]

de détection, sa toxicité, etc. ...
Les traceurs dont l'emploi a 2té le plus développg sant ¢ i
- les traceurs salins, mesurés par voie chimigue, activable

ou radicactive

- les traceurs fluorescents .
Ces traceurs fluorescents se distinguent particuliérement par leur faible
codt, leur sensibilité de détection considérable et surtout leur facilits

de mesurs, notamment "in situ”.

L'intérat des traceurs fluorescents, ainsi gque les problames qua leur emplod

posa ont été récemment exposss par MOLINARI {(in [A14 ] :

"Oepuis de nombreusas ann2as, le Service des Applications das Radiczléments
ot das Rayonnements (anciennement : Section d'Applications das Radioelement
a développég au sein de son groups d'hydrologie las techniques da margquags

. . N . o - o S 4y acli -
gt d'identification, -assivament &henduy sa compgtence das raclo

. ) 1]
*papaurs & tous les autres traceurs, notammant las tracsurs flunrescents”.




"'intérét particulier que le SARR porte & ces ftraceurs est d’autant

plus vif gu'a la fluorescéine, si familiere aux hydrogéologues, et a la
Rhodamine B, d'un usage maintsnant répandu, viennent s'adjoindre d’autras
colorants de perfarmances analogues cu meme supérieures.

Outre la promotion de tous ces colorants, le laboratoire s'est donné

pour objectif d’'améliorer leurs technigues de mesure. Les innovations

qui ont résulté de ces travaux onf d'ores et déja orofondément renouvele
1'utilisation des traceurs en hydrologie. En effet, l’emploi de colorants
plus adéguats, mieux compatibles avec le milieu, décelés par fluorimétrie
avec une sensibilité infiniment supérieure & celle qu’offrait la simple
colorimétrie, ont autorisé 1'étude des modalités de transit de 1'sau

sur des distances st pour des flux considérables. en hydrologie de surface,

en. hydrogéologie karstigue et m8me en hydrogéologie souterraine”.

"Ces progrés ont suscité de nouveaux besoins, ainsi 1l'importance et
1'ampleur des études gue ces technigues permettaient d'aborder, incitaient
a entreprendre, sur chaque site et au cours d'une mé&me campagne d’études,
plusieurs opérations de marquage différentes.

Pour ce faire, il fallait disposer de traceurs compétiblas entre eux

et suffisamment distincts pour 8tre mesurés conjointement avec la préci-
sion requise. Dans certains cas particuliers, des contraintes technologi-
gues réduisaient & mettre en oeuvre ces mémes traceurs dans des milieux
perturbateurs ou agressifs.

Ainsi, certains des essais du SARR avaient conduits & associer, aux tra-
ceurs fluorescents, de 1'iodures de sodium, traceur anionigue auquel ce
Service a trés fréquemment recours ; d'autres essais ont contraints le SARR
3 asscocier aux mémes traceurs fluorescents, des saumures a haute concen-

tration.

Dans toutes ces circonstances, l'interprétation guantitative des résul-
tats expérimentaux a €té jusqu'alors obéré par une certaine méconnais-
sance des phénoménes physicochimiques d'extinction de fluorsscence invo-

quée de fagon fragmentaire et éparse dans la documentation technigue”.




;CJ

A,1.2, RAPPELS SUR LES DIFFERENTS TRACEURS FLUGRESCENTS UTILISES
— BN HYDROGEOLOGIE [Az]

|

las seuls traceurs fluorescents couramment utilisés en hydrologie appartien-
ent tous a la famille des colorants dits Xanthénigues darivant du Xanthane

de formule

Les caractéristiques physico-chimigues des plus importants de ces colorants,
notamment 1'Uranine (fluoresceine hydraulique), la Rhodamins B, la .
Rhodamine Wt, la sulforhodamine B et la Sulforhodamine G, sont praciseées

dans l= Tableau de la pags 5.

Ces tracsurs, dont la gamme sera vrasemblablement complétés dans les annges |
3 venir par d’autres traceurs de performances analogues, prasaniant la
proprigté remarquable de pouveir 8tre décelés en conlinu, et a des concen-
thations extnémement faibles, de 1'ordre de ﬂO_qq, performancas indgalées
dans le domaine des traceurs conventionnels [A2]. Les propriétés comparéss

de ces traceurs serant examingées dans le chapiltre B.1. .

A.1.3. OBJET TE L'ETDE

La présente &tude a pour objet le perfactionnement das techniquas de mesure

des traceurs fluorescents dans leurs applications & des problam hydro-

géologigques, Elle a ét2 effectuceau SARR du CENG, p=u de temps aprés la

mise en service dans ce laboratoire d’un spectroflucrimdtre, appareil per-

4]

mettant une analyss guantitative plus fins st plus s2 2lective de ces

s

différants tracsurs fluorescents.
L

.

ntsret d'un tel appareil par rapport asux fluorimelres classiguss est d=

permebirs e idantification du tracaur caractérisd par son spachire de

uJ

L

fluorascencae. Il est ainsi possible, aux trés falbles concantrations st

dans le cas de "bruits de fond" élavés, d'aveir la certituds que le signal




CARACTERISTIQUES PHYSICO~-CHIMIQUES DES PRINCIPAUX TRACEURS FLUORESCENTS

T y_—. CI 45 350 ' €1 45 170 CL 45 100 CI 45 220
o hoid Yellow 73 ' nasic  Vieler 10 Aeid ned 52 Acid Red SO
RANIRE - RHODAMINE B SULIHOUEDDANING B SULTVHORHODAMINE G RUODAMING W
bafuid | Fllmrcscm.ne sodique Yontacyl=frilliant-Tink B {(Réf, 2)
Yluoresecine lydraviique Rose sulfacide brillant 3B (RS, 3)
e Sodium-risovcinol-phtaliine NNRN Treracthiylehadanine- Nisadivm 3,6 = Inlhrth.]. iamino=-9- X U= (2,4 dicarboxyphonyl) = 6
PESTOUATION  CHTHINUE ) chlovivdiate plieny \'mL.r Tiom=2,7-5ullenate Lttt amine) = - wm \
ylidime Jidthyl ameniom oh ek
mwl\, o Son L, noefy ra-(\ o
AL b e W = = =
\ o 5 T
1 ~—-L0 Ll\n'x)rjli (C W \' i
v (::L:) (r’HS)’J
TRANTNE H.C
@ G 0 =0 CC0H
TORMULY  PEVELOPTER
c.’—
—CGO@
‘ = J - L
-+
+ C1 @ + Ko’
+ 2 Na
- Cop Hyq Og ¥a, Cyog Hys Oy N, C1 €,y Hyy 0, N, 5, Na, Cog Hys Op Ny 8, Ha, Cog Hog Og iy MWy €
POINE MOLECULATRE | 376,15 479,02 6eh, 67 &3l 366.,5
(TR ¥ S A ATRY ! anion carion i on anion anion
~ S = Poudre .
s Foudre £ T 5l roundr : s
Selution agueise solubion aodtigoe Poudre i poudrea solution sedigue
S — S = — T I e —— TR
N AT U Al {Jaune vert) 50%  (roupe) IR T violet) .
: 530 554
i verk) 576 (oranpe 572 ranye =
FHALRL S e nnEs DR e : 360 - 572
VA FRALY

—— — - — . = SIS —————————— =5




-

luorzscent a:

e}
]
0

)]

t bien le falt du fraceur employ2 =2t non pas une fluorascence

i3]
parasitz due 3 la matrice,

et

Si la mesure ds traceurs flusraescents a felt d’'énormes progres, il n'en
demeura pas moins vral gque des probl2mes complexes sant ancore mal élycidss.,
Beaucoup d= phénomenas intervenant dans les mécanismes mémes de la fluores-
.cance interfarent sur 1a mesurs. Il nous a s2mbl2 niécessairs, dans une
premigre partie, d'etudier apres des rappels théorigues, les principaux
facteurs intervenant sur la fluorescence des solubions de matidres colorantes
pour en dégager des conditions optimales de mesure. Nous avons aussi, dans
cette méme premiére partie, abordé 1'important probldme de la discrimination

et de la mesure simultanée de plusieurs tracsurs fluorascents.

Les technigques faisant intervenir des traceurs fluorescents, bien gu’ayant
considéranlement &volu2, restent encore cependant d’une utllisation limitée..
Ceci est souvent dii & une certaine méconnaissance des services qu'éllas
peuvent rendre, tout particulisrement dans les domaines de 1'hydrogéologie

et du Génie Civil,

Aussi s'est-on proposé, dans la seconde partis de notre &tuds, d’illustrer
par de nombreux exemples de mise en oeuvre, les possibilités des traceurs

fluorescents en hydrologie et surtout deans le domains des 1'hydrogZologie.




Certaines substances, scumises a 1l'action d'un rayonnement lumineux, 8metient

des radiations lumineuses dont la longusur d'onde,

-substancea, est différente de la longueur d'onde de la lumidre excitatrice.

Ce phénomane est apo2lé photoluminescence .

Parallélement & cet effet vont intsrvenir d'auiras ph2noménes accompagnateurs
et nous serons alnsi amenés 3 dLudier succassivement, outre la luminsscence
qui comprend la fluorescence et la phosphorescence,
- la diffusion
- das procassus non radiatifs entrant en compgtition aves |
la photoluminescence . [
Enfin, dans un dernier paragraphe nous essalerons de montrer 1l'incidencs [

de la structure moléculaire sur la fluorescence.

A.2.1, RAPPELS DE SPECTROSCOPIE ELECTRONICUE o |

A.2.1.1. INTERACTION DE LA LUMIERE AVEC LE MILIEU

FPour rendre compte de toute interaction, la lumi2re doit &tre interpretés

a4 la fois comme un phénomane ondulatoire et corpusculaire. La lumidre sst

caractérisée par une longueur d’onde A et unz fréquence v relises par
l'équation :
" _ C
' A

o C est la vitesse de la lumigre dans le vide, soit 3.101Dcm/5 V

Quand un faisceau lumineux irradie un milisy, deux types d'évingpents
peuvent se produire
- traversée sans absorption

-~ absorption partizlle ou totala,

]
P

Nans ce decnier cas, 1l'énergiz luminause asht transfarée au milieu par
g

processus d'absorplion,




Catte absorption d’éner

uanta de tells sarte gue la relation
a

ngo . 2
AE = hu = - solt vérifice
- 1a ~onastante «© PLANK 3 = ) e
o h est la constanta de PLAMK : avec h = 6,82 , 10 RIg.820,

A.Z.1.2. DIFFERENTS ETATS DFUN SYSTEME

a} Mament cinétique d'un 8lectron : spin [AS]

- "Lorsque le systéms comporte plusleurs 3lectrons, comms c'est l2 cas pour.
las atomes autres que 1'hydrogdne et pour les molécules, l'interaction entre
les électrons fait que les ssules grandeurs ayant un sens physique sont des

Les principes de la spectroscopie et de la mécanique{pﬂnﬂque agtablissent que,

dans un systéme, les niveaux d'énergle diffeérent par leurs états &lechronlques

et, on a vue en A.2.1.1., gue le passage d’un niveau d'énergie & un autre

pouvait se faire par émission ou par absarption d'un photon associé & une

onde dont la fréguence satisfait la rslation de BOHR : . . |
E2 = E1 = hv

Or, 1'électron, qui est le principal vecteur de ce transfert d'énzsrgie, est

animé dfun mouvement de rotation sur lui-méme. Le moment cinétigues de son

mouvement de rotation est appelé Apin .

La projection de ce vecteur sur un axe est guantif fige et ne peut prendre que

deux valeurs = +ﬁ/?#ﬂ et <~R/2 , traduisent deux Atats de spin distincts. E

I1ls seront caractérisés par un nombre quantigue de spin ¢ de valeur +1/2 et

-1/2 respectivement.

grandsurs relatives au systdme dans son ensemble : Enengle fotals ou Apéﬁ
Lotal . Le probleme devient trés complexs et une approximation us sualle CDHSIS
te & supposer que chague électron psut étre décrit indépendamment des autres,
c'est-a-dire, affecté d'une &nergie propre st d'un ‘spin prepra. Un gtat
meltiélectroniqua est alors obtenu par superpo ion des états monoglectron-
igues correspandants qui doivent en outre satisfairs au p

un mims dtat simple ne peut Bire occupé au plus gue par deux élscirons de
spins nécessairemeni opposes Gntiparaliéle@. ia somme des énergies indivi-
duelles repr3sente 1'énergle totale, de m3me que le spin total est la somms

des spins de chague dlectron” ([AG] cité par ANDRE et BOUCHY [A5]7 .

s R = -, h &tant la constante ds PLACK
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Nans ce cas particulisr on & un
configuration
¢ jamails dans 1

A.2.1.3, SPECTRE O'AZSORPTION r\sijﬁw
a)l Interactions avec les élactirons

"On paut décrire d’'une fagon s2ieémentairs ]
"collisian”

23

e
e S

=
a8
]

sntrainz la promotion d'un 21

1'éargie gui la sépare de l’etat fondamsntal

du &I aton.
E . - E s - " = Y
accuail depart
Jans les molé 25 s niveaux d'énergie
Dans les molécules, les nivea d'énergie
rotationnelle sont quantifids {(cf figure A3
1
3 rotation  vibration
: : ;
! {(3) (v)
vl =32
sl Al |
— gtat excits

|
ot

(488

o

— "' =0 - \ oy
= . fondamental

d’un photon avec les élsctrons d’un atamz

hrationnelle

Pigure A3: Niveaux d'énérgid
de rotation et de vibration
d'un systinme élémentaire

a deux électrons. i
(dvaprds ANDRE et BOUCHY A5 |




i tansemple de ces ftransitions constitus les spzeires U.V. et visible de la

Cas specires sont complexas mame pour les molécules diatomiques car il n'y a
n&ral aucune régle ds s2liection concernant les nombres guantiquas de

vibration v et de rotation j lors d'une transition 2lectronique. Il n'y a

done aucune interdiction et une hande U.Y. ou visible peul présenter une

structure fine de vibration 2t de rotation”.

b) Intaractions avec l'ensemble des 2lectrons et des noyaux

"En Fait, il faut considérer 1’énergie totale de la molécule, qui prend en
compte les interactions de 1l'ensemble des élsctrons et des noyaux. Dans le
cas d'une molécule diatomique dans 1'gtat fondamental, cette énergie E varie
avec la distance interatomique R comme le représente la figure A4 .

Elle passe par un minimum pour la distance d'équilibre RD . Sur la méEme
figure est représentée l'énergie EJI du premier &tat excité-corraspcndant a

une transition permise avec 1'état fondamental. La distance R, & 1&quilibre

1}

n'a aucune raison d’8tre égale 3 Rm’ et, cet état atant moins "liant” que

1’état fondamental, R1 gst généralemant supérieure 3 Rb . Par aillesurs, ia

masse de 1'é€lectron étant trés inférieurs & celle du noyau, 1'énergie élect-

ronigue pesut varier bzaucoup plus rapidement que la distance internucléaire.

(%) Les énergies électroniques correspondant aux mouvements des glectrons
daz valence de 1a mol2cule sont de 1l'ordra de @

250 kecal/mole

38 keal/mole a

1.7 eV a 11 Y
7500 A & 1100 R
750 nm 3 110 nm

Ven rappelant que :

-9 5 7
1 eV = 8063 em __= 23,068 kcal/mole = 1,602.10 12 grg/mole
h = B,623 107¢ erg.s
g = 2,977 10 '° emvs
=10 o . R
1 A = 10 m = 10 "~ {millimicron} = 10 nm

{nanomatre)

{
!
|
\




Distance interatomique
Figure A4: Variation des niveaux d'énergie avec la distance

interatomique et spectres d'absorbhtion et de fluorescence,
(dvaprds ANDRE et BOUCHY A5 )

Ainsi, alors gu’'un transtert d'énsrgiaz 2lactron

intervallies de tzmps estimd

ay moins 40 szoonda.

coitas gul n=2

s Aeinanos os NoYaUXs
SRELE 5 R TR R e s § LI




I S A,
VAUL r toutes sortes

cou
considérd plus haui, se2s conséguencas sant

Fondamental, 1a molécule snoit dans 1l’état

avac unc énargie supérieure & celle de cet &tat au plus bas

niveay de vibration.

Ces transitions peuplent donc des états excités, non
seulamant élecironigusment mais @zalement du point de wus vibrationnz=l,

OU'autre part, plusieurs états de vibation voisins peuvent &tre atteints a

partir d'un méme &tat fondamental gui, de surcrofit, & uns probabilité non
nille d’Btre vibrationnzllement excité.
Le systéme n'absorbera denc pas pour une fréguence unigue mais présentera

plusieurs railes d'absorption voisines dont 1'intensité dépendra de la proba-
bilite de la transitien correspandante (figurs A4). Cette structure fine d=
vibration peut aussl se rencantrer dans des molécules plus complexes et,
parfois, dans certains cas trds favorables, on peut -aussi observer 1'influence
des niveaux de rotation. Cependant, la résolution forcément 1imitéesdes
spectrographes et la multiplication des niveaux lorsgque la molécule se com-
plique, font gque, dans la plupart des cas, mBme la structurs vibrationnelle

disparait st 1'on n'observe qu'uns s=sule rais large. Ceci est en

0

ore plus vrai

et
o

en phase condensfe (liguide) ol toutes sortes d'interactions avec milieu

A.2,2, DIFFUSICN DE LA LUMIERE

A.2.2.1, DIFFUSION ELASTIQUE

Quand on éclaire un liquide avec un Talsceau paralléle de iumiére manochroma-
tigue, une partie généralement faible du rayonnement incident se trouve dis-
parsée dans toutes les directions.

Le phénoméne peut étre di & 1'hétérogénéité de 1'échantillon, c'est 1'effet
YNDALL; la dispersion résulte &galement d'une interaction entra la radiation
incidents at les malécules de 1'échantillon, c'est 1'effet RAYLEIGH. Pour ces
deux typas de diffusion la longusur d'onde de la radiation disperséz ast egale

4 celle de la lumisre incidente,

RAMAN a découvart qu'il existalt dans ls rayonnement diffusé des raﬂiations-

d'intensité beaucoup plus 7

contribuent & l'élargissement des raises” [ [AB]), cité par ANDRE et BOUCHY[AS] )
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A.2.2.2. DIFFUSTON INELASTIOUS (Effet RAMAN) - [as]

choc entre un photon et uns molécule du milieu s’accompagne
d'un écharze d'énergle. Aprés la collision, le photon a une énergis

hv # hvm , on doilt alors avoir :

hw = PV = E -,
0

d N i
Ei = gnergie de la molécule avant la collision
Ej = g@nargie de la molecule aprés la collision

Deux cas peuvent se produire :
- le photon céde de 1’énergie & la malécule'(Ei <Ej}

la fréguence vy de 1'onde diffusde deoit vérifier la

relation

. E. = E,

v,= v = : 1 avec VY <V
d s] b d 18]

gn donnant naissance & une raliz"RAMAN nagative" (raie

"ETOKES"

- le photon recoit de 1l'énergie de la molécule EE£> Ej}:

E, = E,
v, =V + 5, J v >V
d o B — d s]
en donnant naissance 3 une rales "RAMAN positive” (raie

"anti STOKES").

Aux températures ordinaires, les molécules sont situges dans l'état &lectro-
niqﬂe fondamental et ont donc une énergie vibratoire minimale.

' Il est, dans ces conditions, tras rare qu'un photon regoive de 1'énergie
d'une molécule lors d'un choc indlastique ; ce sont, par conséquent, les

raies "RAMAN négatives” (ou "raies STOKES] qui seront visibles.

I1 faut noter, lci mdmz, gus o2 phénomdne est tout a fait différent de la
fluorescence. En effet, alors gque 1l'effet RAMAN est instantané et que le
photon incident peut avoir n’importe quelle énergie pour &tre diffusé par

la molécules, dans la fluorescence, dont nous examinerbns les mécanismes plus
loin{cf A.2.3.1.), le photon, dont 1'énergie doit satisfaire & des ragles
strictes,. est d'abord absorbé par la melécule qui est ainsl portée dans

un état excité possédant un temps de vie donng. Cette molécule retourne
ensuite 3 sont édtat fondamental par émission d'un photon moins énergétique

gue le pheton incident.

En résume, dans la lumidre diffussée, nous avons donc 3 sortes de radiations




v, ——3 Effet TYNDALL ou RAYLEIGH identiqus 3 v exc
vo TV Raigs "RAMAN négatives
Vo Ny mee Raigs "RAMAN positivas”

schématiquement :

rais STOKES affets RAYLEIGH
TYNDALL
_m“,%w

0 i vs s} i
pripondéran
a Zempirafuie
ambiante.

A.2.3. PHOTOLLMINESCENCGE - | -

A.2.3.1. LA FLuorescence [As]{as]{a7] [ag]{a10[a11] .'

On définit généralement la fluorsscence comme une transition radiative entre
états de mBme multiplicité.

Dans un milieu condensg, & température ordinaire, une molécule polyatomique

est dans 1'état fondamental sinszulet SD (V' = a). Par absorption d'un photan,|

il y a execitation & un certain niveau vibrationnel de S, . (51 SSur la fig A4

A
i
. -15
ce processus requiert 10 secondas) .
: 5 o . ; ' . . -12 '
Pour les molécules polyatomiques, 1l y a en général aprés les iU sacondas
rnqui suivent 1’absorption du photon, désactivation par collisions jusqu’au

niveau vibrationnel le plus bas de 81, i'état S1 0 Cet état est appeslaé

"etat Emissid".

A oartir de cet gtat émissif S ., le systéme peut libarer de l'énsrgile sous
F J«I 0 - p

forme de photon et revenir a un niveau vibrationnel guelcongue de S . Ce

. o
processus est appelé fluorescence ; il a une durée comprise entre 10 second

et 10“1 seconde.

ransitions ont tendance a

o

O*apras le principe de FRANCK et CONODN, les

)
=)
ot
{0
4
<
o
b
por’
3

ir sntre deux niveaux vibrationnels pour lesquels la distance intsr-
p

nucléaire est la mBme, ce nui expligue {figure A4) gue lss spectres d'absorp:s

tion et de Fluarescence n2 se recoyveent nas. Entrant en caompdtitlon avec

1 o

la fluorsscence, la convarsion interne p2ut permetirae le passage de 1’tat

3, a i‘état fondamental ds So par dissipation d’énergis scus forme de




it

03

i |

gururs d’on

gz ézales nu

f)

a structure du sp2ctre de

ou gazeux {p =10mm Hgl. ne

o 7 s

dfexcitation 8 cause de la

en phase liguide, la forme

d
celles des bandes d’absorpt

ence apparalssent 4 das

tras légdrement supérieures a

tion

-

fluorescence, a 1'état liguide
dépend pas de la longueur d’onde

ralaxation vibrationnells.

du spectre d'émission est indé-

pendante du nombre de molécules excitées. En particulier,

1'augmantation de la concentration de produit fluorescent

n'entraine pas d'élargissement du spectre de fluorescence.

nour les molécules possédant un nombre élesvée d= niveaux

vibrationnels, la structure vibrationnelle disparait géne-

ralement et on n'ohserve alors gu'une seule bande large.

A.2,3.2. PHOSPHORESCENCE

Un processus important concernant 1'état excité S, est la converddon infer-

1

systeme qui est le passage d’un état singulet & un état triplet (ou vice-

versal. '

Un certain niveau vibrationnel de S

-

g2nar

oy

o
A

santiv

jo

q1r Sqy»

par exemple (cf fig. A4) est

ment par collisions jusgu'au niveau vibrationnel le

aie
lus basy 17'8tat S ast formé.

1,0

81 0 peut émettre une fluorescence ou disparaitre du milieu en formant

1'état triplet T1v (transition intersystéme isoénergétigue). T1v st

désactivé par collisions jusgu'au niveau vibrationnel le plus bas ; T

est formé (cf figure A7 ) [A7].

1.0

11 se produit bien évidemment une dissipation d'énergie car les gtats

triplets ont une énergie plus faible que les états singulets correspondants.

inversemant, le
plus faible que

sur Sq soit par
3

passage de T

.

1
1

S, n’est pas: possible, car T, a une énergie

1

3
S ; de cet état triplet il peut y aveoir uniquement retour

nal élavé de SD,.snit par émission d'un photon ; ¢’est la phospharescence.

Dans tous les cas, le passa

&
]

o de 1'état triplet & 1l'état singulet fonda-
p g

conversion intersystéme isoénergétique sur un état vibration|

mental est sntravé par les états électroniques des deux syst2mes respectifs.|
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Une lumiére d’énergis HJQ est absorbée, provoguant le passage d'uns

[
molécule de 1'8tat fondamental SO a 1'&tat excité singulet 82. La
conversion interne (CI) de c2lui-ci vers 1'état vibrationnel le plus

bas de SJi peut 8tre suivie de fluorescence, dans laguelle S e>-SD + hV .

1 £

On peut aussi passer de 3, a SO par conversion interne sans radiatiaon.

1 _
On peut passer de 1'état singulet & 1'état triplet de 52 a T2 ou da 51 a T1 ]

t
par cenversion intersysteéems (CIS). La phosphorescence peut se manifester |

1
aussl s'effectusr par conversion intersystéme non radiative. Les lignes

4 partir du dernier état T, ( perte d'énergie hﬂp]; Le retour a SD peut

ondulées indiguent les processus non radiatifs, tandis que les fléches
en traits pleins montrent des transitions s'accompagnant d’abscrptiaon

ou d'émission de photons[Aﬁj .

En résumé, le processus de fluorescence caonsiste en 1’absorption d’un
photon hV par une molécule gqui accéde alors a un état singulet excité. 5
Par conversion interne, 1'électraon redescend sur le niveau vibrationnel
le plus bas du premier état excité singulet S

1
L
d'un photon hV  moins énergétigue que le photon d’excitation.

» 11 y a alors émission

L'électron se retrouve alors sur un quelconque niveau vibrationnel excité
de 1'état So’ et,de 1&, par une nouvelle conversion interne, il retombe

sur 1’état vibrationnel le plus bas de 1'état électronique fondamental.

A.2,4,PHOTCCHIMIE CINETIEUE  [as

A.Z.4.1. DUREE DE VIE D'UN ETAT EXCITE

Quand on supprims 1'sxcitation, 1'intensité I de la lumiére émise par
e déc

r
fluorescence décroit suivant une loi exponentielle :

_ ~t/1
I = IO =

la constante T , homogéne a un temps, est alors la valeur moyenne de 1'exis-

tence d'une molécule excitée, appelde duide de vie.

Pour les solutions d’uranine, par exemple, la durge moyenne d'émission est

g &

de l'ordre de 10 ~ & 10 = sec.




A.2.4.2, ETUDE 82 L'ETAT STATICNNAIRE
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excitation des molécules sst continue 2t constante en intensit
dans le temps, le nombre de moléculess promues en un ftemps donné dans un etat
excité électranique aprés excitation, est égal au nombre de molécules dans

t qui disparaissent du milieu durant le méme intervalle de temps ;
l2s vitesses d'apparition et de disparitien des molécules excitées sont

ézales et la concentration en esp2ces excitées est stationnaire.

Ainsi si nous considérons le cas de la désactivation d'un €tat excité

singulet [51}, naus pouvons représenter les différents processus de pogula-

tion et disparition de cet état par :
(absorption-psupleman

il
SD N U, — . SN 81 de S, avec la
vitesse I4)

K kF 3 5, hyf {fluorsscence]

S—<}
4
k- KT 5+ énergie cing- (procassus non
o ; e B
tiguse radiatif)

Si {S13 désigne la concentration en molécules excitées dans l'état 5,, nous

pouvans éecrira :

m_i$ﬁ e 0 = I - k(8]

e
s

conduisant & la détermination de la concentration stationnaire en 151] H

- L. .
[51] = _}-{ra

b} Intesnsite de fluorescence

La wvitesse (ou intensitéld du pracessus de fluorescence s'exprime par @

0 = Y fC;
IF _k{\w1]
so0it 1F T kT Ia

c) Rendement quantigque de fluorescence

Si toutes les molécules excitdées par 1l'absorption d'un photon ravenaient

endamert quantigue de
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& l'atat fondamental par un procsssus

fluaressence serait 2gal a 1'unite.
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Or, nous avons vu gu'entralent en compétition aves la fluarescancs d’autres
phénomdnas permetiant a la molécule de perdre de 1'&nergis sans émission de
lumiare.

Le rendement guantique de fluorascence est défini comme le rapport de 1'éner-

gie réémise par fluoraescence [If} sur 1'énergie absorbée (IA]
; I '
o] = *T$w |
A

Ce rendement guantigus ¢ atteint des valeurs voisines de 1'unite pour des

solutions de matiéres colorantes., |

A.2.4.3. INHIBITION DE FLUORESCENCE - DROITE DE STERM-VOLMER [AE]'

~

Side plus, le wmilieu contient un inhibiteur & la concentration (), un .

nouveau processus de désactivation de §, peut intervenir

1
K ¢ pwio b
81 S I N A inhibiticn
Dans ce cas :
d(s - ;
850 - 0 -ks) - k(@ (5,0 |
dt |
ce gui conduit 3 N
(s,) . la . ‘3!
L !
0 Q)
et a : K T
IF = — e sl
K+ k_(
9 Q)
Si 1'on exprime le rapport E;/IF des intensités de fluorescence de la sub-

stance en l'ahsence et en présence de [, toutes autres choses égales par
ailleurs, on obtient 1'expression analytique de la droite de STERN-VOLMER

8]

I : k
TEH - 1*@“‘“'""”‘1‘\1%(@]

exprassion fondamentale dans 1'étude cinétique des processus primaires.

A.2,5, RELATICN ENTRE STRUCTURE MOLECULAIRE ET FLUORFSCENCE

Pour qgu’une molécule organiqus soit Ilgminescente i1 faut
- gqu'elle absaorbe la lumiére
- que les niveaux d'énergie permis correspandant a une

tranzibtion de flunrescence




A.2,.5.1. CONDITIONS REQUISES POUR QU'UNE MOLECULE ABSORBE LA LUMIERE [A13]
a) Prészsnce de groupsmentschihmopharss

Ce sont des groupamants comportant des doubles liaisons avec das glectronsT
e'ast-a-dire des électrons délocalisés nouvant facilement changer d'orbites
alectronigues

Parmi ces groupem2nts, ciions notamment

- des cycles benzénigues
e el \//(]
~ das groupsments ~1J§gi}
= 4 ) ~pr
des groupements carbonyles U

- des groupemsnts thiocarbonylessC

b} Présence de groupamenits auxochromes

La préssnce de ces groupements sur un chromophore

bathochrome, c'asta-dire gu’elle

d*énergie de la molécule, ce gui

tion vers les grandes longueurs d'ondes. Ce

provogue un rapprochement des
se traduit par un déplacement

prrocessus

<>

i
=]

produit un effet dit
nivaaux
de 1'absarp-

ite 1l'absorption

Yord

faci

de la lumisre et rend 1’excitation de la molécule plus aisée.
Comma exemple de groupsmanbs auxcchromas, nous pouvons citer :
- 1g groupement sulfonique = SDSH
~ les radicaux Méthyl et Ethyl = CHS gt - CZH5
- le radical hydroxyl= - OH
- le radical amine nrimaire - NH2
A,2.5.2, CONDITIONS REQGUISES POUR QU'UNF MOLECULE SOIT FLUORESCENTE

glectrons T peuvent étre

apportés par des chaines carbonges contznant

de multiples doubles lialsons conjuguéss "carbong-carbonz". Alngi, par
example, les produits des séries aliphatigues, tella la vitamine A, présen-

tant une Fluorescence impartante
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nompreux grauRemsnts chromephorss

cyeles benzénigues comportant trois doubles

liaisans

est conjugué avec des doubles liaisons {partie 1 de la malédculel.

h) Présence de groupsimenits auxoohromas

Ce sont les groupaments - SGBH portés par un des noyaux benzéniquas w
- 1'amine arcomatique tertiaire (2] ' |

- les radicaux méthyl fixés sur les cycles benzéniques

c) Rigidite de la molécule

Elle est assurés par la présence d'un pant 6xygéne qui assure la rigiditg |
et la plangité da 1l'ensembla.
Ainsi les nombreux groupements auxochromes portés par les chromopnores, i
joints a la grands rigidité de la molaculas, concourent-ils a faire de la I
Sulforhodamine G une substance présentant un rendement de fluorescance J

eleva.




Oz nombreux facteurs influent sur la filvorescence des solutions dz colorants
xanthénigues.

'atude de ces différents paramatras fait 1'ocbj
de publications. La plupart dientre elles ont un caractéra théorigus st :
concarnaent généralement la fluoresceine, un des colorants fluorescents le
mieux connus. Le but de o= chapitre efest pas d2 dresser une liste exhaustive
de tous ces travaux mais plutdt d’en résumer les idées mait resses =t d'en
dégager les principaux mécanismes, afin de pouvoir en tenir compte et d'en

tirer parti, par la suite, dans un but pratique.

Pour 1‘apprnche théorigue de cet aspect de la fluorimétris, nous avons : i
largement puisé dans 1'étude bibliographiaue qu'ANDRE [ﬂﬁ4] a bien voulu
mener pour gulder ncotre travail. ' i
Cette étude bibliographique ainsi gue les compléments o'étuda qul ont été

réalisés par ANORE =t STETMMETZ (A1 5] son collaborateur, d'uns nart.,

e
éclaircissements apportés par Mlls ALARY st ROCHAS, d'autre part,‘[ﬁ13] P
nous ont permis de compléter de nombreux aspacts pratiques des mesures de

flunrescence sur lesguelles 1z SARR n'a pas cessg de poursuivre ses 1nvest1~

gations (cf [A1](Az] [A3] ainsi que [A14] [A18]) [A17] [A20]) [azij) :

A.3.1, ASPECT THECRIQUE DU PROBLEM:

A.3.1.1. DIFFERENTES FORMES STRUCTURALES D’UN COLORANT XANTHENIQUE

La complexité des colorants xanthéniques leur confére une versatilité struc-
turale cartaine. Mous en prendrons pour exempls la fluoresceine: ca colorant,
outre ses nombreusas formes monom@res représentds per les formules deéveloppés
dans la figure A9, est aussi susceptible de se préssntar sous uhe forma

dimars [A14 ] .

al Formas monom2tes  (exempla de la fluorescsing)
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Figure A10: Bandes d'absorption 4
la forme mo?ﬂﬂﬁfp(ﬂ) et de la for
dimdre (D, et D,) de la fluorescé
en solution alecdline aq1else
L'échelle des ordonndes aat
logarithmique,l'unité de densitd
optique est arbitraire.

{(dtaprds LAVOREL,cité par ANDRE

» des transferts d'énsrgie
ﬁl

rzncontra d'uns molédcu

et

lag D Dy
a
me
ine
log 10
Af4 ) \
e
400 501 =
500 by (mi_.i
el
gntra A =t A peuvent intervenir.,

_J

icn d'un complexe apn2ld exedmdre, stah

une maleuula A pzut conduyize a

ormals
Par allleurs, s=z2lon PARKER et MATCHARD cités par ANDRE [Aa14 ], I'atat
rondamantal du complexs étant dissociatif, le spEctre de fluorescaence

dlexcimzre est un spectre diffus, sans siructura +fine de vioration.
A 1.2, MECANISMES BE PASSAGE DUNE FORME STRUSTURALE A (NS
a) Raactions praotelybigues
- e s . , sela &
Selon A [F\"ij N FUR%TE:{ Uspos uile=t ia nolaécula A




e

ou de casher un proton 2 1 scolution ;3 1'émission de
intervenir 2lors & nartir dses daux formas d2 172tat axci
le nombra dsz cnwrgas nositives des formes AH (8tat
xcitd) =t B (ions présents dans la solution), une
psut 8tre représentde par les precessus en éguilibre
suivanis
ar)® s B == " ™!
ou plus simplemznt
RH + H.0 == R+ Ho
2 3
Lo diagramme énergétique de csties réaction est illustré sur la fTigure A11

% o 3 (R H.

S, (RH) % b ien fven 55 A=

_ 28
ak
- R™ + H, 0T
+
l 3
l'z /’__ _________ _‘_.____?__ e

RH

S

(Forme non dissocide

de la molécule) molécule)

(Forme dissocide de la

Figure Al11: Diagramme énergétique d'une réaction protolytique.

(dtapr&s FORSTER cité par ANDRE Al4 )

At est alors gie requisz paour gxcitation de la forme
RH,AE', 1’énergie nécessaire pour exciizr la forme dissocige
R . ED et EU sont les énergies de dissociation d2 RH respect
1'4+at fondamantal et dans 1'atat excitea.

b) Facteurs physiques intervenant sur la réactlon protolytig

qui intearviennent dans c

0

suivants
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reguis pour gue 1a molecule

afun
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Eacteurs chimigues et tharmedynamigques interve
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gtigue,

nant

protolytique

Il se
excité et
du ghénol

Un montre

gst de 10, alors que celui de son état excits

trouve que les constantes de dissociation (+] des moléculas & 1’atat

53 1'état fondamental different, ainsi le pK de 1'état fondamental

gst de 3,8 .

gue les valeurs respsctivaes de ces pK jousnt un rdle majsur dans

la prépondérance relative des formes dissociées ou non a 1’état excite.

w
On démontre que sl pK 8t pK caractérisent respectivemsent les constantes

de dissociation des états fondamental et excité,

suivante [A14]) .

log -é

L

A.3.2. INFLUENCE DES PHEMOVMENES CRIMIGUES

A.3.2.1, ROLE DU POTENTIEL HYDROGENE (pH)

AE

on peut édcrire la relation

- AE!

T 2,3 RT

2] Domaines d'existence des différentes formes structuralas d’un colorant

(cas de la fluoresceine) en Fonction du pH

Comme nous 1'avons vu au paragraphe A.3.1., I fluoresceine peut exister

sous cing formes monom2res différentes. C'est la valeur du pH qui détermine

ia forme moléculaire présants, comme 1°'1

5té reportés par ANDRE

le

[A141

-

da digssociation k de

nodi
les position
i qus 1
nH .
AH

(H,0%)

Lgue

«

C
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1e

Bs £09

+ HZD

tahleay suivant ol ont

des maximums d‘'absorption de

fficients d’extinction®

S AT+ H




forme dominants

[Sinl max & may
nm

Le diagramma dez la figure A12 représente 12 mede d'obtention des conatantas

¢’équilibre Ka des différentes formes dz la fluoresceing & partir d= la
ralation :
pra = prd - log & ta
10 e - e
b
ol ra,sh et ¢ raprésantent raspectivament les coafficients dtaxtinction

£-C
lugm-&;‘é! |
I ] 1] ] T T T T :I
/ e _4 ¢
N o
3 4 5 H
: . 1 s /1 F
67 1
P
gL ' ; ) |
- 1 1 1 ] 1 1

Figure A12: Détdrmination graphigue des valeurs du pK de
1téquilibre de dissociation pour les differentes formes de la
fluorescéine. (dtaprés LINQVIST cité par ANDRE Af4 )

En fait, los phdnoménas sont plus complaxes car las pk odas 2Lats citas
diffarant des pd das états fondamantaux. . On montre, 20 A.2.1.2., outil est
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Figure A13: Specires d'absorption et d'émission de la fluorescéine|

3 différents pH.(en traits discontinus:sspectres de référence a
pH 10,5).(dtaprds ROZWADOWSKI,cité par ANDRE Al4 )




- Spectres d'absonplion el d'imissdion de fa fluone.

- Cas o 2a Rhodamine B

=

5 spectres d'absorpticsn et d'émissi
H

tante en colorant.

iLe pH influe également sur la forms et
do

spaciras. Les c2 suiat

w1

[0

1
andas citfes par ANDRE [A14]
semblant néanmoins indiguer que ces effets sont maoins margués

o
qua pour la fluocrasceins. ,

du pH sur la dur2s de vis de 1'stat émissif (51] et le

rendament

de fluorescance : ‘ )

Les modifications de 1a durgs dz vi

~
|

]

ugrescence

de 1'état &missif et du rend=2mant de

e
sant reprasentéss sur l=2s Figures Alé et A5,

A Op
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, : e e ;
FiqurefA14: Durde de vie de 1t'état emlss1f en fonction duw pH
aveg HDSO4, avae HNO3' avec<NH3.(d'apres ROZWADOW3KI cité
par ANDRE AT14 )
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(dtaprds ROZWADOWSKI cité par ANDRE Al14 )
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T T T 1 T T T T |53 T|IT T T T T ] T T 1 T T T T
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L o 4 4L J
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50— _.4. L —
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= L . & Q0 5—g—O—C0 4 b 4
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o r R e s : 7
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— il D=0 OO~ O— o} ' Aﬁgﬁﬁx
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Figure Al16: Variation du signal de fluorescence en fonction du
pH pour la Rhodamine B,la Sulforhodamine B(Pontacyl pink B) et
la fluorsscéine .(d‘apres FEUERSTEIN et SELLECK A4
Tous ces diagrammas établissent gue le signal dz fluorescancs N2 varie pas
sansibisment dans la gamme das oH couremmsnt cbservds dans las eaux natu-
rallas,
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Figure A17: Variation du signal de fluorescence en fonction du
pH pour la Rhodamine Wt.(d'aprés SIVERTS A18 e+ MOSER A19 )
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Figure A18: Variation du signal de fluorescence en fonection du
oE pour la Sulforhodamine G,(d'aprds LACHENAL et DESCLEE A16 )




5i 1’on a a marguer des saux sortant de la gamme de pH comprise entre 6 2t 9,

an davra, avant 1l'analyse quantitative, se replacar dans cette gamm2 par un

ajustement du pH.

Dans le cas d'ung mesure en continu et dans 1°'hypoth&se d'un ph fortement
acide, on pourra procéder & des corrections en se servant des courpes pré-

citées.

A.3.2.2. INFLUENCE DES SELS

En dehors de 1'effet inhibiteur possible d’'un sel (cf A.3.2.4.), la présence

de celui-ci est responsable de 1'augmentation de la force ioniqus de la i
solution (#) et, par suite, de la diminution de 1'activité(e==}; il madifie

de ce fait le (ou les) équilibre (s) entre les formes successives du produit M

fluorescent (cf ANDRE [A14] ), au méme titre que le pH (cf A.3.1.1.) .

CA.3.2.3. INFLUENCE DU SOLVANT

a) désactivation non radiative

Les moléeules de traceurs en solution subissent 1'influence des molécules

du solvant, influence qui sz manifeste par des chocs incessants fce gui se
traduit notamment par une multiplication des niveaux vibrationnsls d'énergie
et un élargissement des raies d'absorption et d'emission qui se rzcouvrent
partiellement et deviennent de larges régions d’absorption et d’émission}.
Les désactivations non radiatives résultant des transferts d'énergies sur-
venant au cours de ces chocs, dépandront de la nature des molécules de
solvant rencontrées [A117] .

L'influence de la visbmsité du solvant est traités en A.3.4.2.b. .

+ le coepfficient d’activité d'un ion est une fonction décroissante d= la

force ionigue du miliesu

#«» la force innigque est la demi-somme des termes obtenus en multipliant
1ps concentratinns de chaque ion, exprimées en molarités, par le carra

de lsur valence.




tre gu’un accroissement de la polarité du solvant entrains un déplace-
1

n
ment des spectres de fluorescence vears de plus basses énergies {déplacement

vers la rouge) [A117].

) Exaltation de fluorescence

Selon BOUCHARD (cité par SCHOULER [Aﬁ?] 1, interviendrait 1l'effat d'induc-

tion spécifigue du solvant (ou effet DEBYE) gui est 1li& 2 la polarite du

o 12
[}

sotfvant. LUCATU cité par GRABCZAK [A20 ] a montré que si 1'on ajoute 3 des
solutions de Rhodamine cu d'Uranine contenant des exbincteurs de fluores-
cence, des substances telles que l'alcool mé@thyligue, 1'alcool gthyligue
des polyalcools ou de 1l'acétons, 1'intensité des fluorescence gtait une

fonrtinn croissante de la concentration de cet élément provoguant 1'exalta-

tion.

Précisans que 1'interprétation donnée par LUCATU pour rendre compte da
1’exaltatinn de fluorescence (3 saveir, psptisation par les exaltateurs
d'agrégats formés sous l'action des extincteurs) n'a pas été jugée satis-
faisante par ANORE [A14] qui la considdre comme incompatible avac les

théories généralement admises.

A.3.2.4. INHIBITEURS DE FLUORESCENCE

La présence de certains lons dans une solution de fluorescein2 a comme
consénuence
- une modification des spectres d'excitation et d'émission

- une décroissance de 1'intensitd de fluorescence

a) Expression analytique ds 1'inhibition de fluorescence

Les mécanismes d'extinction de fluorescence par las inhibitsurs font 1'objet
de multiples controversass. Une ravue das travaux effectuds dans ca domaine

a été donnéa par ANDRE [A147 .

I1 semble gue le mécanisme o'extinction prépondérant fasss intsrvenir un

ig charges dans 17

{0

()
3
jol]
-
5]
buix}
o]
o |
cr
Q

tat axciid, entre les ions salins st les formes




ioniques du produit flueorescent, conduisant 3 une désactivation non radiative
Ce mécanisme s'ajoute aux autres processus de désactivation déja dvoqués en

A.Z2.4.2.a.

L'ensemble des processus de désactivation apparait dans le bilan 2tapli en

A.2.4.3. (relation de STERN VOLMER).

i
|
|
|

- Par gette relation il est passible, en mesurant le rendement de fluorescence

en fonction de la concentration en ion inhibiteur, de déterminer, cennaissant,
la durse de vie de l'a2tat singulet excité, la constante de désactivation du
corps fluorescent par 1l'extincteur de fluorescence (droite de STERN-VOLMER
cf A.2.4.3. [A5] [A12] ). |

bl Nature des inhibitsurs f

MAJUNDAR cité par ANDRE [A14 Ja étudié 1l'efficacité d'inhibition d'un grand
nombre d’'ions. Selon lui, 1l'efficacité des principaux ions est, par ordre
décroissant, la suivants :

; . . . ) 2-
10ns > 28 > > > =
an I > CNS Br cl €05 > CH05

Variation du

0,54v > 1,36y !
potentiel Red Ox If

Ce méme auteur &tablit que 1'sffet désactivant des ions varie dans le méme
. sens que lesur potentiel Red Ox, um transfert de chargéa gtant d’autant plus

{
aisé que le potentiel d'ionisation est plus faible. ' }

c) Inhibition par les halogénurés

L'inphibition de fluorescence a préoccupé le SARR pour de nombrauses raisons
exposéas par MOLINARI dans son introduction & 1'étude d'ANDRE [a1a 1.

En effet, certaines études d'hydrclogie s'effectuent en milieu marin,
d'autres font apparaitre la nécessité dg travailler en milieu & haute salin-
ité, d'’autres enfin requiérent la mise en osuvre simultange de traceurs
fluocrescents et de 1’ion iodure, tracew dont 1'importance a été soculignes

par MOL.IMARI [A2] .

Aux fortes concentrations, commz le mentrs la figure A139, 1'inhibition de
fluorescence par les halogénures est consildérable, sauf pour lsg chlorure
comme CALMELS 1'a confirmé au SARR [A21] . L'extinction par 1’'ion iodurs

a fait 1'objet d'une étude particuligre d'ANDRE et STEINMETZ [A15] &voguée

plus loin. '
: S R l
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Figure A19: Extinetion de la fluorescence de la Rhodamine B et

de l'uranine par les
(dtaprds LUCATU cité

£n milicu marin, FEUERSTEIN et SELLECK [A4 Jont montré qu'en fonction de

n
1'augmentation de la taznaur en s2ls dans 1'eau, 17intensité dz fluorescance

diminuait.

1,0 4.5 2.0 2.5

Concantration d extincleur

ions chlorure,bromure et iodure.
par GRABZAK A20 )




L

=

molécules de substance fluorescente & 1'dtat singulst =t les ions inhibiteurs

23 uns vers les autrss (ef A.2.2.4.a).

ANDRE et STEINMETZ [A15 Jont suggzérd de réduire le phénoméne de désactivation |

e
|
-~ L - - ~ 3 . 'l
en falsant obstacle a la gdiffusion des molécules, ces-3-dire en augmentant

o)
la viscosité de la solution {cf A.3.4.2.) et éventuellement, en réduisant la
température (cf A.3.4.3.),

insi ces auteurs montrent qu'sn augmentant la viscositéd par addition ds

—_—

glycérine dans 1'sau, 1l'effet inhibiteur pour 1'ion iodure par exempls est
réduit de 80% st, qu'sn associant 3 1l'augmentation de viscosité une diminutior

de.température, 1'sffet inhibiteur de 1'ion I peut &tre réduit de 90% [A15] .

A.5.3, INFLUENCE DES PHENCVMENES PHOTOCHIMIQUES

La photodégradation des produits fluorescents est un phénaméne général. Par
ailleurs, les produits de photolyse apparaissant dans le milieu sont sus-
ceptibles de perturber le phénoméns en r2alisant une absorption parasite ou

une désactivation de 1'état excitd fluorescent.

A.3.3.1. DEGRADATION PHOTOCHIMIQUE

a) Aspact thé0rique

Les traceurs fluorescents psuvent &tre excités, nous 1’avons vu au chapitre A
dans un &tat triplet (T) a la suite d'une transition intersysteme. Ce serait .
dans cet 2tat triplet de grande duréde de vie (de 1l'ordre da ﬁofz seconde) que
surviendraient les reéactions responsables de la dégradation photochimique

des colorants fluorescents. .

bl Travaux expsérimentaux

Les travaux expérimentaux =ffectués n2 sont pas rigoureux; les rasultats

ont été établis lors d’expériences de terrain, et pratent & de nombresux
commentalras,

Le fait, par exempls, gue la flux 1umineﬁx agissant sur le tracsur n= pulsse

pas @tre déterming de fagon guantitative, conduit & des résultats qui ne

ceuvent 8tre que relatifs. .
f 8]
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s de FEUER3TEIN et SCLLECK A4 résuméss dans lz= tablsau

n
ci-aprés ant 2té confirmées au SARR par LACHENAL et DESCLEE A1Sr .

ciel nuagsux forte insolatian
Rhadamine B - 0,02 % /h 50 % 2n 31 h
Sulfo Rhodamine B - 0,01 % /h 50 % 2n 68 h
f
Uranine - 0,25 % /h 50 % an 3 h |

Ces expérimentateurs et d’autres auteurs cités par MOLINARI A2 ont tous
mis en évidence le tras mauvais comportament ds 1'Uranine vis-a-vis de la
lumi2re solaire et le fait que la photodécomposition semble &tre indépendante

de la

3
or
]

de la concentraticn en traceur. Ce ph2noméne dépendrait eszentislleme
nature du traceur et de l'intensité de 1'insolation.

Paradoxalement, les essals effectués au SARR par Mlle DELAUNE et nous-mame
ont montré cue, quel que soit le traceur, le signal de flucrescence o 'un
échantillon placé dans la cellule de mesure d'un fluorimetce restalt

pratigusment immuable pendant des durées d’irradiation suogrieures a 10 heurs!

On notera gue, selon YGUERABIDE (cité par ANORE A14: ), la presence d’un

solvant comme 1'alcool amélicre la stabilit@ photochimique de solutlons de

colorants comme la Rhodamine B.

A.3.3.2. PHOTO OXYDATION PAR L'OXYGENE MOLECULAIRE

a) Aspect theorique _ {

L'oxygéns =t d'autes gaz paramagnétigues tel gue NO sont rendus responsables |
de 1'extinction de fluorescence d'une molécule arganigue excitas dans son
état singulet STVpar passage a l'état triplet‘T% par une_transitiun intar-
systeme.

Le procassus de transition intersysteme semble s'effectuer par l'inter-
médiaire d'un complexs transitoire entrs ls soluté excite et la moldcule

d'oxygene.

L3 -
T 30.? —> (A O



par 1’exposant 3 ainsi formé se caractériss par un temps de vie heaucoup
plus long gue cselul de 1'état singulet excité. I1 sera plus susceptibls de
favoriser des processus de désactivation non radiatifs par collisions,
provoqueés par des impurates telles que 1'oxygans' (ou des impuretés produitas

par la photodécomposition du soluté) A1 .

bl Travaux expérimentaux

FEUERSTEIN et SELLECK 384_‘0nt montré que l'agitation d'une solution de
traceurs fluorescents & l'abri de la lumiére en présance d'air provoquait
uné’perte de l'intensité de fluorescence. Ces mesures gualitatives ant &té
confirmées & plusieurs reprisss au SARR par STRICH st ROCHON et vérifiées par
nous-méme. Une agitation dans un erlen en verre, & l'abri de la lumiare, 3

25°C, provogue une oxydation se traduisant par .

Rhodamine B : BO % de perté en 48 h
Rhaodamine WT i 50 % d= perte en 48 h
Sulforhodamine G : 30 % de perte en 48 h

A.3.3.3. PHOTO OXYDATION PAR DES IONS METALLIQUES

P . . : ; g% - 3
La présence de certains lons métalligues tel Fe~ dans des solutions de
traceurs fluorescents augmente le taux de conversion intersystéme dans les

molacules organigues de ces substancas PAT1: .

LINSCHITZ st PEKKARINEM cités par GUILBAULT 3511g invoguent la formstion d'un

=

complexe & l'état excité entre un ion métallique et un état singulet excit?
d'une molécule de traceur fluorescent dans leguel 1'ion agit comme donnsur

d'élactrons.

Certains auteurs tels WARNES, DODSON et WEHRY, cités par '.A11j , BN prenant

1'exemple de la riboflavine, ont montré qu'il y a transfert d’énergie du
, . - . cas ; . : 2+
singulet de la riboflavine 3 un état excité de 1'ion mé@talligue Fe .

i . 5 o 34.‘_ ‘
LINDOVIST cité par ANORE A14 signale, gu'en oprésence d'un cation Fe™ , la

as
de 07 ot onrrespondrali au processus
: A+ + ' 2
T + Fa7 ez X + Fa

1

+ 3
T1 étant un corps fluorescent & 1'état triplet excité et X un produilf non

flUSragcent.

gradation photcchimique de la fluorescsine est plus importante gu'en présean
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Cetts photaoréduction n'est mise en &vidence qu’avsc das réducteaurs forts.

- On a vu en =27fet en A.3.2.4, nus des raductsurs faibles, comme ceritains

alcools, loin de diminuer la fluorescance des solutions de tracsurs fluores-

cents, au contraire 1'axhaltaiant.

LINDQVIST cité par ANDRE ¥A14 a utilisé comme réducteur 1'Ethyléne-diamine
tetracétique (EDTA) et 1'Allyl-thiouré (ATU) =2t a2 montré gu'il réagissent

avec 1l’'aftat triplet de= 1'uranine selon is processus

T + Réducteur fort ——s R + [(Réducteur) .
axyue

ol R 25t une forme réduite de la fluoresceins.

A.3,4, TNFLLENCE DES CONDITIONS PHYSIEUES

A.3.4.1. INFLUENCE DE LA CONCEMTRATION EN SUBSTANCE FLUCRESCENTE

a) Aspect théorigue

L'augmentation de la concentration fait apparaitre les formes dim2res. La

présance de ces formes se traduilt, comme an l'a montré en A.3.1.7%1.b. par

- des déplacements des spactres d'absorption et d'émission

- des modifications du rendement gquantique d'2missicon

En outre, selon ANDRE et BOUCHY TAéf , 51 la concentration en corps fluoras-|

) &
cent A augmente, la probabilité de rencoentre entre A et A, pendani 13
@ : a A
vie de A augmente. Le choc entre deux molécules A et A psut alors conduire
a un processus d'auto-désaciivation du type :

A" + A ez Produits

Un autrs processus est susceptible de survenir : avec 1'augmentation de la
4
concentration, 1l’&mission de flunrsscence peut Bire résbsorbas par une
aubre molécule da prodult flucrescent qui réémet & son tour une fluorascence

ce processus est appelé emprisonnement de £'@mission  A14 .

b} Travaux expérimentaux

Cetta influsnco de la concentration ast partaltament novenaibfe, Quand
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1a conecentration dacroit, la forme dim@re disparalt pour redonner ls monomére

varescent correspondant.

-
fd

Effet de cellule : & forte concentration, la fraction de la solution se
trouvant pres de la source lumineuse absorbe plus de radiatioms que le reste
de la c2llule qul est ainsi soumise & un effet de filtre.

C'est cet effet de filtre, exprimé dans la Lol de BEER-LAMBERT (cf A.4.1.1.b.)
gui rend compte de la non lingarité de la relation "Intensité de fluorescence
2n fonction de la concentration” pour des solutions tros fortement concentries
de-colorants xanthénigues. -

L'efvet de concentration n'interviendra jamais dans les mesures courantes,

notre ohjectif résidant dans 1l’analyse des concentrations faibles.

A.3.4.2. INFLUENCE DE LA VISCOSITE DU SOLVANT

al) Influence sur la fluorescence en absence d'inhibiteur

La fluorescence d'un composé est affectée par la viscosité du milieu, =lle

augmente avec la viscesité. En effet, une augmentation de viscosité s’accom-
pagne d'une réduction du nombre de collisions moléculaires et des transferts
glectronigues intersystémes d'énergis S, —=T aboutissant & des etats f

e 1 1 i
non fluorescents A11 . :

b) Influence sur l'extinction

La désactivation des molécules de fluoresceins par des sels rasulte d'une
interaction donnsur-accepteur entra la molécule de colorant a 1'état excite
at les ions prasents dans le milieu. -
FPour que la désactivation puisse se produire il faut gues la fluoresceine &
1'état excité singulet e£ 1’icniodure, par exempls, migrant 1'un vers l’autre‘
Si on limite la diFFusiDh moléculaire en augmentant la viscosite de la
snolution, on limitéra 1'efficacité de la réaction. Les travaux d’ANDRE et
STEINMETZ .A15; présentéds en (A.3.2.3.).ont montré que 1’extinction de

fluecrescence par KI pesut, de cette fagon, Etre attenuée ds 80 % .

A.3.4.3. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE




o

Figure A20: Diagramme d'une transition intersysténe favorisde
par une augmentation de température.(dtaprds GUILBAULT  A1f

)

ia transition 51-epT2 aboutissant & un état non flucrescent, on comprend
alors qu'uns augmentation de la température, pour la plupart des colorants

provoqua une diminution d2 la fluorescence iA11

b] Influencs sur la viscasita

Tempsrature et viscosité sont daux paramztres étroitemsnt ligs

diminuant avec l’augmentation de température. Or, nous avons vu an (A.3.4.
cuz, lorsque la viscositd du milieu diminuait, la fluaorsscences diminuait
aussi.

Température at viscosité conjuguent donc leurs affets sur la fluorascencs.

Ces effets sont parfaitement reversiblas. VAN w3

c) Travaux experimantaux

Les travaux expérimentaux de FEUERSTEIN et SELLECK %ﬁ#_ﬁles ont canduit

o

proposer une formule empirigus reliant intensiié de fluorescance et

nt
& = Fo =
ofl ) - gst 'i'intersité de la fluorescence & la tempgrature
a lsguslle s'effzcotug la mesurs
>
Fo est l'intensité de la fluorescence corresptudant

N




st la temperaturs & laguell s'effectus la mesure

n est une constante pour un Lracsur donneé

is ont déterming n expérimentalement pour les frois traceurs suivants

Rhodamine B Sulforhodamine B Uraning

n - 0,017 - 0,029 - 0,003

Au SARR, SCHOULER  A17 confirmant les travaux de MOSER hﬁgi a détermina
1e taux de diminution de la fluorescence en fonction de la températurs pour |

la Rhodamine WT. Ces résultats joints aux résultats collationnés par ailleurs)

par MDLINARI - A2 sont regroupés dans le fableau suivant

fh B SulfoRh B Uranine | Rh WT SulfoRh G

perte de fluorescenes
o,

en % par °C avec aug- - 2.7% - 2,9% --0,36%| - 1,6% 3]
mentation de la temp.

o\

En pratigue, au laboratoire, les cellules de mesuras sont thermostatess et
1'influence de la température est £liminée. Pour das mesures in situ, il
peut 8tre nécessaire de faire les corrections en se reportant au tableau

ci-dessus.

A.3.5, PANORAMA RECAPTTULATIF DES PHENOMENES INFLUANT SIR LA FLUCRESCENCE

A.3.5.1. LES TROIS GRANDES CLASSES DE MECANISMES INFLUANT SUR LA FLUDRESCENCF
DES SOLUTIONS ‘

On peut dégager de notre exposé théorigue (A.3.1.) par lequel débutait le
présent chapitre, comme de l'examen détaillé des différents parametres

affectant la fluprascence [(A,3.2, 3 4, ), troils grandes classes daz mécanisme|

0O

inFfluant sur la fluorescence des solutions, & savoir

- les mécanismes gui provoquent des modifications structurales

du ccrps fluorescent




- peux gul, modifian

provaguent

- enfin, ceux cuil, favorisant 1ss orocaessus de désactivation

]

2 nplius souvent falt appsl
1

Ds

vidaemment fait

{

On doit n2anmoins considar
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pour passer d’une forme monomeére- |
3 une autre

. aet b) 1 {
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;.{ pour passer des formes monomerss
a la Torma dimére

A.3.5.3. FACTEUR PROVOQUANT LE DEPLACEMENT ET L'ALTERATION DES SPECTRES

Tout en notant que le déplacement et 1’altération des spectres psuvent aussi

avoir pour cause les facteurs précédents (A.3.5.2.), le facteur qui produit

specifiquement cet affet est

nature du selvant | (ef A.3.2.3.b)

A.3.5.4. FACTEURS MODIFIANT LE RENDEMENT QUANTIQUE DE FLUORESCENCE

a) Facteurs favorisant les processus de désactivation F

concentration{ (ef EiSaeduta) i , autodésactivation non |
d radiative,

dimgrisation ou
peptisation.

inhibiteurs de
fluorescance Jef A.3.2.4.)

température (ef A.3.4.3.) = favorise la transition

, » Sy—T,
(of A.3.2.3.1b)-

adation
ochimique (ef 4.5.59:1.) F

T T
oy
]
o H

hoto-oxydatiun ef 4:3.7.2. ) =
. : | processus irréversible
hhotoréductionkcf AiT43.3:) | Survenant

e

;dans ltétats T

T e e e e e e - — -

. ; 1
On notera gque, a l'excaption de la plupart des phénoménes photochimiques,:

ces ph2noménas sont, 2n général, revarsibles,
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b) Facteurs entravant 1l'action dss facteurs précedants

viscosits | (ef A.3.4,3p) <—— > réduit la mobilité des ions-— — -

v
L

o

> 5'oppose aux effets de concentrdion.

1solvant | (efp3.2.3.c]

A




A1, RAPPELS SUR LES MESURES DE FLUORESCENCE

A.4.1.1. PRINCIPE DE LA MESURE

a)-Colorimétrie et fluorescance

Deux technigues optigues - peuvent Btre employées pour mesurer la concentration

d'un produit fluorescent en solution :

- 1la mesure coloriméfriqus baape sur le phénomeéns

s '~ d'absorption réservés aux substances non Flumrescantesr

- la mgsure fluorim@trique reposant sur ls phénomene de

fluarescence que présentent certains produits =2n solution.

L.e gain majeur de sensibilité de la mesure de fluorescence sur la colori-

métrie est 1ié au principe m8me de 1la fluorescence.

Alors gu'une mesure de colorimétrie s'effectue par différence des intensites
respectives des faisceaux lumineux d’'entrée et de sortie, an fluarimétrie
c'est le faisceau de sortis s=zul qui. en pratique, est analysé, et ls2 rapport
"signal/bruit”, qui caractérise la qualité de la mesure, est considérablement
amélioré.

Fn outre, la fluorimétrie, qui requiert la selection successive des rayonne-
ments d'excitation et d’émission, présente 1'’avantage d2 constituer un
systéme de discrimination & dsux étages, les sBlecteurs, monachromataurs ou
filtres primaire et secondaire, &tant pratiquement indépendants 1l'un de

1'autre.

h] absorptiemétris : loi de BEER-LAMBERT

La loi de BEER-LAMBERT s'exprime par la relation @
, 1o
log, = =— 2. 18l
210 1
: To f i y ; . et i -
ot 10?40 T gst la dasnsitd optigue cu absorbance de la sclution
I
: 5 -1
C la concentration en melel
s e chemin optigus en cm

£ -1m cosfficient d'extinction molairs
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c} C

I

1

Discusadion de

a2t conceniration

Loi de BEER-LAMBERT appliguie & fa fluchescence

5 des faibles concentrations : relation entre intensitd de fluorescencs

Plusieurs auteurs donnent das relations empirigues entre
1’intensité de Ffluorescence et la concentration iAT?V . Nous
ratiendrons celle donnée par PARKER A7 .

Par définition on écrit gue 1'intansité ds fluorescence sst

. . — . . =4 g
gézale au ftaux de lumiegrs absorbée en gquanta.sec., multipli2

par le rendement quantiqus de flugrescsnce fcf A.2.4.2.c)
Fo= (IO - 1)

En appliguant 1la loi de BEER-LAMBERT 1'exprassion devient

it

Foo= Ioiﬂ -a "l avec -2,3 gcl

soit, en faisant un développement limité :

= -
F IU. x{1 5 i

51 la densité optique de la solution est faible, ce gul ast

généralement le cas, l'expression devient :

F = I 2,8 cld

L' quaition obtenue A7
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autres termes du daveloppement limi peu

comme un effet de filtre dil 8 1la solution lorsgue les concen-
trations augmentent (cf A.3.4.1.). Ce phénoméns n’apparailt
qua pour de tras fortes concentrations (de 1'ordre de

5 =] . R \ ——
ked ), ce qui ne se produit jamais en Ffluoriméirie.

10°
Catte équation indigue gue pour uns substance dannds en
solution dilués, 1l'intensité de fluorescence ast proportion-
nelle au produit de la concentration par 1'intensitée de

lumiegre excitatrica I .
o

Cette expression montre, de plus, la diffarsnce fondamentale
entre fluorimétrie et apsorptioméirie. Dans 1'absorptiométrie

la concentration est propartionnelle & loz, =0 eb la

le minimum mesurahle de la différence (I - 11, c= qui donne

dans le meilleur des rcas 1DA8 M.1~1 A1i- E




A.4.1.2. PRINCIPE DE UM OAPPARETIL DE FLUCRESCENCE

a) Ssohéma optigqus  (Fig A 21)

La lumiare émisz par la source (3) traverse un monochreomateur primaire
{filtre ou réseau) qui sélsctionnz la longusur dlonde dlexcitat
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‘excitation d'una solutlon dilude de traceur

roportionnel 4 ¢ st gu’il sera la ripligue du soscire

ju

ompasé A7 . Dans la suite du texte nous ne ferons plus de

"l
&5}
o
i
(o]
L |
g
o
H
Q
o |
L
(b2
[l

spectre d'excitation et spectrzs d’absorption.

Un spactre d'excitation est obtenu en faisant varier les longueurs d'onde

(R

n, =n laissant la languzur d'onde d’'émission fixe et voisine de

0
‘la valasur du pic de flunrescencs. Le spectre sst alors une courbe aquil repra-

6}

I

sente 1'intensité de 1'excitation, pour une longueur d’'onde d’émission donnés,

on fonction des lonecusurs d’ondes d’excitation.
<

b)“Spectre d'émission ou de fluorescence

Un spectre d'émission est obtenuy en gardant la longueur d'onde d'excitation

fixe (que l'on choisit en général voisthe du pic d’'absorption du traceur). en i
faisant varier les longusurs d'onde d’émission. Le spectre représsnte 1'in- !:
tensité de fluorescancs pour une longueuf d'onde d'excitation donngée en
Fonction de la longueur d'onde d'@mission (voir figure A13 les spectres

d'absorption et d'émission de la fluorescsine].

Comme 1'émission da fluorescence se produit toujours a partir du nive=au
vibrationnel l2 plus bas du premier état excité de la molecule, 1a forme

du spectre d'émission est toujours la méme, indépendante de la longueur
d'onde de la lumidre excitatrice et donc caractéristique du produit analysé
(cf As2.3.1:0.

C'est & partir du spectre de fluorescence qua 1l'on fait la discrimination

gt le dosage des traceurs fluorescents. Nous verrons quiil e=st possible de
faire varier 3 la fois les longueurs d'onde d'excitation et d'émission pour
mattre en oeuvre ce que nous appellons "méthode du pas constant” préconisee

par BEHRENS (cf A.5.2.) .

c) Phénomenes parasites

"

Ces phénoménes résultent de la présence de la matrice et, &ventuellement,
de 1'hatéroganéité de 1léchantillen: analysé. Ils se traduisent, pour les
affots RAYLEIGH et TYNDALL, par une diffusion de la lumigre sans mmdi%icaticq
d= 1a longusur d’onde (cf A.2.2.1.), et, pour 1’effet RAMAN, par 1'émission
d'un signal parésite suzeeptible d’interféarer avec les spectras das diffe-

rents traceurs analysés (of A,2.2.2.). Interviendra également la

-
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4

umier

T
L




A23 montre

“I

Yas différent

uw

glémants du sytéme optique du

Fanctionnement.

ﬁgt‘. aur

—

| sebure fluore2scanc?

-z’)e o

- Phctomui’c.}piicc teur

Ecran de 5:51":’

Obtyrateur rolaltif
’ <
;gef;‘:\"
: A
GL_HC!-’ES .:i.g gh‘g'ij,éﬂér':f/ c : . .
jumigrs F.&.-yi:’ sl g O
PR e Eg=) <
r,_,f"" Wm - s ety
L\~ & S aAdque Yariasie

r 7
. Vil
___Falagczau direct 1] 7
152

Vs

Sourca UV

secondalra (2.)

» Ventilabtaur

Filore ‘prlmqire (1)

@&vmnti”on

Foisczau o= Fluerzacencs

~
(= m&&urﬁr"

—

Figure A21:
: A22 )

{drapras

Schéma opitique du fluorimdtre"TURNER 1117,




- un2 fendire coulissante percée de qguatre diaphrazmes pouvant

lus ou moins de lumisre excitatrice suivant

P
la sensibilité désirés

- une cuvette de mesure contenant 1’échantillon a analyser

placée dans unz cellule thermostatée

- les filtres primaire et secondaire

- le photomultiplicateur

b) Fonctionnament de 1'appareil A2 A24 [

L'apparail fonctionne selon une meéthode de z&ro réaliaant & chague instant
1'égalité d’intensité entre daux faisceaux luminsux.
La source luminsuse sclaire 1'échantillon aprds passage par une fendtre (de
dimension réglable) et d'un Filtrs sélectif pour le rayonnement d'excitation
(filtre primaire). La solution émet ainsi sa fluorescence qui éclaire un {
‘
photo-multiplicateur aprés passags par un filtre sélectif pour le rayonnement
de fluorescence (filtre secondaire). Ce m@me photmultiplicataur regoit '
alternativemsnt, & travers un obturateur rotatif, ce faisceau de fluorescence |
et un faisceau calibré de référence. L'intensité du faisceau de rafarence
est ajustée au moyen d'un miroir a masqua variable actionng par un moteur
asservi au signal du photmultiplicateur.

Le repérage de la position d'équilibre du sarvomoteur fournit la lecture d=

g =1

la fluorsscance.

Au faisceau de fluorescence de la solution se superpose un.faisceau direct
qui, lors de l'ab=nce du failsceau de fluorescence, éclaire le photo-

~ s

multiplicateur de fagon & fournir le signal minimal nécessaire a la commande

du servomoteur. Ce moteur asservi tourne dans un séhddépendant du signal-

d'erreur (signal d’erreur continu figur=s A 24). On obtient ce signal

d’erreur en comparant la phases du signal fourni par 1= photomulticplicateur
(figure A 24 b résultant de la composition des faisceaux de fluorescence
direct et calibré de référence) et la phase d'un signal fournl par une
cellule photodlactrigque a gaz éclairée & 1'infrarougs {de fagon & na pas
perturber le signal du photamultiplicateur) aprés passage de 1'obturataur

rotatif (ficurs A 24 A )&
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Lorsque le signal fourni par le photomultiplicateur est co

.

du faisceau calibré de référence st du falsceau iirect addit
da fluaorescenca [(fig. A 24 B b et d) le disque da lecture de fluogrescence

est stable.
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La rotation du masque déplace un cadran gradug de 0 3 100 et
=

une tension

comprise sntre 0,2 et 10,2 mV est fournie pour un enregistreaur.

L'interprétation des signaux délivrés par cet apparei

COROMPT AZ5 .

-
)

a éte analysés par

c) Influences extédrieurss . A24

sensdbilite a fLa Lumidre

_ Leg fluorimétre "TURNER 411" esﬁ trés sensible 3 1'éclairement

de sa face arriére. Le zéro varie de six divisions suivant que

la face arridre est placée 3 1'obscurits ou soumise & un &clair-

age violent

bendibilits 4 La Lemperatune

La lecture du zéro varie de 10,5 divisions pour ung variatian
de température de 31°C. Il faudra donc, lorsqu’on 1'emploiera

sur le terrain, vérifier le zéro assez fréquemment.

= =

tension d'alimenitation

LLa tension d'alimentation a une influsnce sur le zéro dao
1'appareil. Il est donc conseillé de 1’utiliser avec une
alimentation stabilisée.

5

d) Mise en osuvre

‘au Labonatodine

Le fluorimetre est &quipé d'un circuit de thermostatation paur
eliminer 1'influence de la température sur la mesurs de fluorés-

cence et d'uns alimentation stabilisée
sun Le ternadn
Il est alimenté par un petit groupe électrogéne partatif. La

cellule de laboratoire thermostatée est remplacés par une

ung cellule de mesure en continu,




A.4.1.5, DESCRIPTICN SOMMAIRE ET FONCTIONMEMENMT DU SPECTROFLUORIMSTRE

ootigus
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[ lenregistrsaur
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Figure A25: Schéma simplifié du spectrofluorimdtrs "TURNER 4307,
(dtapres 423 )

e
[9)]

- la source luminsuze @ c'est une lamps Menon fourn
un fort spectre continu des 250 mm & 700 mm

- les monochramateurs & résaaux

~ la cellule d= masure

- un photomultiplicateur

- un 2nregistreur

b} Principe de fonctionnamant

3]

Le principa de fonctionnament est le m3me que pour le flugrimégtre mais

c
les filtres sont remplacés par des monochromateurs & réseaux qul permett

d'abtenir des spactres (cf A.4.1.3.) . L’exploratian des longusurs
sa fait par un motsur synchrone qui peut sntrainer soit le monoghromateur

primaire, soit le monochromatsur secandaire, salt encers izs daux A




A.0,2. PRORLEVE DF LA FLUCRESCENCE DU RLANC

~détection du signal.

Mesurer unae grandeur physique au moyen d'une chaine de mesure, c’'est, dans

tous les cas, discriminer un signal d’un baulf de fend parasite, ce bruit

de fond prenant naissance lors du codage, de 1l'amplification et de la

En fluorimétrie, outre ce "bruit de fond” que l'en peut gualifier d’électron-
. ; ; w0 ; . i
jque, intsrvient la ffuorescence du blane : c'sst-a-dire, le signal produit |
par 1'eau {ou tout autre solvant) en absence de toute substance fluorescente.|

Le signal enregistré, qui se traduit en spectroflucrimétrie par 1'obtention

d'un spectre, ou 2n fluorimétrie par une mesure analogique, est donc la

résultante des trols composantes sulvantas ‘ |
sdignal de 4fuorescence + bruit de fond de £'appaneil + fLuorescence du blanc |

Optimiser la mesure implique une minimisation des deux composantes parasites
pour faveoriser au maximum le signal de fluorescence, c'est-a-dire, une

amélioration cu rapport signal/bruit.

On définit la limite de détection comme le seuil de concentration en deca

dugquel le signal ne se distingue plus du bruit de fond {cf A.4.4.4.). En
passant en revue les différents composents de la chaine de mesure, nous
allons essayer de mentrer leur influence respective sur ler bruit de fond

et dans quelle mesure on peut espérer faveriser le signal de fluorescence.

A.4.72.1. LUMIERE DIFFUSEE RAYLEIGH-TYNOALL

Le problame de la lumiére diffusee parasite qui apparait & la longueur
d'onde d'excitation se pose tout particuligrement pour las trés faibles
concentrations en traceurs. En effet, le signal de fluorescence, toujours
tras voisin da la longusur d’onde d'excitation pour les substances xanthén-

iguas, est alors masqué par ls pic du rayonnement diffusé direct.

I1 nous a donc semblé intéresaant d'étudier le comportement de ce pic

"ymiere diffusée” en fonction des divers param@tres sulvants :

la longueur d'onde de la lumiere d'excitation et d'émissian
- la matrice employée
- la turbidité

~ 1a nature et la forme de la cuvette de mesure
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a) Influenca de la longusur d'onde

Nous savons que, plus une radiation électromagnétique a uns fréquence élevée,
c'est-a-dirs, une longueur d'onde petite, plus elle est énergétique et ﬁlus
la guantité de lumigre diffusse par le milieu est importante.

‘C’est ce gue traduit la loi de la diffusion de RAYLEIGH pour les solutions

et le phénaméne de TYNDALL pour les ceclloides et les particules en suspension,

gtahlissant que 1'intensité de la lumiére diffusés par les "particules” d'un

N

. . [ i@
milieu est proportionnelle a T A (cf A.2.2.1.). La proportion de lumiere

diffusde est donc beaucoup plus grande dans le violet que dans le rouge,
IN

le coefficient A étant six fois plus grand pour X = 455 nm gque pour

A = 700 nm.

On a représenté sur le diagramme de la figure A 26 la variation de 1’intensit¢
|

de la lumidre diffusée RAYLEIGH en fonction de sa longusur d'onde. Cette
mesure a eté effectuge sur le sppctra?luorlmetre "TURNER 430" avec les
longueurs d'onde d'excitation et d’ émission 1d9nt1ques. una cuvette en qua;tz

une sensibilité de mesure identique 2 celles des expériences ultérieures, ,

le milieu diffusif étant de 1'eau distillee.

Nous constatons que 1'intensité de la lumigre diffusée est inversement
proportionnelle a A . '

Toutes choses étant par ailleurs égales, 1’intensité de la lumigre diffusée
5 la longusur d'onde de 489 nm (qui est la longueur d'onde optimale d'excita-
tion de 1'uranine) est triple de celle que 1'on observe a 554 nm {longueur
d'onde optimale d'excitation des Rhodamines (B ou WT)1.A faible concentratior

le pic de lumidre diffusée constitue la part essentielle du bruit de fond

de fluorescence.

Remarque : la chute brutale du signal pour des longueurs d'onde inférieures

5 470 nm résulte sans doute de la diminution de la sensibilité de la photo-

cathode au-dela de la plage habituelle de masure. ol

H) Influsnce de la matrice

En se plagant dans las mémas conditions de mesure qgue précédamment, nous
nous sommes efforcés d'apprécier les importances relatives des effaels

RAYLEIGH =t TYNDALL, en réalisant les essais décrits pages sulvantes i




Comparaison de quaire %ainiaeé d'eaux natwrellies

)

Intensité de lumiére
unités

aiffuséel(
arbitraires

Longueurs dtonde
1 ] 1 1 1 1 1 1 1 [} 1 1 1 1 1

1
500 450 400 350

FPigure A27: Variation de 1tintensitéd de la lunmiere
dirfusde en fonction de la longusur dtonde pour guatr
matrices d'eaux natuelles.l:eau bidistillée,2scaun

source HEPAR,3:eau des ABATILLES,4:eau de GRENOBLE.

Pour les guatre eaux &tudides (eau hidistilliss, eau d2 Grenog
pau des Abatilles, eau Source Hepar, dans 1l'orde croissant
de conzentration de s2ls dissous), nous avons obisnu d=s
courbes pratiquement de= mame forme (cf. figure A 27). Les
différencaé d'ina2nsité observées samblant n2 pas déﬁgﬂdra

dissous.
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Figure Ajz2: Variation de 1t'intensitd de la lumidre diffusde par
des suspension de bentonite en fonction de leurs concentrations.
(Longueur 4'éclairement de 470nm)




) Influence de la turbidité

- Dans les damainss de concentrations faibles, la lumiars
diffusée est négligeabls, 1'effet RAYLEIGH étant sfficacement

i
attenug par le polarissur {cf A.2.2.1.a).

- Pour les concentrations moyennes (3 partir de 10 g/l environ)
deux cas se présentent selon la nature de la splution :
Si, comme on paut le présumer pour le sulfate d’alumine,
on n'a pas affaire & une solution vraie, la formaticn i
d'agrégat de molécules fait intervenir 1'effet TYNDALL non ”
attenug par le polariseur, 1l'intensité de lumisre masurés
est alors proportionnelle A la concentration et 1iapparsil
fonctionne en néphélomdtre [(cf c) & partir d'uns certaine ;
concentration critique (cf fig A 30). o
Dans le cas du chlorure de sodium qui constitues avec 1l'eau

une solution vraie, cet effet TYNDALL n'apparait pas.

- Au-deld, pour les trds fortes concentrations, 1'effet d'acran|
devient prépondérant et 1l'intensite de la lumidre mesurée f

décroit.

Dans cette expérience la sensibilité de 1’appareil a di 8tre diminués, le
signal de lumigre diffusé étant trop intense, ce qui nous a conduits par
ailleurs & adopter une représentation semi-logarithmique.

La figure A31 représente 1l'intensite de la lumigre diffusée pour des
suspensions de bantonite de "eoncentrations” comprises entre 10'1 gl et

9.10 'g/1 .

L'intensité du signal provogué par la diffusion sur de grosses. particules
(cf A.2.2.1.c) est pratiguement proportionnelle, pour un couple de lopgusurs
d'onde données, & la-quantité du matériau en suspension (cf figure A3Z ).

LA encore 1'appareil fonctionne en néphelomatre.

d)

Influence de la cuvette de mesure

nature des cuveties

lLa figure A33 permet d'apprécier 1'influence de 12 nature

des cuveties de mesures. Les mesuras ont 2té pffentuées dans




les ma@mes conditicns expfrimenialss que a) et b), la matrice

Figure A33:
Influence de la
nature des cuvettes
de mesure sur
l'intensitéd du
rayonnement diffusé
par l'eau bidistillés

lmcuvette en guartz \ o
2-cuvette en verre \ r R .
F-~cuvette en pyrex \
A nm
0 . L : L - it
450 400

1

Les caourbes ohtanues ont m8me allure, s=2ules 1'intensits du il

lU

sional change : si nous classons les cuvatt en fanction ds=

[U\

1'intensité croissanta du rayonnsment diffu rnous avons =

C4ua£fe pyrex ronde< cuvette vewre ronde< cuveife carnée nuan

andisotropie des cuvelfes
Les variations d’orientation d'une cuvette cylindrigue de= pyr|
‘préalablement répiréa se traduissnt par des différences ds

signal de 1l'ordres de= gquelgues pour cent.
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conasntration an sels.

En fonction de la nature du sel st ds la concentration se manifeste ¢
1'effet RAYLEIGH fortement diminud par la présence du polariseur
- 1'effet TYNDALL gui ne peut pas étre réduit par un polariseur.

Lorsque 1l‘on aura un2 suspension 11 faudra donc procaéder a une centrifugation
~de 1'échantillon avant 1'analyse. L'effet de lumiére diffusés est minimal
paur une éprouvette en pyrex dans une gammerde longusurs d'onde de 600 A
350 nm.

11 faut repdrer 1'épouvetts si 1'on souhaite sméliorer la reproductibilité

des mesurses.

A.4.2.2., DIFFUSION RAMAN

Dans le paragraphe (A.2.2.2.), nous avons vu que les raies RAMAN les nlus
aisément observables étaient de longueurs d'onde supérieures & celle de la
lumitre diffusée RAYLEIGH-TYNDALL . Les différences de frégquence AV entre
la raie diffusés ot lesraiss RAMAN sont caractéristigues du solvant et ne
dépendent gque du solvant. Il est donc intéressant de montrer l'influsnce

de la diffusion RAMAN de 1l’eau sur le spectre de fluorescence, car il
participe & la fluorescence du "blanc” et peut, dans certaing cas d'analyse

de trés faibles concentrations, 8tre confondu avec un tracsur fluorescent.

a) Raies RAMAMN de l’eau

Les raiss RAMAN de 1'eau apparaissent pour las nombres z:I'cmrja'B suivants :%AB}

Vi = 3218 cmuq {vibration de valence antisymétriqus)
Va2 = 1827 t:m_"I (vibration de déformation)
Vi = 3443 cm_1 (vibration de valence symétriqus}

b) Intensité et position du spectre RAMAN de 1’eau en fonction de 1ia

longusur d'onde de la lumidre excitatrice

Position du spectre RAMAN de £'eau

La figure A 34 représente un specirs RANMAN obienu sur la

spectrofluorimétre & haute sensibilite. Pour une longuesur

d'onde d'excitation de 370 nm, le spactire RAMAN apparait a

. i d MBS
‘onde v 1'inverss de 1a longueur d'onde gxprime

I , g
s« On appzlle nombre d ‘ e gl
gi w§h+iwbrrws. C'gst 12 nompre d’onde par GER RLHE ¥




Pigure A34:
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A 1
i . =

éyolution,

rr
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c) Conclusion

Lors des mesurss de faibles concantrations de traceurs, l'intensité relative
de 1'effet RAMAN de 1'eau devient suffisamment importante pour pr2ter 3
confusian. Cette ambiguité peut 8tre levée si 1'on prend soin d=2 procader

3 un enregistrement du spectre de la matrice (bruit de fond) et de situer
-avec précision les abscisses relatives des différents phénomenss émissifs

ou dispersifs supputeés.

A.4.3, PROBLEME DE LA SELECTICN DES LGNGUEURS D'CNDE

étant naturellement plus courtesadelsslongueurs d'onde d'émission.

Que ce soient des appareils a filtres ou des appareils a monochromateurs,

I
\
|
on s'applique en général & sélectionner une longueur d'onde d'’excitation _ d
la plus monochromatique possible et voisine de la longusur d'onde du maximum N
d'absorption (ou d'excitation) de la substance fluorescente - c'est le réle w
du filtre ou du monochromateur primaire -puis & sélectionner, par un filtre
ou monochromateur sscondaire, la longusur d'onde de fluorescence qui seule
est analysée. -

Un des problémes majeurs en fluorimétrie réside donc dans le choix des

longueurs d'onde d'excitation et d’émission, c'est-a-dire, le choix des

filtres primaires et secondaires pour les fluorimdtres, et, des caractéris-

tiques et du réglage des monochromateurs, pour les spectrofluorimetres.

A.4.3.1. LES FILTRES COLORES A 17

Ce sont en général des filtres en verre teinté. I1 en existe deux grandes

catégories.

al Las filtres passe-banda

Tls nz laissent passer la lumiZre gue dans une région déterminge du spectre.

Tls sont caractérisés par la longueur d'onde du pic de transmission.




s monochromatisme peut 8tre amélioré par la combinaison de plusisurs de

-+

Titp

ces

4]

5.
Ce types de filtres est utilisg comme Filtre primeire pour sélectionner une

longusur d'ande d’excitation.

b} Las filtras passa-haut

Ces filtres laissent passer uniguement las longueurs dfonde supérieur=s a
una valsur de "coupe” donn2sz, en bloguant toutes les longusurs d’onde
inférieures. Ce sont las filtres secondaires des fluoriméires gui, ainéi,
gvitent 1l'interférence avec 1la longueur d'onde d'excitation. Par convention,
la coupe d'un tel filtre est définie par la longusur d’onde corraspondant

3 ure transmission de 37 % .

c) Les filtres attanuateurs

I1 existe égalesment des flltres atténuateurs capables de réduire 1a trans-
mission de lumidre ds fluorescence lorsgus 1l'on a affaire & des fortes
concentrations 2t gue la lecture de flucrescence est hors de l'échelle de
mesure du fluorimdtre. Nous avons obtenu les spectres d'absorption de ce
type de filtre et vérifié que leur transmission était pratiguement constante

de 480 nm & 710 nm.

A.4.3.2. LES FILTRES INTERFERENTIELS

Ces filtres sont constitués d’une couche transparente de bas indice de
réfraction, tel gue le fluorure de Magnésium, enserrs entre deux films

d'argent semi-transparents. Les interférences se produisent lorsque la

différence de chemin optigue est égale a la longusur d’onde ou a un multiple'

i
de celle-ci. | i
R I |
’ - - i -
Schéma d'un filtre == fluorure de magndsium(1/2))
interferentiel t |
“ 7

films d'argent semi-transparents

>
it
3t
o
o
1
(o

naisseur du diglectrigus

n = ordre d'interfarence




Ce motif &iémentairs peult Bire répéte et cﬁ peut obtenir des largsurs ds
bands passante aussi fines quea 8 nm, avec un2 transmission de l'ordre de
60 % .

Les filtres interférentiels dont nous avens disposé étaient réalises par
la firme allemande SCHOTT. Ils sont employés comme filtres primaires pour

sélectionner les longusurs d'onde d’excitation.

A,4.3.3, CHOIX 0OES COMBINAISONS DE FILTRES B

Les filtres primaires et secondaires doivent étre complémentaires. Le filtre
secondaire sera choisi de fagon 3 booguer toutes les longusurs d'onde
transmises par le filtre primaire, et il ne devra laisser passer que las

longueurs d'onde de fluorescance.

a) Cas des filtres colorés

Le tableau suivant résume les combinaisons de filtres colorés généralement

wia 3 p . r i
utilisés pour les deux grandes catégories de traceurs fluorescents A 17

TRACELUR .| excitation FILTRE PRIMAIRE émission|FILTRE SECONDAIR
nm nm
URANINE 4689 ' WRATTEN 47 B + 518 WRATTEN 2A - 12
WRATTEN 2A
RHODAMINES
) Sg}“t%ons WRATTEN 5 - 46 5 - 90 (Corning
chargaes . 3-66 + Corning
554 572
- solutions ' ¥-871
. , . CORNING 1-60 +
claires : WRATTEN 58 WRATTEN 2Z3A

5 (a5 des filtres interférentiels

Le tableau suivant montre les combinaisons entre les filtres interférentiels
primaires et les filtres colorés carrespondant au secandaire dont 1'emplol

est préconisé par MOSER et ses callaborateurs A 19 .




TRACELRS FILTRES PRIMAIRES FILTRES SECONDAIRES | |
INTERFERENTIELS COLORES i |

|

t

URANINE DAL 483 nm 05 515 1
T = 39 % I

N

H

|

RHODAMINE B, WT DAL 554 nm .06 590 |
T = 35% | .|

|

|

SULFORHODAMINE G DAL 526 nm 05 570 1
T = 30 % E

|

|

c) Comparaison des caractéristiques des différentss catégories de filtres

Sur les figures A 37, A 38, et A 33 nous avons superposé : ‘ h

- les spectres d'excitation des principaux tracsurs Tluores-

cents -

- les spectres de transmission des filtres primaires corres-

pondants .

Les spectres d'excitation des différents produits ont &té tracés en intensité
relatives (représentation lingaire) et normés en amplitude pour faciliter
leur comparaison. Les spectres d'absorption des filtres sont représentés en

ahsorbance ou densités optiquas (représentation semi-logarithmique, of 4.1.1.3

o
Q

la méme fagon nous avons représenté, figuras A 40,A41 et A 42, l

- les spectres d’'émission des principaux tracsurs flucrescentsw

) il
. g . . il
- les spectres de transmission des filtres sscondaires corres- |

pondants

d} Conclusions

L)
w

1'examen et de la confrontation de ces différents pectres, on peut tirer
les conclusions gérdales suivantes '
- fes filtres interférentisls sont nlus sélectifs. Leurs

spectres montrent qua la lumiére d'excitation transmise

est plus meonochromatigus




Figure A37: Spectires
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Figure A40: Spectires dl'émission de
differents traceurs fluorescents:

f=uranine
2-gulforhodamine G
S-~rhodamines (B ou Wt)

500

0 =8
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- les longusups d'onde d'exciiation transmises par las filtres
interférentiels coincident mieux avec les pics d’'absorption

des différents produits

- Bien gue moins sélectifs, les filtres colorés primaires

laissent passer une gquantité de lumiére supériesure

A.4.3.4. LES MONODCHROMATEURS A RESEAUX

a)l Généralités sur les rés=aux

Les réseaux sont constitués d'un grand nombre de gravurses paralléles
extrémement rapprochéas, de l'ordre de 10 000 lignes par cm. Les caractéris-
tiguss essentielles de ces réseaux sont 1l'inclinaison des rayures et leur
densite.

Les interférences nroduites par les réllexions de la lumizre sur les
eravures ob2issent & la loi de BRAGG, qui précise la 1ongueuf d'onde du
rayennament réfléchi en fonction de 1'angle d’incidence.

!qr——m«-ﬂormale au nA=2d4 sin &

Normale a 52 i z e
AL D reseau
w8 .

la face wll B . _ »

vl : n= ordre de diffraction

\
\{ h= longueur d'onde de la
i radiation réflechie

®=1'angle d'incidence
! .

Schéma dtun réseau par réflexion

Y

On montre gus le pouvoir, de resolution est proportionnel 3 la fois au

nombre de lignes =t & la dimension du réseau.

Les avantages d'un réseau sont les suivants :

- 1 Une résoltuion uniforme et une dispersion lingaire pour

toutes les longueurs d'onde

- 2 Plus dz 80 % de la radiaticn incidente s2st dispersés

dans le premier ordre
- 3 Toutes les longueurs d’onde peuvelt 8ire dispersées

- 4 Un prix moindre gu'un prisme

_ ; 1 d= intervalle séparant
7 { | deux gravures consécuti
)//// / ves |
i
) .
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bl Elimination des phénoménss de diffraction dfordre supirisur-a 1

Liinconvénient majeur pour un r2seauy =3t gu'avec la longusur d'onde
lectionnés il lalsse passer 2zalsment %-' %— 280w ,

Ces phénomenes de sscand ordre sont &vités par 1l'emploi de la cuvetie en
verre pyrex qui blogue toutes les longueurs d'onde au-dessous de 285 nm.
Entre 285 nm et 570 nm nous n'aurons donc pas de manifestation du sscond
ordre. Il est possible egalement d'utiliser le filtre "TURNER 110 818 2ZA”

qui coupe les longusurs d’cnde au-d=ssous de 415 nm, ce gui évitera une
manifestation de la diffraction de sscaond ordressla gamme de langusurs d'onde
allant de 415 nm a 830 nm, zamme qui comprend tous les traceurs fluorescents

Xanthéniquss.

cd Caractéristiquas des réseaux équipant le spectrofluorimeire TLURNER 430

Le spectrofluorimétre "TURNER 430" est énuipg de monochromatsurs & réseaux.
La largeur de bande d’excitation ast fixés & 15 manometres, la largaur de
bande passante d'émission psut &tre réglée & 15 ou 60 nm. On définit

généralemant la sélectivité o'un rése=au par la largeur de bande & mi-Hauteur

du spectre de transmission (voir schéma ci-dessous)

Mode d'évaluation de la sélectivité

d'un réseau.

Ces monochromateurs, de sélectivité comparable aux filtres interférentiels
utilisés sur le fluorimatre (cf A.4.3.4.), sont les &léments distinctifs

majeurs du spectrofluoriméire "TURNER 430".

A.4,4, COMPARAISON DES PERFORMANCES RESPECTIVES DES FLUORTMETRES ET
SPECTROFLUORIMETFES |

Les daux facteurs, sensibilité et sélectivitéd, dépendent gssentiellemant du
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typa d'appareil employs. Si, dans leur principe, spectrofluorimdtre et
u nétre ne présentent pas de diffdrence, il n’en =st pas de méme du

m
point de vue de leurs €léments constitutifs.

A.4.4,1. LES SOURCES DE LUMIERE

al Fluorimetre

Sur la plupart des fluorima2ires cz sont des lampes. 3 vapaur -de mercurs gui
ont la particularitéde présenter un spectre de raies trés ipntense caractéris-
tique du mercure. Sur le fluorimetre "TURNER 111", quatre lampes sont dis-
ponibles, couvrant foute la gamme des longueurs d'onde (of SCHOULER PA 1??
Pour un ftraceur déterming, 1'intérdt est donc d'avoir une lampe qui a une
rais de son spectre le plus voisin possible de la longugur d'onde d'excita-
tion du produit et, avec un filtre passa-bande approprié, de supprimer toutes

las autres raies du spectre. On dispose ainsi d'uns source de lumigrs tri

i

intense.

b) Spectrofluorimétre

Sur un spectrofluorimétre au contraire, il est nécessaire de disposer d’uns - é
source de lumisre ayant un spectre d'emission continu. Le spectroflucrimdtre
que nous utilisons est équipé d'une lampe & arc Xénon qui présente un fort

spectre continu pour ung gamme de longugurs d'onde de 250 & 700 nm. Unz telle|

lampa présente en outre 1l'avantage d'une grande stabilité.

A.4.4,2, SENSIBILITE DE MESURE

a) Cbncentrationa minimales détectables sur le fluorimétre TURNER

{ncentitude de meswie due & £'instabilit? de £L'appaneil

Le sisnal de fluorescence d'un échantillon est calculg en
soustrayant au signal le bruit de fond. Sur le fluorimatre
TURNER modele 111, chacune de ces mesuras est affectés d'unse

incertitude résultant de 1'instabilite de 1'tappareil gue

FEUERSTEIN et SELLECK A 4 évaluent

P

L

+ 0,5 unités de

masure. Las lois de composition de deux distributions

. |




- aléatoires psrmettent d'écrire que 1l'écart-type de la

différence de deux distributions d= POISSON est donné par

_ R
d gy * 02

g
\/{0,5]2 s 10,57 0,707 unité

i

1
1

d’ad ;
Oy

concentraltion minimale déipetable

On peut convenir comme HOURS (*) de définir la concentration

minimale deétectable par

- 5 = 20{)

4

ol S représents le signal et o, 1'éoart-type du bruit de
fond.

Cette condition signifie que, pour toute mesurs unigue satis-
faisant & cette relation, la probablilité pour que le signhal
(calculd par différence entre la mesure =t le bruit de fond)
snit effectivement d&livré par 1’échantillon, est 8gale 2
0,975 . _

Dans le cas du fluorimdtre TURNER modéls 111 1a CMD ast

par canséguent de

i

2 x 0,707 1,4 unité

b) Comparaison entre les sensibilités maximales de mesure de fluorimatres

équipés de filtres colerés et de filtres interférentiels

Les courbes étaleopnage que nous avons tracées pour le sulforhodamine G avec
les deux catégories de filtres donnent, avec une cellule de mesure de petit
volume [(&prouvettes) les résultats suivants :

- CMD (filtres colorgs) = B .10 @ kg/l

. CMD (filtres interférentiels) = 4. 10 "Okg/i
Ces résultats n'ont gqu'une valeur théorigue. En pratigus la sensibilité
de la mesure dépend des fluctuations naturellss gqui affectent le bruit de
fond. Bien qus l’'on ne puisse prétendre que ces flustuations obéissent aux
lois de POISSON, 1'on peut présumer gue 1'importance des fluctuations
naturelles en bruit de fond est liée & son amplitude. Or, ce bruit de fond
st considérablement réduit par 1'emploi ds filtresinterférenticls, comme
en témoignent les mesures sffectudes sur ee 1'eau purs

- BOF (filtres colorés) = 3 unitas

- BOF  (filtres interférentisls] = 1 unité
- !
C HOURS R, Les applications industrislles des traceurs radicactifs
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Ad.4.3. SELECTIVITE

L

Comme nous 1’avons vu 2n A.4.3, les filtres colorés laissent passer des
intensités lumineuses considérables mais sont moins sélectifs que les
filtres interférentiels et les monochromateurs qui présentent des sélec-

tivites comparables. L'amélioration de ls sélectivité permet de réduire

1’importance relative des phénoménes parasites de diffusion (effets RAYLEIGH,

TYNDALL, RAMAN) et de fluorescence des matrices. L'abaissement dﬂ bruit de
fond s'accompagnant, comme on 1'a présumé en A.4.4.2.b, d'une réduction

des incertitudes de mesure, l'emploi de filtres interférentiels st de';”
menochromateurs peut apporter, dans certains cas, uns améligration de 1la
sensibilité de la mesure.

On montrera par ailleurs gue 1'augmentation de la sélectivité permet ds
réaliser des mesures simultandes de plusieurs traceurs fluorescents. De
surcroit, la substitution: d'un spectroflucrimétre & un fluorimdtre apporte,

par le tracé de spectres, l'énorme avantage de

~ spustraire graphiguement le bruit de fond dans le cas

d'une analyse & basse concentration

- identifier un traceur inconnu par ses caractéristiques

spectrales

- distinguer una fluorescence parasits d'une fluorescence
)

provogquée par un traceur

A5, COMPARAISCN DE TROIS SPECTROFLUORIVETRES

Tl nous a semblé intéressant de comparer les performances de notre spectro-
fluorimétre "TURNER 430”=avec d'autres appareils :
- le spectrofluorimétre FARAN de 1'U.E.R. de Pharmacie de.
BRENDBLE i
- le spectrofluorimétre PERKIN-ELMER utilisé par MOSER 5&19j

~

Cette comparaison a été effectuée & partir des caractéristiques spactrales

des traceurs fluorescents couramment utilisés en hydrologie.

L'usage du specipofluorimetre 2tant essentiellement réservé 3 1llobtention .
de specires de trac=2urs fluorescents, nous nous sommes limités 3 des compa-

raisans dans notre domaine d'utilisation particulier.




A.4.5.1, CARACTERISTIQUES COMPAREES DES SPECTRES DE TRACEURS FLUORESCENTS
OBTENUS PAR LES DIFFERENTS APPAREILS

Pour les trois spectrofluorimétres, nous avons tracé les spectres d'excitation
2t d’émission ds 1'Uranine, la Rhodamine B, la Rhodamins WT et la sulforhoda-
mina G. : '

Tous cas spectras ont &té normés en amplitude dans le but de caractériser
leur "résolution”, c'est-&-dire leur largsur & mi-hauteur (voir les examples
das figures A4%a etb)

l.Les résultats de ces mesures sont rassembles dans les deux tableaux oy dessous:

largeur du pic |
i mi-hauteur : !
Produit TURNER _ FARAN PERKIN ELMER i
>  URAMINE 43 34,5 38,5
em]
i Rh B 35 34 33
m ) 3
vy Rh WT - ' 39 42,5 34,48
. , ,
= Sulfo Rh G 36 33 a6
ul
largeur du pic
’ 3 mi-hauteur
Produit TURNER FARAN PERKIN ELMER
= N i
© URANINE 42,5 - 36 44
= .
~ Rh B 40 . 38 44
<X .
= Rh WT o 44 41,5 38
||
©  Sulfo Rh G 38,5 38,5 39
pe
1l

Pour les spectres d'excitation, nous avons le classement suivant par ordre

de "résolutions” moyennes croissantes
PERKIN-ELMER, TURNER, FARAN

Pour 1'émission, le classement est le suivent :
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TURNER,  FARAN, PERK IN-ELMER

Dans les deux cas les différasnces sont peu sensibles.
'J

A.4.5.2. POSITION RELATIVE DES PICS D'EXCITATION ET D'EMISSION PAR RAPPORT
A LEUR POSITION THEORIQUE '

Les résultats qui sont rassamblés dans le tableau ci-dessous montrent gue

les positions relatives des pics fluctuent notablement et semblent devoir

(=]
e

souligner la nécessité, pour

nages en longusurs d'onde.

périmentateurs, de procéder & des etalon-

TRACEUR abscisse ahscisse ahscissa abscisse
théorique TURNER FARAN  |PERKIN-ELMER
nm nm nm 4 nm
_ RHODAMINE WT 554 553 549 555
o ﬁ RHODAMINE B 554 552,5 550 552,5

508 SULFORHOD. G 530 531 523 532

%. % URANINE 489 488 483 - ag7”
0

RHCDAMINE WT 572 574 572 677

2 & RHODAMINE. B 572 570,5 571 | 577

E L SULFORH. G 550 548 543 552

2 & | URANINE 514 510 - 508 513
0

A.4.5.3. CONCLUSION

Les mesures comparatives effectuées confirment les faibles répercwsions des

performances des apparsils sur la qualitd pratique des masuras, en raison
du fait qus les spectres gue nous nNous proposons de tracar ont das formes
extrémement &talées. Pour cet usage, les performances de notrs aogpareil

peuvent &tre estimdas satisfaisantes.
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A4.6, CONCLUSION

Ltétude des conditions de mesure et des différents param@tres entrant en
jeu, nous font mieux comprendre les difficultés de mise 2n osuvrs de la

méthode d'analysa par flucrescence.
En particulier, nous mettons en évidence :

- Les différents facteurs limitants et la maniére dont on
peut les minimiser : effet RAYLEIGH-TYNDALL, affat RAMAN
qui sont vis-a-vis de la mesure de fluorescence des

phénomanes parasitzs

- L'influence des différents composants des deux types
d'appareils sur 1l’analyss :
. Le fluorimdtre, en général plus sensible, mais moins
sélectif et ne levant pas l'incertitude entre un bruit
de fand souvent élevé et un signal de fluorescence

proprement dit

. Le spectrofluorim2tre, plus sélectif et levant 1'inddter-
mination, guant & la nature du traceur analysg&, par

1'obtention d'un spectre de fluorescence caractéristigue.
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MIMATION S
PLUSTEURS
URS FLUORESCENTS

IMULTANEE

t=y
PP P

A5.1. POSITICN DU PROBLEME

Comma on a pu le remarguer en A.1.2., tous les traceurs flunreacants

xanthénigquss employ€s en hydrologie ont des longueurs d'onde d'excitation 4
et d’émission prochas. : H

Le ces extreme est représenté par la rhodamine WT et la rhodamine B qui an !
le mdme spectre d’excitation & 554 nanomdtres et le méme spsctrs d'émission !
a 572 nanom2tres. Avec les m@mes caractéristiques spectrales, ces deux ‘!
traceurs ne pourront 8tre distingués par analyse spectrofluorimétrique dans i
une snlution ol ils seraient tous deux préssnts, |
Les conditions d'analyse simultan&e les plus favorables sont préssntéss par
les couplas Uranine, Rnodamine (B ou WT) dont les longueurs d'onde dlexcita-
tion (489 - 554 nm) et d’'émission (515 - 572 nm) differsnt de AN 55 nm pour
1'excitation et de 57 nm pour 1'émission. Ce sont les deux couplss de
tracaurs dont les spectrés sont les plus distincts, et, généralament, la
discrimination spectroflusrimétrique est aisée car il n'y a pas interférence
ent;e leurs spectres respectifs. 7
lLLa discrimination demeure encore réalisable pour un mélarge d'Uranine et . !
de Sulforhodamine G, les décalages entrs leurs spectres respectifs, bien que
moins importants (cf A.1.2.) permettant 13 encore de distinguer ces tracsurs.
Cepandant, lorsguz les deux composés sont présents dans le mélangs a des
concentrations trés différsntes { 4 par examplel), l%analyse guantitative

50
dz 1'un =t de 1'autre pedt 2tre largement faussée §A25t iﬁZZ:_ %

lLors d'une opération de marquszve, il est souvent trésrintéressant d’e.glmyer
plusisurs traceurs fluorescents simultanémesnt. 11 faudra donc 8tre capable
de les doser guantitativemsnt lorsqu'ils sseront présants dans un m3lange.
Plusisurs cherchaurs se sont attachds a résoudre ce probléme, BAUER  AZ7
en partant des considdrations évoquéas en (A.3.2,1.) sur l= dsnlacament
apparent du spectra de l'Uréﬂine gn fonction du pH, diserimine Uranine et

Sulforhodamine G, loraque 1°un des traceurs est présent dang lg mél
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ortement acide (pH 173 2) la forme cationigue de la fluorescein= est Tavorisss,

=i

cette forme cationigue pr sentant un oic d'excitation & 437 nm, il n'y aura plus

'\.J

d'interférence avec le gspectre de la sulforhodamine G {530 nm).
I1 faut noter cepsndant qu'il est rare que la différence de concentration justi-
fia la mise en ceuvre de cette technique lorsgue 1'on emploie conjointaement
1'yranine et la silforhodamine G. Cette méthode ne permet pas de toute maniera
1'emploi de plus de deux traceurs fluorescents simultanément.

BEHRENS et ses collaboratsurs A28 ant mis en cauvre une-technique purement
spectrofluorimétrique dont les possibilités, du falt méme des caractéristigues

spectrales des traceurs fluorescents xanthéniques, demeurant trés restreintes.

Nous avons d'abord essay@ dans un premier temos d'amdliorer la technigue spectro-
fluorimétrique de BEHRENS par un traitement numérique des spectres obtenus.

Puis nous avons collaboré avec MOLINARIL & Une étude avec Mlle ALARY et ROCHAS

da 1'U.E.R., de Pharmacie de GRENOBLE, collaboration qui nous a canduits a la

mise au point de deux procédés originaux de dlscrlmlnatlan de traceurs fluores-

cents, 1'un par chromatographie, 1l'autre par 1'emploi. d*un solvant sélectif

Pour cas deux technigues, 1'analyse guantitative est effectude par spectro-

Fluorimétrie.

A.5.2, METHCDE DE ﬁlSCRII"IINATION SPECTROFLUCRIMETRIGUE DITE ”DU PAS CC; ISTANT”
ET ESSAIS D'AVELTORATION

A.5.2.1. PRINCIPES ET AVANTAGES DE LA METHODE

Dans une masurs spectruFluorimét?iqué classique la longueur'd'onde dlexcitation
est laissée fixe, & la valeur maximale d'absorption du praduit & analyser. On
ontientalors un spectre de fluorescence en faisant varier de fagon continue

les longueurs d’'onde d'8mission. Si 1'on a plusieurs traceurs présents dans
L'échantillon & analyser, il faudra fairs autant de spectres d'émission gu'il

y a de tracsurs, en pranant pour chague traceur présum2 la ValEL" correspondante

de la longueur d'onde d'excitation.

Partant Ay fait aue pour tous les traceurs xanthanigues la différence entre




la longusur d'ond= d'excitation et la longueur d'onde d'émission est pratique-
ment la mdme (entre 20 =2t 25 nm) BEHRENS st ses collaborateurs du laboratoire
d'hydrogéclegie de MUNICH ont preoposé en 1883 de faire varier parallalement

1a valeur de la longueur d'onde d'excitation et d’'émission an gardant entre
elles una différance A\ de l'ordre de 25 nm, correspondant a la différence de
longusur d'onde entre pic d'excitation st pic d'émission de tous les traceurs
xanthanigues. - .

On obtient ainsi des "spectres combinés” (excitation, gmission) gui présentant

les avantages suivanis ¢

- les maxima d'excitation et de fluorescence étant atteints en
méme temps, on a un pic d’amplitude maximale plus 2troit gus

lorsque la longusur d'onde d’excitation est laissée fixe

~ 1a lumizre diffusas (effet RAYLEIGH-TYNDALL), génante abasse
concentration est, de cette manigre, réduite au minimum

(ef A.4.2.1.)

- 1'affet RAMAN de 1'eau 2st &liming car il se manifeste pour
des AA largement supérieur a 25 nm sur toute la gamme
de 450 & 600 nm intéressant les produits xanthénigues

{cf A.4.2.2.b)

- 1'exploration des longueurs d’onde entre 600 et 400 nm avec
un AX  ou "pas” constant compris entre 20 et 25 nm analysa
tous les tracsurs fluorescents présents dans 1'échantillon

et ,cela,en une seule opération.

Toutes ces considérations nous ont amenaés & modifier notre spectrofluori-
métre "TURNER 430" pour obtenir de tels spectres. Cette modification consiste
3 prelier cginématiqusment par un train d’engrenages amoyibles les axas de
rotation des deux monochifomateurs. '

A notre connaissance, aucun appareil n'est prévu par sonrconstructeur pour

permettre un déroulement .simultané des longueurs d'ondes d'excitation et

d'émission.

Cette méthode de discrimination dite “du pas constant” s'est confirmse
extramement fructususs et a été par la suite systématiguament appliguée &

toutes les analyses de routine gque nous avons effectuéss.

'
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A3.2.2. LIMITES DE DISCRIMIMATION
al) Discrimination Uranine - Rhodaminas
i 5 i
J'apras A28 7le powuvoir dz resolution de la methods 235t si grand ngus
1'ocn pzut détorminer guantitativsment las zolorenis Uraninz et Rhodamine B

“ou WT placés dans un m@lange avec un rapnoct de 1/1000 [ef Figurs Ad44

ci-aprasJ. Fluorescence

100] . Amplification

5 2000 4o+ 100

B0 Rhodamige B
. 10 mg/m
GO

50

e Uranine </

0,02ng/m

30

20 e

O \‘_‘_‘

10 \-""*--,

450 560 550 50 pm &

Figure A44: Détection spectrofluorimdtrique dturanine et de 11
rhodamlne B & concentrations differentes (resPectlvemPnt 2,107

e¢ 10~8) dans la m&me solution.Enregistrement au PERKIN.ELMER 203,
excitation &4 25 nm en dessous de la longueur dtonde d'analyse.
(dvaprds BEHRENS A26 ) _ ;

5

iy ) -8 s
En présance de hautes concentrations de rhodamine 8 ( 10 }jla lumigre de
fluorascence de l'uranine est en partie absaorbée par la rhodamine B sxtra,
tandis qu'inversemznt,la lumidre de fluorescence d2 la rhodamine n’est pas

parturbhse par 1'uranine AZ6 . On paut corriger cette influznce par un

2s scluticns témoins correspondantes.

(ol

gtalonnage avac

H) Discriminatieon Uranine - Sulfarhadamine G

On pzet déterminzr l'uranine guantitative meﬂt en nrﬂsencn d2 sulforhodamine

jisqu’d un rapport.de concentration de 1/50 hZD ., On doit soustraire de 1

S oic de I'uraninz une n2tite fracticn ﬂ Itamnlituds do pic
suilforhodaming G, pis ques 1'on doit daterminer dans des solutions eualns.l

G2 la méme fason, la daterminatisn invarss de la sulfor cfaw ne G en.pra-

~nongae de fories concentrations d'uraninz a2st pessible. A7D;




-
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. i600—-61 5nm

I

8x=15 nm 8§3=20nm

By

. CEA.

.'6}‘-z25nm . 5A=50nnm

Figure A45: Spectres & "pas constant" effectusds pour differsntes
longueurs de pas 8X,d'un mélange de sulforhodanmine C et de
rhodamine Wt & des concentrations respsciives de 1,4.107° et
8,691028 kxg/1.(Les valeurs indiguées en abscisses sont respective-
ment les longueurs d'onde dtexcitation et dt'émission.)




£) Descrimination Sulforhodamline G - Rhodaming B ocu WT

L'applicaticn directae dae la méthede du pas constant, pour la discrimination
de 1a sulforhodamine G
limites de la méthode (Fig. A45). L'interféreénce des deux spectres, distant

seulement d'une vingtaine de nanométres, est pratiguement totals.

A.5.2.3. ESSAL D'OPTIMISATION DU "PAS” DE LA METHODE Ol "PAS CONSTANT™ f

de la Rhadamine (B ou WT) montre clairement les

{CAS D'UN MELANGE DZ RHODAMIME WT ET DE SULFORHODAMINE G) |

a) Opjectif

Quelle gue soit

la longusur d'onde d'excitation, la forme du spectre |

d’émission reste la mé8me (cf A.2.1.3.). Néanmoins, son intensité diminue

considérahlement lorsgue la longueur d'onde d'excitation s'éloigne du pic

d'absorption. On s'est proposé de rechercher un”pas” (AA) qui permette

d'am@liorer la discrimination, fit-cg au détriment de la sensibilité.

h) Résumé des essais effactués

Pour chague traceur pris séparément =2t pour une concentration donnge de I
=2 = vz S
10 "kg/1 nous avons caractérisé 1l'incidence du pas de mesure (AX ) sur le !

"snectre combiné”, d'aprés les critéres suivants

Ces résultats sont représentés sur les figures A48 et A47.

abscisse du pic par rapport au pic d'émission
amplitude du signal

amplitude du bruit de fond

rapport signal/gruit

"réasolution”, défirnie par le quotient de la largeur du
pic 8 mi-hauteur par 1'amplitude du signal
indice de dissymétrie du spectre. défini arbitrairement par :

largeur & mi-hauteur du cdté des petites longueurs d'onde/

largeur & mi-hauteur du cété des grandes longusurs d'ondes
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Pigure A465 ef AAT:
Etude daaYsopscthres
combings” de la
rhodanizne Wt st de la
sulforhodamine G
cbtenus par la méthode
du"pas constant pouxr
des pas (8X)variant
entre 20 2t 30 nm.On
notera que le réglags
en anplification des
signaux était different
pour ltune et ltautre
série de mssures.

I1 importe par conséqu
ent de préciser ici
que les sensibhilités
de détection de la
sulforhodamine G et de
la rhodamine Wt sont
dans un rappert '

variant de 7 a 4,5
pour des concentratios
variant de 107 & 10~

; _ H

Figure 447




Les conclusions suivantes, communes aux deux tracsurs, peuvent 2tre dégagées

- 1'amplitude du pic diminue faiblement lorsque le pas de

mesure passe dae 20 & 30 nm

- dans le m3me temps la résolution est améliorée ainsi gue

.1le rapport signal/bruilt
- 1'indice de dissymétrie est minimum pour AX = 20 nm.

- 1'ahscisse du pic varis avec le pas et,cejdans ie mé8me sans
pour les deux produits. L'écart entre les abscisses ras-
pectives des pics semblent augmenter légérement avec le pas

da mesure

L'ensemrble des résultats devrait inciter 3 travailler avec un A) relative-
ment élevé. Or les essais présentés sur la figure A45, effectués pour quatrs
AN différents et pour un rapport de concentrations rhodamine WT/sulfo-
rhodamina G = 6,15, mettent en évidence un résultat opposé a celﬁi augueal
les dennées précgdentes devralent conduire. C'est en effet pour AX = 15 nm
que la discrimination semble &tre optimale. '

Aussi, pour la suite des essais avons-nous convenu d’une solution de compro-

mis consistant & adopter la valeur de pas de mesure intermédiaire d= 20 nm.

Pour ces essais de discrimination, le rapport des concentrations des deux
traceurs dans le mélange n'a pas été choisi au hasard. En effet, pour des
concentrations identiques en sulforhodamine G 2t en rhedamine WT, 1l spectre
du mélange n'est pas différencié. la sensihilité de détection de la sulfo-
rhodamine G étant largement supériéure 3 celle de la rhodamine WT (cf
légende des figures A4B et A47). '

La modification de 1'amplification du signal, pratiquées en cours d'analyse
par BEHREN Sl.AEQL[LF figure A44) n'apportant pas dans le cas du couple
nsulforhodamine G - rhodamine WI" d'amélioration sensible, nous avons
déterming, sur la base.d'explorations 3 amplification constante,dont
1'exemple a été donné figure A45, les limites du rapport des concentrations

relatives des deux traceurs permettant d'envisager uns analyss quantitative
|

de chacun des deux produits.

.
B

Ces limites seraient les suivantes

2,5 < Rhodamine WT/Sulforhodaming G < 20
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AL5.2.4. APPLICATION A LA METHORE DU PAS CONSTAMT DES ECPNTGUE "ANALYSE
E

O'UN SPECTRE COMPLEXE PAR LA METHODE DES MOINDRES FPRPS:

Nous nous propesions dans un premier temps d'essayer de discriminer ces

deux traceurs dans la gamme de concentrations relatives les plus favorables

pour; ensuite, si la méthode le permettait, 1'appliguer pour das spectiras

nterférant totalement.

[=5

—

a) Principe de la méthode : analyse d'un spactre complexe par la mathode
i :

‘ des moindres carrés | A26

Cette méthode,couramment utilisés en spectrométrie gamma pour 1'analyse

d'un spectre complexe, a &té transposde & 1l'analyse des spectres de mélanges
de deux produits fluorescents.

Son principe est le suivant : un s8lecteur dont les canaux sont numérotés

1, wesesl, eeave.s n enregistre le spectre d'un mélange contenant m produits
fluorescents numérotds 1, «..ej; ee.e..m . On dispose des spectres de réfé-
rence correspondant & des concantrations connues de checune des substancas
prises isolément. Echantillons de référence et mélanges a analyser sont
mesurds dans les mémes conditions, L'intensité de fluorescence dans le canal
i de 1'échantillon j est a‘j , 1'intensité du mélange b%. : r
Soit )'(_‘,l le rapport de la concentration inconnue a celle d; 1'échantillon :

corraspondant, on a alors @

i

m
b; = r a,. X, + I,
=1 ¥ “4 i

Zi étant 1'erreur fortuite,
Cette méthode suppose quasquelles gue soient les concentrations, la forme

du spectre de chague produit est un invariant ; nous NOUS BN SOMMES ASSUTES

avant d'entreprendra 1'étude (cf figure A48).

Les meilleures valeurs de Xj seront obtenues en minimisant R, somme des

carrés de 22

m
- L a,. X,
. 1373

2
i
M
™~
e N
u
i3
g
i
™J

o
il

s %

o)
il
e

J

On dérive 1'exprassion ci-dessus par rapport a X, et on fgala & U pour

.

obtenir une minimisation de R. On obtient ainsi une série de m gquations

1, sawe Ky oeses m de la forms suivanta pour la K7
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La résolution de ce sytéme nous donnera les valaurs de X, 2t X

valeurs inconnues de la concentration A1 et AZ .

h) Mise en o=uvra de la méthode

Tous ces calculs ont été effectuss sur ordinateur sous les consells de

M. JUNOD, ingénieur au CENG, grace au programme "GASPARD" mis au point

par lui-m2me pour la séparation de spectres Y complexes au SARR !A31‘

Les spectres de fluorescence des deux étalons sulforhodamine G eém )
rhodamine WT ainsi que le spectre du mélange ont été relevés & la table
de lecture du SARR st mis sur cartes perforées; puis traités par "GASPARD".
Tous les spectres sont relevés & partir d= la @ me abscisse origine, ici

450 nm, et analysés par l'intermédiaire de 200 canaux différents.

¢} Cas de la discrimination sulforhodamine G - rhodamine WT

Les spectres de plusieurs mélanges binaires ont été relevés selon la f
méthode expos2 en b) ci-dessus ainsi gue les spectres de deux échantillons
de rhodamine WT et de sulforhodamine G pris isolément. La figure A48
représente un exemple de spectres relevés a la table de lecture de desux

stalons rhodamine WT et sulforhogamine G avec un mélange binaire.

Risultals obtenus

On a reproduit figure A50 les tableaux récapitulatifs relatif
aux 22 séries de mélanges traités.
Le premier tableau indigue les concentrations respactives

des produits présents dans chague mé&lange.

Le second tableau résume les principaux résultats.

- Sur la premigre ligne les concentrations calculsas an »
chacun des deux produits (Rh WT et sulforh. G dans l’ordreﬁ
concentrations rapportées aux concentrations das deux ﬂ

gk — -9
étaleons de réfarence 5.10 kz/l chacun i

- sur la seconde ligne figurent les écarts-iype
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Figure 249: Exemple de spectres (relevés & la table de lecture) de
deux étalons de Rhodamine Wt et de Sulferhodanmine G & mfme concenirad
tion (10~ kgﬁl) et d'un m#lange binaire de deux tracsurs,la
concentration en Rh Wt étant cette fois cing fois supsrieure a

celle de la Sulforhodamine G.
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~ sur la troisigme ligne, les errsurs relatives pour un -

Cormeniaines
Les imporiantes erreurs ebt discordances ohservdes dans les

tableaux de la figure A50 psuvent notamment résulter des faits ]

suivants

- 11 n'a pas €t& tenu compte, dans cette premidre approchs,

| de la non lindarité du signal de fluorescence

-

- 1la representativité et la précision du tracé des spactres
de référence n'ont pas &té véArifides
Mais la causse essentielle semble résider dans des décalages

d’'abscisses des donnéss spactralss.

Comme le traltement est entrepris 3 partir des dénombraments
effectués sur chacun des 200 canaux de largeur identigue

decoupant chacun des speectres, il est fondamental que 18
calage en abscisse des différents spactres relevés soit parFaif-
Quand nous avons commencé cette expérimentation, nous ne nossé-

dions pas d'enregistraur de spectre tras précis et les décalage

pou vaient &tre de l'ordre de 4 nm. Lors du relevéd des spectres

a la table de lecture, il est égalemer difficile d’obtenir

une précision supgrieure & 2 nm. I1 en résultait gus les

canaux apalysés par l'eordinateur ne correspondaisnt pas aux

-~

méma2s abscissses d'un spectre . & 1'autre,

Bien gue nous ayons procéds & plusieurs essals de recalage

de 1l'origine, opération rendue possiblepxr P programme lui-méme,
nous n'avons pas abtenu d'amélioration deg résuitats. Qec'
mettant hors de cause le décalage d'origine supputé, éembla
devoir imputer 1'échec de la méthode 3 la mauvaise dafinition
relative das données d'entrée, c¢'est-a-dire, das spsctres

glémentaires de chacun das deux traceurs.

d) Essai de discrimination Rhadamine WT - Uranine pour le cas ds caoncentra-

tions trés différentes des deux prodults présents,

2 =,

.a mauvaise définition des courbssayant &té en partie attribuge & 1'insrtie

mécanique dea 1'enregistreur utilisé, nous avons entrepris de metire sn oBUVIS

la méthnde dans le cas de discrimination le plus alsd, 3 partir de spectres

obtenus avac un enregzistreur galvanom2irigus rvanids

1
|
|

t‘j‘?:‘.& n\\ IS rz \('Rn




Figure A51 : Exemple de spectres (relevés & la table de lecture) de deux étalons d'uranlne et de

-

Rhodamine Wt ainsi que de trois mélanges binaires de ces deux traceurs (courbes normé ‘es en surface)
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Risulitats of commeniaires

Les essais gue nous avons entrepris sur une gamme da2 concan-
trations relabives étenduz n'ont malheursusement donng de
résultats positifs gue dans le cas de concentrations voisines.
La discrimination de ces traceurs €tant, comme on: 1l'a montré
en 5.2.2.c, vtelativement alsés pour des concentrations de

méme ordre de grandsur, 1'emploi de cette méthode de discrimina
tion relativement complexe et colteuse n2 se justifis que
lorsngue les concentrations relatives des deux fraceurs sont
tres différentes.

La figure A51 ol sont représentés, aprés normation en surface,

les spectres de trois m@langes binaires st de deux échantillans

de référence, dénote un certain nombre d'irrégulariteés de
relevés graphiques. On peut présumer gque la résolution de ces
prolémes graphiques,comme da ceux qul ont &té évoqués plus
haut (étalonnages =n longueurs d'onds et en amplitude de
signal) devrait permettre d'aboutir par ce type de traitement

a des résultats de qualité supérisure.

e) Conclusions

Apr2s cette série d'essais infructueux nous étions contraints de convenir
que, si la méthode dans son principe était séduisante, ella demandait des

conditions expérimentales trop sévéres. Selon M. JUNOD, la forme stalse

©
(u i
2
=3
ur

des soectres de produits fluorescents rend l'analyse moins précise qu
P ¥ ! 3

le cas des spactres y complexes pour lesquels le programme a été élabors.

Les obstacles rencontrés et la briéveté du délai dont nous disposions nous
ont conduits & renoncer pour le moment & cette étude. I1 est tout au moins
apparu gu'un tel traitement dont il ne faut pas dissimuler la loyrdeur et

aussi 12 cofit, ne pourrait &tre appliqué que dans des cas tras spécifigues

gt relativement exceptionnels.
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A.5.3. PETHCDE DE DISCRIMINATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE
ET ANALYSE SPECTRDFL 'CRL'FR@UE

A.5.3.1. PRINCIPE Di LA CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE

On utilise des plagues de varre recouvertes d'une pellicula de 250U d'épais-

seur environ d'un mélange de gel de silice et de platre. Une petite guantité

du mélange & séparer ast nosé sur 1a plagque. Un solvant organigue aporopri

(O

déplace, en fonction de leur codfficient de partage, les différents composants
du mé&lange, plus ou moins lain de leur position initiale. On opers dans uns
enceinte saturés afin d'éviter 1'évaporation gui interrompralt le procassus

de migration.

A.5.3.2. MISE EN OEUVRE DE LA METHODE

a) Mise auy point du solvant

La difficulteé majeure de la séparaticn par chromatographie est la mise

au point du solvant.

]

e probléme a été résolu, pour les traceurs xanthénigues employés en hydro- S
logie, par Mlle ALARY et ROCHAS, & 1'U.E.R. de Pharmacie & 1'Université
Scientifique et Médicales de GRENOBLE. Le solvant employg est un mélenge d=

Butanol et d'Ethanol alcalinisé par de 1’ammoniague EAZS:

b) Le support

I1 est constitué par un mélange de gel de silice et de piétre MERCK.

A.5.3.3. RESULTATS DBTENUS

a) Analysa gualitetive

Mlle ALARY et ROCHAS sont parvenus 3 sgparer par chromatographis sur

couch2 mince dans up mélange compos2 d ' Uranine, de Rhodamine 8, de Rhada-

1

mine WT, de Sulfcorhodamine G et de Sulforhadamine B, chacun des constitiants

NDans les conditions expérimentales retenuzs, la séparation des cing traceurs
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est remarquable, chacun d’eux, visualisé car sa coloraticn (le2s concentrations
adoptées pour ces essais gualitatifs gtant de 10 kg/1]l occupant un emplacs-
i

ment distinct sur la p1aqu° chromatographique AZ9.

b} Analyse quantitetive

Ces resultats encourageants nous ont incités & recharcher la possibilité de

I

parvenir, par ce proced&, & des séparations gquantitatives. L'étude a porté

sur un couple de fraceurs dont la discrimination, extrémement malaisé, est

susceptible de rendre d'éminents services en hydrologie souterrainz (cof

B8.1.2.2.), le couple Rhodamine WT - Sulforhodamine G.

-

Dans une premiére série d'essais on a procédé 3 1'"étalonnage”. Apr2s avoir

réalisé les gammes suilvantes de dilution de chacun des traceurs, on a fait |

~

subir & chacune de ces solutions une chromatographie avec le solvant organ-

igue choisi.

e i L
Traceurs Concentration en kg 1_1 !
- - S e |
! - € -t -B -8 |
Rhodamine WT " : 1079, 2107, 4207 107 54078 42078 |
i = i = il = = = ._B
sulforhodamine G| 10770 210779 24207"% 107 2407 4107 4078 21078 410

Apras grattage des plaques, récupération du traceur et remise en solution
aux concentrations ititiales, les courbes d'étalonnage de chacun des traceurs|
ayant subi une chromatographie ont été tracées,

Cette exnérience nausra permis d'examiner l'influencs de 1la chrematographie
sur la linéariteé de 1'intensité de fluorescence en fonction de la concentra-
tion. La fipure A52, courbes.1A et 2A, montre que la limite pratique de
citentian sanle Stve ol 2A0T° ks T) powr Ta hadenise W Bt 48" kel

pour la sulforhodamine G

Dans une deuxiéme série d'essais il a été effectud des mélangas

tion de sulforhodamine G et de rhodamine W7, en partant des mémes solutions-

mere. Apres chrometographis de ces mélanges, nous devrions obbenir, si ies
produits étaient correctemert séparés, dsux courbaes d'étalonpage coincidant

avac les courhes d'etalonnage obt2nuaes dans




Figure 452 : Etude de la séparation par chromatographie sur
couche mince de Rhodanmine Wt et de Suiforhodamine G en solution.

1A(cercles noirs-traits continu) Etalonnage d'une solution de
RE Wt ayant subi la chromatographie.

1B (cercles blanes-trait interrompu) Résultat de mesure de RE W4
extraite par chromatographie du mélange binaire isoconcentration

2A (triangles noira-trait continu) Etalonnage d'une solution de
Sulforhodamine ¢ ayant subi la chromatographie.

2B (triangles blancs-trait interrompu) Résultat de mesurs de
Sulforhodamine G extraite par chromatographie du mélange binaire
isoconcentration.

{(En abscisse,les concentrationssen ordsnné les intensitds de
fluorescence




La Figure A 52, courbes 1B et ZB, ﬁontre

- 1a bonne lin2arité des deux gammes ayant subi la chromato-

graghie

- une perts apparents de traceur d'enviran 25% dans le cas

de la Rnodamine WT

- une majoratian d’environ 20% des concentraticons pour la

Sulforhodaming G

Conclusion :

Pour les deux gammes d'extraction, chague point est minoré ou majoréd systé-
matiguementy mais la linéarité est conservee., Au stade actusl des investi-
gations, i1 n'est pas encore possible de préciser les causes de c©2s guarts H
on peut néanmoins considérer comme satisfaisante cette méthode qui, au

prix d’un étalgnnage soignaux permet d'envisager une séparation quantltatlve
et qui psut &tre appliguée, comme nous l'avons vu en (a), & la séparation

de n'importe quel couple de rind amines.

¢) Inconvénients de la chromatographie sur couche mince

i
I
\
La manipulation est tras longue etyde plus s;elle est délicate. Cetts methcdeL

peut cependant servir de procédé de référence car elle présente 1'avantage

de permettre de séparer et de doser quantitativement toutes les rhodamiﬂe”

“AS.4, VETHCDE DE DISCRIMINATION PAR SEPARATION CHIMIQUE ET ANALYSE
SPECTROFLUORIMETRIGQUE A28

Devant la lourdeur de mise en oeuvre de la méthode de séparatien par chro-

matographie, Mlle ALARY et ROCHAS, a partir de considérations sur les
proprigtés chimiques des différentes rhodamines, ont développgé un autre

procéd2 de s&paration.

ol B sl

A.5.4.1. ASPECT CHIMIQUE DU PROSLEME

i
i os Rhndamines B ou WT,carhaoxyliguas,ont un compnrtnment d'acides falbles |

(R CBGH+) on solution agususea.
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La Sulforhodamine G, au contraire,avac un groupsment R SD3 H a un camporte-

ment d’acide fort.
En milieu acide la sulforhodamine G est soluble dans 1'eau, alors quela
rhodamina WT est inscluble dans 1':au mais solubls dans certains solvants

organiques tel que le chloroforme ou la méthylisobuthylcétene (mei.c.)

A.5.4.2. PROCEDE DE SEPARATIOCN

Ung solution aqueusa d'un m2lange de rhodamine B ou WT et de sulforhodamine G
est introduite dans un tube a essais. Un ajoute le solvant organique, par
axemple du chlormforma}et on acidifie par de 1'acide sulfurique & un pH de -
1'ordre de 5. Puis on émulsionnarle chloroforme par agitation ; la rhodaminz
WT {(ou B) passe en solution dans le solvant organigue aqui décants au fond

du tube lorsgue l'agitation cesse, alors gue la ;ulforhudamine G rasteara dans

la partie agususe surnageante.

A.5.4,3. RESULTATS DBTENUS

Dans ung2 premiére expérience, il a 4té effectusd trols gamnes de dilutions
de sulforhodaming G aux concentrations suivantes

1071%, 107, 107, 077, 107® L kp !

L'analyse spectrofluorimétirigue, quel gue soit le milieu {nautre, chlorhy-

drigue ou sulfurigue) montre gue les écarts étaient négligeables. Cependant,
pour se prémunir de tout risque d’extinction de la fluorescence par 1'anion
€l , il a été jugé préférable d'acidifier & pH 4 & 5 avec de 1'acide sulfu-

rique faiblemsnt concentré.

a) Séparation et analyse spectrofluorimétrique d’un mélange Rhodamine WT -

Sulfarhadamine G

Plusieurs séries d'essais ont &té réalisées pour apprécier le rendsment de
la sénaration Rhodaming WT - Sulforhodamine G. Les résultats sont rassemtl 25

sur le diagramme de la figure AG3.

—
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Figure A53 :Etude de 1la

separation par voie chimique et extraction
liguide=-ligquide d'un méla

ép
nge de Rhodanmine Wt et de Sulforhodamins G|

1A (cercles noirs—trait continu) Etalonnage d'une sclution i
chloroformique de Rhodamine Wt ayant subi le traitement.

it
-y
<

Frd

1B (cercles blanes,trait interrompu) Résultat de mesure de R
en solution chloroformique extraite du mélange binaire iso-
concentration.

24 (triangles noirs-traits continu) Etalonnage d'une solution C
aqueus2 de Sulforhodamine G ayant subi le traitement.

2B (triangles blancs-trait discontinu) Résultat de mesure de
Sulforhodamine G dans le résidu agueux du mélange binaire
isoconcentration. '

3 (carrés blancs-trait discontinu long) Résultat de mesure de.
RH Wt dans le résidu aqueux de la solution chloroformique 1B.

(En abscisse les concentrations:en ordonnd les intensitds de
fluorescance
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Figure A54 : Etude de la séparation par voie chimique et
extraction liquide~liquide d'un mélange de Rhodamine B et de
Sulforhodamine G, a

elle de la figurs

Ltidentification des graphes est identique & ¢
a la Rhodamine Wt.

A53,1a substitution prds de la Rhodamine B
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Toutes les mesuras ont eté effectuges, aprés traitement, sur des solutions
de raférence de rhodamine Wi et de sulforhodamine G et de melangas a
concentrations égales de ces deux colarants, & des concantrations comprises

entre 1071 et 1078 Kke/1.

Résuliats et commeniaines

- Les graphes 1A et 18 permettent de juger du rendement
d'extraction de la Rhodaming WT en éliminant 1'influence

du solvant et de 1l'acidification

- Les graphes 2A et 2B permettent d’'évaluer le rendament

d’extraction de la sulforhodamine G

l.'ensemble de ces graphes psrmet de considérer laes rendements

d'extraction comme trés satisfaisants

- Le graphe 3 confirme qu'il ne subsiste aucune trace de

Rhodamine WT dans la phase agususe.

b) Séparation et analyse specirofluorimétrigues d'un mélange da Rhodamine B

gt de Sulforhodamine G

La suite d'expériences est rigoursusement la m8me que pour le cas précédent.
La figure A54 présente les rasultats obtenus.
Ces résultats sont comparables aux résultats précédents avec des taux

d'extraction supérisurs,

A,5,5, CONCLUSICN SUR LES PPOCEDES DE DISCRIMINATION DES. TRACEURS
FLUCRESCENTS

Avant d’entreprendre cette étude il était acquis gu'il n'y avait pas ds
difficulté majeure pour discriminer 1'Uranine d'un autre traceur flucrescent.
L'objectif des investigations entreprises consistait & cerner les possibili-
tés de distinguer rhodamines et sulforhodamines entre elles, afin ds pouveir
mettre en neuvre, lors dlepérations de marguages simgltansas, sy MOLNs

trois traceurs fluorescents distincts.

lLa discrimination par spectrofluorimétrie, selon la méthode préconisds- par

BEMRENS n'a pas abouti aux rdsultats gue la littérature laissait entrevolr.
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lLe traitement automatigus des spectres sur leguel nous avions fond2 nos
espoirs d’amélioration de performances a achoppé sur des subtilités d'une

mesure que nous maitrisions encora insuffisammant.

En collaboration avec Mlle ALARY et ROCHAS et sur uns suggestion de-MOLINARI
nous avons entrepris de procéder a des séparations par chromatographie sur
couche mince. Ce procédé s’est révélé offrir une résolution remarguable,

et ce, pour tous les traceurs fluorescants dont 1'emploi est envisagesable

a 1'heure actuelle. |

Il est néanmoins difficile d'attendre de ce procédd, gui peut rendre
d’aminents services dans des mesurss ayant valeur d'expertise, mais dant

la mise en oeuvre devient laborieuse pour des concentrations trés faibles, |

des résultats guantitatifs précis.

La méthode de séparation chimique par extraction ligquide-liguide préconisée
par Mlle ALARY et ROCHAS a 1l'avantage d'unz plus grande simplicité mails est
limitée a deux prodgits 2 cholsir 1'un dans le groupe ﬂes rhodamines, 1'aufr
dans le groupe des sulforhodamines.

Ce procédé de séparation qui donne d'excellents résultats a permis d'attein-

dre, d’orés et déja, notre premier objectif.

Ainsi, les impaortants résultats acquis dans les trois directions que nous
avons défrichées, font entrevoir des perspectives de discrimination plus

efficaces et plus complétes encore.
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B.l. METHODOLOG
DES TRACEURS
EN HYDROGH

B.1.1. RAPPELS SUR LA METHODOLOGIE DES TRACEURS (B

B.1.1.1. DISTRIBUTICON DES TEMPS Dt SEJOUR

a) Definition

Reprenons icil, pour l'essentiel, 1’expose g2néral de MOLINARI dans son

récent rappert sur les techniques des traceurs. B1]

"Qualle gue soit la nature des nroblémes posés (qu'il s’agisse d’une

étude de circulation =2n hydrologie souterraine, de la simulation d'une
pollution, etc. ...), on a toujours affaire & des phénoménes de transfert
de masses et leur solution repose toujours sur 1'obtention de 1'information
définissant les modalités spatiotemporelles du ou des transferts & etudier”.
L'information la plus compléte que 1'on puisse fournir sur ces modalitss
de transfert, est, pour n'importe quel systdéme considéré, la néponse

impulsionnelle de ce systéme pour le fluide étudié”.

k.

-3

= U
2 ‘
E Distribution des |
5 ] temps de séjour i
5 I
(&)

Tempsﬁ:

Figure B! ¢ Schéna
d'obtention de la _
distribution des temps

Transcripteur
Tronche élémentaire de fluide

pénétrant dans le systéme de séjour {D.T.S. Y} dtun
dans un intervalle de temps At ’r systéme,
' Gogiar ' (dtaprds MOLINARI (Bt )

— ] SYSTEME
Entrée

Sortie
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"Pour préciser cette notion, considérons, dans des conditions d’écoulement

gue 1l'on supposera permanentas, un2 tranche

(1]

lementaire de fluide pénétrant |
dans un systéme gqualconque =t observons, en sortie de ce systeme, les
modalités de restitution de cette tranche élémentaire (fig. B1)

"Toutes les particules de fluide ayant pénétré au méme instant dans le

systéme ne subiront pas le méme sort & sa traversee, ne serait-ce gu'en

b
‘|
1

raison de la diversité des trajectoires suivies”.

|
", ... la restitution des fluides ou des substances présentera un "eétalemant’
qus 1'con pourra ramener & une distribution fréguentielle caractéristique

du sort subi par chaque fluide ou substance &tudigée”.

»Pour des conditions hydrodynamiques données, cette 0.T7.S. est un invariant
du systeme’ |
" 'oxistence de ces D0.T.S. doit attirer .l'attention sur 1'errsur courante
qui consists & invogquer "f£e" temps de transit & travers un systéme, notion
qui n'a pas de réalité physique, les temps de s&jour étant toujours compris!
dans une certaine gamme dont 1'étalement peut quelquefois 8tre considérable

(81).

b) Mode d'obtention

Comme ls pense MOLINARI 1g1 |

"Pour obtenir ces D.T.S.; il suffit de caractériser une tranche élémantairei
de fluide pénétrant dans le systeme. Cette condition est aisément obtenue i
en "marquant” cette tranche dans un laps de temps le plus bref possible

au moyen d'un Andicateur (ou Zraceur) aisément identifiable.” %
|

»Dans tous les cas, 1'on doit s'attacher & obtenir un marguage significatif

i
et, faute de pouvoir caractériser indistinctement toutes les particules da%
la tranche @lémentaires de fluide pénétrant dans le systeme, 1'injection

!
jdéale est obtenue par introduction du traceur de telle fagon qu'il soit i

réparti de maniére homogéne dans cette population”.

"A une échelle modesta, llon peut obtenir cette homogénéité par brassage.
Ainsi, le marquage correct dune tranche verticale d’aquifere paut étre
assuré par circulation forcée du traceur dans le forage d'injection. Dans
le cas ol 1'on est dans 1'impossibilité de maitriser les flux d'entrés,
la condition de marguage est satisfaite si 1'con prend soin d’injecter,

en tout point d'une section de passage, des masses de traceur proportion-
nalles aux débits de transit locaux. Ce mode d'injection est raprésenteé

schématiguement figure B.2." B81.

| T
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d'une tranche élémentaire d'écoulement dans un cours disau.

La quantité de traceur injectée dans chagque élément de sectlon
doit &tre proportionnelle au débit local.

Lag vitesses moyennes locales sont généralement obienues
dirsctement par intégration du champ des vitesses ,en déplagant
a v1tesse constante le moulinet sur la verticale de mesura, [?H

B.1.1.2. EXPLOITATION DES DISTRIBUTIONS DES TEMPS DE SEJOUR (0.7.S8.)

a) Informations fournies par les D.T.S.

L’étude de la courbé de restitution du traceur a la sortis du svstame
permet d'atteindre des parametres caractéristiguas des modalités de trans-
fert de 1'eau dans le systéme étudié. Les informations obtenues sont de
deux types :

- détermination de vitesses

- établissement de bilans de traceurs
Détermination de vifesses

Si le traceur simule correctement le comporizsment de 1'eau,

on paourra, par sa 0.7.5., obtenir

- le temps de transit das particules ds fluide les plus rapideg

dans le transfert, cette indication sst particulizrement

ntéressante dans le cas, pa

"y

exemple, de simulation d’un

(" \

rejet de pallution pour la détermination d'un périmétre de

protection.



- le temps modal, ou temps de l'abscisse du sommet de la
courbe, c'est ls temps le plus probable de transit des

molécules -du fluide an mouvement

- le temps moyen donné par 1'abscisse du centre de gravite

de la courbz "concentration-temps”.

Comme trés souvent la distance entre le point d'injection et
1'exutoire est connue ou déterminera ainsi: 7

. la vitesse des particules de fluide les plus rapides

. la vitesse modale, ou vitesse la plus probable

. la vitesse moyenne

Etablissement d'un bilan

La quantité de traceur restituge a un exutoire est égale
au produit
g c dt

ou q et ¢ sont respectivement le débit et la concentration

-

de débit & 1'exutoire, le bilan de traceur A s'obtisnt par

intégration du produit précédent
te
A= f g c dt
t=tarrivée

Fm hydrologie karstigue si ce taux de restitution est voisin de 100 %

on pourra alors affirmer que tous les exutoires ont été pris en compte.

Au contraire un trés mauvais taux de restitution indiguera que des points

=

d’exurgences peuvent avoir géchappé 3 1l'investigation, si 1'on admet la

conservation de traceur (c'est généralement le cas en hydrologie de

surface et en hydrologis karstique, mais ne 1'est pas toujours dans un

milieu & perméabilité en petit ol les risques de retention sont considé- |

rablesl.

b) Relations analytigues entre 1l'entrée et la sortie d’un systeme

On montre que des relations analytiques simples existent entre 1'entrée
et la sortie d’un systéme et gu'il existe des méthodes mathématiques
permettant d’'obtenir l1a distribution des temps d= séjour d'un systame

lorsgue celle-ci n'est pas directement accessible E?11

5 1'instant t. Si 1'on connait, outre la D.T.S., la variation

- ]




c) Modales mathématigues d'écoulsment

On 2st capable de définir mathématiguement les D.T.S. da systémes idéaux
simples cue 1'on qualifis de mod2les &lémentaires, et de n'importe quelle

de leurs combinaisons entre eux.

On se préoccupe depuis psu d'ajuster les distributions des temps de
séjour obtenues en hydrologie & des modéles mathématiques. Ce genre
d'ajustement peut susciter des objiections chaque fois (2t c'est extréme-
ment frequent en hydrologie) que le régime d’écoulement n’est pas
parmanent. Ces réserves émises, 1’ajustement & des modéles mathématigques
permet de dégager les aspects essentisels des phénoménes étudiss. On se
satisfait & 1'heure actuells de comparaisons avec les modales les plus
simples gue sont les mélangeurs parfaits et les pistons diffusionnels ou

leur association.

B.1,2, PRATIGLE DE LA MESURE

B.1.2.1. ETALONNAGE

En principe, l’étalonnage d=vrait suffire pour toutes les mesures. En
réalité dans de nombreux domaines, on ne se satisfait pas de ces courbes
d'étalonnage et on procéds & des mesures comparatives entre les guantités
de traceur injectées et les guantités restituéss.

Ainsi 1'on prend soin de procéder 3 une prise d’'échantillon dits ”prise
aligquote” gui consiste é-prélaver une certaine proportion de 1la masse
totale injesctée.

Pour les traceurs fluorescents cette précaution s'impose systématiquementf
car, d'une part, les produits fluorescents ou les solutions fluorescentes|
industrizlles ne présentent pas une qualité constante {certains praduits
colorants sont accompagngs de charges dont la proportion n’est pas
precisé par le fabricant), et, d'autre part, on a constaté gus certaines
sciutions industrielles paraisssnt décanter sensiblement, ce gui s'acccm—;

5

pagne d’'uns variation de 13 concentration de la snlution rasiduzlla avec
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I1 faut remarquer en outre gue la relation de proportionnalitéd entre
signal de fluorescence -et concentraticn du produit fluorescent n'est
qu’approchée; en fait cette relation a un caractérs exponentiel asssz
marqué, différent d'un colorant a 1’autre, et, nous le présumons,

dépendante de la puretéd et de la qualité du produit.

Aussi a-t-on admis cue pour toutes les études d'hydrologie, il était

nécessaire de praocéder systéma¥iquement avant toute expérience au
prélavement d'une partie aliquote de la masse totale du traceur injectée
at au tracé d'une courhe d'étalonnage relatif a partir d’une série de

dilutions de ces prises aliquotes.
Parall&lement & la prise d'une aligucte, on préléve avant 1l'injection,

tous les points de mesure retenus des échantillens d'eau afin d'gn

a
déterminer les bruits de fond respectifs.

B.1.2.2. MESURES ' .

a) "In situ”

Un des grands intéraéts des traceurs fluorescents est de pouvoir &tre
mesuré "in situ”. Pour ce faire on a recours au fluorimgtre "TURNER 1117.
L'appareil sst alors équipé d'une cellule de mesure en cantinu, il est
relié a une petite pompg qui 1'alimente en permanence en eau a analyser.
La courbe intensité de fluorescence en fonction du temps est alors
directement fournie ; elle est relesvée sur un enregistreur. L'énergie

glectrigue est fournie & 1'ensemble par un groupe électrogéne portatif.
a . g

Des anngées de prétique de ces mesures au SARR ant souligné certains
inconvénients de ces mesures "in situ” et notamment 1'influence de
facteurs tels que : la variation de la tension d’alimentation, 1’écl§ire—
ment, los variations de température etc. ... sur le signal fournl par
1’appareil.

Ces facteurs affectent notablement la précision de la mesure, proscrivant

ainsi toutes mesures correctes ds bilan.




5) En laboratoire

Pour cette raison depuis guelques années le SARR procede systématiguement
de

o123

s prélavements d'échantillons qui sont mesurés =n laboratoire sur
fluorimetre et maintenant sur spectraofluarimétre avec toute la pr2cision

et les précautions requises.

L'enregistrement sur le terrain des concentrations das traceurs, méme avec
une imprécision relative importante, reste dans la majorité des cas utile,
sinon indispensable, na2 serait-ce que pour préciser la durée et les

modalités de 1'échantillonnage.

'B,1.3. CHOIX D'UN TRACELR FLUORESCENT EN HYDROLOGIE

Ce choix sera fonction de 1'enviponnament dans leguel sera employe le

traceur.

B.1.3.1. HYDROLOGIE DE SURFACE

En hydrologie des surface, pour des mesures de débits ou des déterminations
du temps de séjour sur un cours d'eau ou encore pour des étudss de
courantologie marine, ls facteur déterminant dans le choix d'una traceur

fluorescent sera sa stabilité photochimigue.

| 'Uranine devrait 8tre proscrite pour sa trop grande sensibilité a la

lumigre solaire (cf A.3.3.1.).

La sulforhodamine B etila Sulforhodamine G présentent des difficulteés de
mise en solution. Ces denx traceurs sont relativement peu fixés [A4]
La sulforhodamine B devra &tre employée avec circonspaction lorsgus 1'on
effectuera des mesures en continu car la fluorescence de ce produit est

trés sensible aux variations de température (cf A.3.4.3.].

- Les rhodaminas B et WT présentent 1’avantage d'@tre iivrées en solution

ot sont donc d'un emploi plus aisé que les deux traceurs précédsnts. La




Rhodamine WT présente un meilleur comportement que la
pour des raisons de colit i1 lui est souvent préféré la Rhodamine B, au
détriment parfois da la qualité des résultats, ce dernier traceur étant

sujet a des phénoménes de retention parfois intenses,

5.1.3.2. MILIEU KARSTIQUE

I1 existe une grande analogie entre 1'emploi des traceurs fluorescents

en milisu karstique et en hydrologie de surface. En général, les surfaces
de contacts entre le traceur et le milieu sont du méme ordre de grandeur

dans les deux milieux. Il faut noter évidemment, qu’ici, la deécomposition
photochimique ne jouant plus, 1'’emploi de 1'Uranine, traceur fluorescent

ayant le meilleur comportement devra &tre recommande.

B.1.3.3. HYDROLOGIE SOUTERRAINE

Le probleme majaur rencontré dans ce cas sera le probléme de la retention
du traceur par le terrain. En effet, les surfaces de contact, donc des
possibilités d'interactions entre le traceur et le milieu sont ici
considérables.

Bien que les traceurs salins de faible encombrement stérique et a carac-
tere anionique fortement marqué soient généralement préférés aux traceurs
fluorescents, on peut utiliser avec succés (cf B.4 et B.5) 1'Uranine

gui a la propriété d'8tre faiblement fixée, ainsi que la Sulforhodamine G

et la Rhodamine WT.

) 3

B.1.4, LES ESSAIS EFFECTUES SUR LE TERRAIN

Nous avons retenu pour illustrer 1'emploi des traceurs fluorescents en

hydrogéologie, certains des aessails réalisés par le SARR auquels nous avons

su 1'opportunité de participer (soit au cours de leur exscution sur le
terrain, soit au laboratoire en effectuant les mesures et en procédant

3 leur interprétation.

Rhodamine B. Cependant]

!
|



Une étude d'hydrologie de surface faisant 1’'objet du chapitre B2 a été '
entreprise sur le cours supérisur d= la DIEGE, sur le bassin sxpérimental
du méme nom, afin d’'évaluer les contributions relatives des différents

bassins versants 2lémentaires par des mesures de débits par dilutions au !
£il de 1'eau, mesures complétées par des mesures de distribution des temps |

de sé&jour.

Dans le chapitre suivant nous rendons caompte d'une expérience de multi-
tracage en milieu karstique réalisée dans le massif du VERCORS afin de
préciser certaines des zones d'alimentation de la résurgence de GOULE

BLANCHE .

Dans le quatri®me chapitre nous décrivaons une expérience de marquages
multiples en milieu saturé & perméabilité en petit sur le bassin expsri-
mental de 1'HALLUE pour préciser les modalités hydrodynamiques d'écoulement

de la nappe.

Enfin, dans le dernier chapitre nous évoquons une série d'essais effectués
pour déterminer, sur le site de la nappe alluviale de LYDON, les conditions
hydrodynamiques de transfert vertical de rejets superficiels en milieu

non saturs.




B2. HYDROLOGIE DE SURFACE

Dans l2 cadre d'une convention de recherches passée entre la D.G.R.S.T.
gt le laboratoire SARR du C.E.NMN. GRENOBLE, nous avons eu & mettre en
oguvre des tracsurs fluorescents en hydrologie de surface associés & un

traceur salin, 1'iodure de sodium.

B.2.1, CADRE DE L'ETUDE

B2 1:1. DBIECTIF BES ESSALS

|’objectif de ces essais consistait & évaluer par jaugeage continu les
apports au fil de 1'eau sur le cours supérieur de la DIEGE, afin de
préciser, dans au moins deux conditions hydrodynamigues différentes, les
contributions relatives des bassins versants élémentaires. Ces essais ont
6té associés & des mesures de Distributions des temps de séjour (D.T.S.)
dans le but de déterminer les caractéristiques de transfert de 1'eau sur

les sections de mesures retenuss.

B.2.1.2. PRESENTATION GEOGRAPHIGQUE ET GEOLOGIQUE (BZ] [B3]

=~

Le bassin versant de la DIEGE est situé & l'ouest du Massif Central sur

le plateau de MILLEVACHES, au Nord ouest d'USSEL. La DIEGE regoit en

rive gauche la LIEGE. La DIEGE est un affluent rive droite de la DORDOGNE .
Le bassin versant a été retenu comme bassin versant expérimental repré-
sentatif pér EdF. Il a une superficie de 225 kmZet une altitude moyenne
de 775 m.r[c¥ carte de situation, fig. B3).

Le bassin versant de la DIEGE reposs entiérement sur les terrains
cristallins et cristallophylfﬁns du socle hercynien. La répartition

schamatigue du substratum est la suivante

Migmatites 70 %
Granites . 20 %
Gneiss 10 %

(Voir fig.B4 :. schéma géolaogique)
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Figcure B5 : Réduction de la carte topographigue au 1/25000 montrant ltimplantation des points de mesures.
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Figure B6 ¢ Profil en long du cours supérieur de la DIEGE avec le reperage hegtomdtrique des stations de mesures.
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En

w

yrface ces roches subissant une altération qui l2s transforme en gore

compsse d'un mélange de guartz, de micas et de kaolinite '[83] :

@\SSIN DE LA DIEGE

AN

Figure B3 : Bassin versant de
la DIEGE,(carte de situation)

MILLEVAGHES (dtaprds CORMARY et ANGLES B3)

LAVOLPS PONT DE LOQUBEIX

o\USSEL ‘

| R P |

B.2.1.3. SITUATION DES SECTIONS DE MESURES

La carte topographique au 1/50 000° de la figure BS et le profil
en long du cours supérieur de la DIEGE de la figure BE précisent

1'implantation des sections de mesures.

B.2.2. PRINCIPE ET PODE CPERATOIRE DES ESSAIS |84] [ps]

B.2.2.1. JAUGEAGE PAR DILUTION

La méthode de jaugeage par dilution consiste & mesurer dans le cours

d'asau le taux de dilution d'un traceur dont on connait le ceoncentration

-

au point d'injection.
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La mesure n’'a de sens que si la dispersion du traceur a préealablement

intéressés la totalitéd de la masse d’'eau en mouvement et si le débit du
cours d'egau ne varis pas au cours de l'essal. Cette candition dite de
bon mélange se traduit par 1a relation valable en tout point d'une
section e mesurs @ '

fmi c (£) dt = canstante . |

[s3
ou ¢ est la concentration locale et instantaneée du traceur.

Ce résultat ne peut 8tre atteint avec un= approximation suffisante

qu'au-deld d'une certaine distance du point d'injection appeléas "distancf

minimale de bon mélange”. ‘ _ |

La méthode choisie ici est celle da 1'inj=ction cantinua 3 d2bit constan

Un prélaévement instantané suffit lorsque le palier de concentration est

atteint.

D et g sont les débits respectifs du cours d'eau et de la solution |

injectée.

C 2t c sont respectivement les concentrations de traceur dansla solution

mére d'injection et dans 1= cours d'eau a la sectiaon de mesure lorsque f

le palier de concentration est atteint.

Alors on pesut écrire .
Cg = c© @

relation qui permet de calculer le débit Q.

On démontre que le front de monté de la courbe concentration-temps du

traceur 3 la section de mesure est 1'intégrale de la distribution des |

temps de séjour'du traceur entre le point d'injection et cette méme

section.

11 est donc nécessaire pour obtenir un palier de concentration a la

section de mesure, de procéder a une injection & la section d’'entrée

d*une durée supérieure & cette D.T.S. La connaissance de cette 0.T7.S.

. {
est donc indispansable pour optimiser les conditions de mesure c'est-

dire réduire au minimum le temps d'injection et préciser les dates

a
de prélévements.

'évaluation de la durée d'injection et de 1a nuantite de tracsur a

de

bit sur

[mB
o]

Uy

injectsr avec toute la précision requise lors des mesure

un hief dépend évidemment de 1'étalement de la D0.T.S. de c2 bief.

On a pu ainsi s'assurer qu'avec une durée maximale d'injacticn autorisé
nar le matériel du SARR il était possible d'observer un palisr de
concentration de duréds satisfaisante A plus de 16 km du point d'inject!

au pont de SORNAC (I].
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Une benn= connaissance des 0.7.S5., intermédiaires a a&t2 indispensable pour

nrogrammer les tournées de prélavemdts des opérateurs (cf figure B9 .

B.2.2.2. OBTENTION DES D.T.S.

a) Injection multipoints

—_——

Les mesures de D.T.S. effectuées sur la DIEGE ont &té obtenues au moyen
«de Rhodamine WT et d'Uranine.

L.'injection s'est faite selon le processus d'injection multipeints décrit
en B.1.

En effet, la DIEGE, bien qu'étant un patit cours d'eau d'un débit de
1'ordre de quelgues m3/s, présentait lors des opérations de merquages &
certaines sections d'injection, plusieurs bras principaux. Cette injection |
multipoints avait pour but de diminuer la distance de ben mélange qui
aurait été redhibitoire guand on sait - différentes formules empiriques
s'accordent sur ce point - qgue la distance de bon mé&lange st grosso modo

proportionnelle & la largeur du lit.

b) Mesures en continu "in situ” et prélévements d'echantillons

Comme c'est l'usage au SARR les mesures de D.T.S. ont ét& effectuées avec

des fluorimetres continus (cf B.1.).

u

Ainsi par exemple, pour les D.T.S. 22 et 23 (cf B.2.3.), apré
de 300 ml de Rhaodamine WT au "pent de CONFOLENS" (19), il a &t

1'injection

installe

o

=~

deux fluorimgtres continus 1'un & la premiere section de mesure en aval

"Pont de LOUBEIX" (22), 1l'autre & la deuxiéme section de mesurs au "Pont |
de CHASSAGNAC” (23). !
La mesure en continu, moins précise ependant que la mesure au laboratoire,

nous a servi ici 3 guider les prélavements manuels esffectués aux sections

de mesure.,

Parallalemsnt & 1'enregistrement en continu, nous prélévions, toutes les
cing minutes, trois échantillons : rive droite, milieu, rive gauche, afin |

de nous assurar que la condition de bon mélange était bien satisfaite.

La mesura en continu, en visualisant le passaege du traceur, permet d'éviter

des erreurs considérables,

B



En septembre 1372, par exemple, lors de notre seconda campagne d'sssais,
les débits étailent considérablement plus faibley qus lors de la campagne
nrécédents, 2n mal 1872. Les temps d'arrivée des D.T7.S5. ainsi que leur
"étalement” étaisnt prés du double de ceux observés au cours d= la premiére
campagne. Sans 1'assistance des fluorimeéires continus il y a tout lieu de

croire que des opérateurs, méme avisés, auraient procédé a un Zchantillon-

nage incomplet. L'observation”in situ” permet également d’augmenter la

cadence d'échantillonnage au cours d2 la phase cruciale du passage de la ;
0.T.S. (c'est-a-dire au cours de la "montd” et du "sommet” de la”vague”

ga traceur) et au contrairs d'sespacer les prélevements tout av long de

la décroissance toujours tres lente.

C'est bien évidemment au laboratoire que sercat déterminées a partir

des échantillons prélevés, avec toute la précision requise, les D0.7.S5.

recherchées.,

B.2.3. ESSAIS EFFECTUES

Le tableau ci-aprés résume les essals auxquals nous avons participe.

Pour chagus section d'injection de traceurs des prélavements sont effactués,
3 deux sections de mesure en aval. L'intéré&t est un gain de temps évident :
minimisant ainsi les fluctuations du débit de la riviere pendant les !
mesurss. {
Quatre sections d’'injection avaient été retenues donnant 8 0.T7.5. dont l

certaines ont été représantées planche BS ;

Les figures B7 et B8 représentsnt les deux D.T.S. en cascade obtanues |
pour ler point d’'injection I aux deux sections de mesures (9) et (12) ﬁ
|

La figure BS représente 1’'évolution des différentes D.7.S. en fonction

de la distance par rappert aux points d’injection. (le polnt 0 des abscisss

étant la section d’injectien I du Pont de SORNALC] .

A partir du tableau ci-apres et de la figurs B9 on peut déterminer :
- les différentes vitesses pour chague ssction at par inter-

polation pour tous les points des différents trac=urs

considérés




SECTIONS D' INJECTION SECTIONS DE MESURES

N |, LTEU DIT . DATE |. HEURE | MASSE DE TRACEUR INJECTEE { N° . LIEU DIT ¢ D(mj/sJ Pt D%
TRONCON (Rm)

A MOULIN DE PEYROUX | 26/9 | 10h08 200 ml Rh WT- 20 % B PCONT DE BEAUNE 1,100
I PONT DE SORNAC 5,200
I PONT DE ?DRNAC 27/8 B8hs0 400 ml Rh WT 20 % g -EEK?kEEWéAiNT 0,46 6,200

42 ~YGERMAIN LAVOLPS™| 0,80 | 8,700

12 | PONT DE SAINT 27/9 | 11h L 400 ml Rh WT 20 % 19 | PONT DE CONFOLENS| 1,1 5,200
GERMAIN LAVOLPS : 22 | PONT DU LOUBEIX | 1.4 8,400

19 | PONT DE CONFOLENS | 28B/89 gh | 300 ml Rh WT 20 % 22 | PONT DU LOUBEIX 1,4 2,200
23 | PONT DE CHASSAGNAC 3,200

TABLEAU RESUMANT LES D.T.S. EFFECTUEES




2000.

IHPULSICHS . PRA| SECONDE

ik I

12001

FRBSCTSSES EN AINUTES

DIEGE| MAI 12 DTS GLOBALES

PAS DE SYNSCLE COURBE (00QS-1818 B 1T MAL . |

REPRESENTATION DIRECTE DES E

NREGISTREMENTS
SYMBOLE m [OURBE 0B9S-1868 H 11 MA .

Figures B7 et B8 : D.T.S.en cascade obtenues pour le peint

d'injection I aux deux sections de mesures 9 et 12,

O'EI !
| |
| |
] Ei i

: |
i 2
& |

I ‘;

! E i

i

1 |

E |

0.2] |
0.. = e

- b 1

r2001

DIEGE. MAI 12 DTS GLOBALES
PAS DE SYNBOLE COURBE 080S-1518 M 17 HAI

COURBES RESULTATS APRES: NDRMATION
SYHBOLE = [OURBE 0985-1888 H




134

Evolubtion des D,T.S, en fonction de la distance pour les
3 de mesures :"Pont de SORNACM (I)VPont de St CERMAIN
et "Pant de CONPOLENS" (19). e e -

DTS & lo
seclion considérée
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i . 15 Distonces. on hm  deswis  |'Injection =




Remanques :

- la connaissance de ces D.T7.S5. parmet d= connaitre le début
d'un palier de concentration 2 uns distance quelconque d'une |
section d'injection. Ceci met en évidence 1'intérat de la

mesure "in situ® de ces traceurs.

- Connaissant la réponse impulsionnelle & une section de mesure

on aurait pu également calculer le débit instantang a cette
méme section & partir de 1l'expression :
1

%2 cdt
tq |

R o= M

Tnversement, si le débit est calculé par une autrs méthbods,
on peut vérifier si le bilan de traceur est bien &gal a

1'unité et déceler ainsi une éventuelle anomalis de comportemsn:

du traceur

-I1 peut arriver, en effectuant plusieurs D.T.S5. en série gu'il
y ait interférence des différentes vagues de fraceur; on aura

alors intérdt & choisir des traceurs fluorescents différents

tels que Rhodamine WT et sulforhodamine G, par example. On
évitera d'employer de 1’'Uranine si le bief de mesure est long,
car sa décomposition photochimique risque d’'8tre importante.
On notera que sur ce site particulier le bruit de fond pour
1'Uranine était d'environ le deuble que le "bruit de fond”
habituesl de 1'eau.

Lors de la premi&re campagne ofl 1'Uranine avait &té employée,
ies masses injectées ont été majorés; pour garder un rapport

signal/bruit satisfalsant.

-La masse da traceur a utilissr ast gvidemment fonction du
débit. On s'arrange pour gue la coneentration maximale dans

la section de mesure la plus en aval soit de 1'ordre de
g

10 “kg/l, ce qui donne une marge de séourité suffisante.
Avec cette concentration la masse de traceur 3 injecter est
alors de

M = CXTX0

kg kg/md 5 m3/s




C : 1la concentration moyenne d'analysa que l'on s’aest Ffixé
10-9 kg/1 (1075 kg/m3)

T ¢ 1le temps de passage de la vague A la section de mesure
U : 1le débit a la section de mesure
M ¢+ la masse de iraceur a injecter : M = 1D_8 T.Q

B.2.4, COMMENTAIRES SUR LES RESULTATS OBTENLS

Exemple des D.T.S. obtenues sur le bief expérimental "Pont de CONFOLENS -
Pont du LOUBEIX®

Cing D.T.S. ont été effectuéss sur ce trongon de riviére correspondant
chaque fois & un débit différent enregistré sur le liminigraphe du Pant
de LOUBEIX.

La gamme des débits va de 5,4 m3/s en avril 1872 & 1,5 m3/5 en septembre
1872.

La figure B10 représente les D.T.S. pour ces débits différents.

lLa figure B11 représente les mémes D.T.S. en temps réduit. Elle se
superpnse pratiqusment, ce gui montre que le phenomene de transfért est
identigue entre 1,4 m3/5 et 4,2 m3/5 et gu'il peut s'assimiler a un

écoulement piston-diffusion.

<
5_0
4—
3._
Figure B12 ¢ Variation des
D,Te3, en fonection du
déhit sur la DIEGE,
L .
1
|
| A S | |
0 75 150 225 min |
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Une @tuds plus systématigue de cas résultats ainsi gue ceux des autres
campagnes d'essais, effectuées dans le cadre de ce contrat d’étude, doit

faire 1’cbjet d’une publication.

B.2.5, CONCLUSICNS

Ces expériences de marquage de la DIEGE montre 1'intérét et la facilité
de mise sn oeuvre des traceurs fluorescents en hydrologie de surface. Elles

parmettent de préciser

. Les réponsses impulsionnalles et les D.T7.S. de différents
traceurs, fournissant ainsi les vitesses caractérisant
le transfert de l'eau a chaque section de mesure et par

N

extrapolation & chague point de la section considérée

. Leur mesure "in situ” permet de "visualiser” et des préciser
sur le terrain de manigre semi quantitative les différents
paramétres, ce qui permet de piloter le déroulement des

opérations,

i
. Par la mesurs des débits au fil de 1'eau on obtient 1'évolu-
tion des apports et leur situation, ce gui permet de déter-

"

miner des successions de biefs "morts® et de biefs "vifs

Bien évidemment les conditions reguises pour ce type d'essai sont celles
que connaissent tous les hydrologues pratigquant 1'hydrométrie par dilution

!
|
%
|
1

de traceurs

- Permanence des conditions hydrologiques pendant toute
la durée de ces expériences (d'ol 1'intérét d’opérer le

plus rapidement possible par des 0.T.S. en cascade )

- Absence de zone "d'eaux mortes”, de retenuss, de chevelus

de petits canaux, etc. ...

- Un écoulement plutdt turbulent pour avoir un bon mélange

des Lraceurs




B3 HYDROGEOLOGIE KARSTIQUE

Tliustrons 1l'emploil des traceurs fluorescents en milieu karstique avec
une expérience de multitragage gue nous avons réalisée dans le massif du

VERCORS, dans la région dz VILLARD DE LANS,

'B.3.1, ORJECTIF DE L'ETUDE

Ces essais de coloration ont &té effectuss par le Service d'Applications
des Radio@léments et des Rayonnements du C.E.N.G. en collaboration avec

le professeur SARROT-REYNAUD de 1'Institut OOLOMIELY, & la demande de la
Directicn Départementale de 1'Agriculture de 1’Isére, pour contribuer a
préciser les périmétres de protection du réssau karstique de GOULE BLANCHE
en vua de son exploitation pour l‘aiimentatimn en eau de l'agglomération |

de VILLARD DE LANS.

L'étude a été circonscrite au systéme de failles Est-Ousst ol des circu-
lations karstigues avaient €té mises en gvidence par MANGIN au cours de

travaux antérisurs.

On s'est proposg de renouvelar ces expériences en les complétant :
- par des mesures quantitatives de temps et da modalité

de transit
- par des mesures guantitatives de bilan de récuperation

de traceurs

- par des observations supplémentaires sur des scialets
et émergences dont les relations avec 1*axe da circula-

tion principale pouvait étre supputées.

B.3.2. SITUATICN GECGRAPHIALE ET GEOLCGIOUE

B.3.2.1. COUPES GEOLOGIQUES ET CARTE DE LA REGION DE VILLARD DE LANS
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Le massif subalpin du VEPCORS présente de grandes unités strucﬁurales orien-
tées NNE - SSE .

La carte zéolaogique de la figure B13 , ol ont 8té situés les différents
scialets d'injections ainsi que les points de prélavements, représente

la terminaison sud du synclinal 3 coeﬂf molassigue de SAINT NIZIER - VILLARD!
DE LANS. |

) |
Le synclinal est orienté SSE - NNE avec son axe plongeant vers ls NNE. h

Au sud de VILLARD DE LANS, 1l se divise en deux branches, 1’une en directimnl

de CORRENCON, l'autre en dirsction de LA FAUGE, séparées par le horst urgonin
dg la "Cote 2000".

593 accidents parallales auﬁ structures affectent ce synclinal, mais il en
existe égalsment un certain nombre qui leur sont perpendiculaires.

Dans la zone guil nous intéresse, le synclinal est limité & 1’Est par le pli

" couché du RANC DES AGNELONS et & 17Ouest par la structure anticlinale des

Gorges d= la BOURNE.

La coupe de la figure B14 : GOULE BLANCHE - LA FAUGE, psrpendiculaire aux
structures, montre l'ossature du synclinal : les marnes et sables de 1'ALBIEl
enserrés entre le substratum des calcaires massifs urgoniens et les forma-

tions de calcaire senonien litées.

B.3.2.2. SITUATION DES POINTS D'INJECTIONS

a)l Le vallon de la FAUGE

Situé A environ trois kilométres au sud-est de VILLARD DE LANS, c'est la
que se termine la branche sud-est du synclinal de ST NIZIER - VILLARD DE
LANS. .

Les trois scialets d'injection prennent naissance dans "1'urgonien” sur
la bordure ouest du vallon. Ils sont alignés sur la faille Est, orientée

Nord-Sud, du petit horst "urgonien” de la Cote 2000. Les trois scialets,

distants d'environ 1,5 km sont en liaison avec des fractures transverses

différentes. On les a représentés sur la coupe schématique de la figure B13

h) La doline des CLOTS

5ituéd environ & 1,5 km & 1l'ouest du Vallon de la FAUGE. le scialet qui
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s’guyvre en son centre a 2té comblé par un r2molayage de gros blocs. Il est

situg dans lzs formations sénoniennas du synclinal de VILLARD DE LANS. (cf :

la coupe de la figure B16 .).

WNW ESE

1500m

Figure Bi6 : Coupe .
géologique scialet des
CLOTS - Fontaine du

1000 RENARD,

ra1] 1250

S |
& - -FONTAINE DU RE NARD
{1040 m )
BOIS ROLAND

% © 6 SENONIEN == cf ABEN

B-+3.2.3. STTUATION DES POINTS DE PRELEVEMENTS

a) Point N® 41 : FONT DU RENARD

C'est un2 résurgence situés & 2 km environ au sud de VILLARD DE LLANS non
loin du Hameau du FRIER. Elle sort dans le sdnonien sur uns faille qui

remonte jusqu'a la doline des CLOTS. Elle est partiellement captée.

h) Point N° 2 : FONTAINE AYMARD

C'est une grosse résurgence captée servant a 1'alimentation en =au de
VILLARD DE LANS, situés 3 la base d'un pointement sénonien & 1 km environ

du Hameau des PIERRES en rive gauche du ruisseau de la FAUGE.

c) Point N° 3 : FONT DE LA MAIE

C'est une résurgence située 3 2,5 km au sud de VILLARD DE LANS au lieu-dit
"le FONT DE LA MAIE”. Elle est partiellement captée, Elle ast situge dans
ie senonien sur une faille remontant jusqu'aux pertes du Rulss=au des

MNARCES.
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d) LES PDUTEILS

C'est un point de prélévement gque 1'on a rajouté ensuite. C’est une petite
source située dans 1'Aptien (Lumachelle) au pied ds la remontée mécanique
des Pouteils.Elle se situe dans 15 prplongement de la civette des CLOTS
et & la latitude du scialet N° 1. ' |

e) Point N° 4 : GOULE BLANCHE

C'est une grossa résurgence situés en rive gauche de la BOURNE & la base

de la falaise urgonienne & 1’'intersection d'une faille NS et ). Ses

eaux sont captées et turbinées & la centrale de la Haute Bourne.

B.3.3, CONDITIONS DE DERCULEMENT DES ESSAIS [ed] [Bs)

B.3.3.1. OPERATIONS D'INJECTIONS

Les opérations d'injection sur lesguelles on trouvera des précisions sur
le tableau ci-joint, ont &té effectuées dans 1'aprés—midi du vendredi -
41 mal 1973 de facon sensiblement simultange.

Le marquage du scialet des CLOTS a été effectué avec de 1'icdure de sodiu |
(NaI, 2H20}.

B.3.3.2. OPERATIONS DE PRELEVEMENTS

Les opérations de prélévements ont pu 8tre effectuées dans les meilleures|
conditions grace au concours de MM PICHAND et CHABERT des centrales de |
la Haute Bourne et de Goule Blanche, =t de MM VILLARD et AUGIER des
Services Techniques de la Ville de VILLARD DE LANS.

Le point de prélévement des "POUTEILS” a étéd ajoutd 3 partir du 13 mai
afin de déceler une éventuelle circulation Nord-Sud depuis ls point

d'injection des CLOTS.




Pour les points de prélavements de FONT DU RENARD et de= FONT BE LA MAIE,

nous disposions de préleveurs automatigues.

5.3.3.3. CONDITIONS HYDRODYNAMIQUES

La date des essais a été imposée par l’évolution rapide de la fonte des
neiges sur les versants du vallon de la FAUGE .

Nous avons bénéficié, le jour de l'injection, de débits d’'infiltratiaons
substantiels dans le Vallon de la FAUGE, ces débits ont pu 8tre évalués
(cf tableau ).

Par contre, les apports &taient déja taris dans la doline des CLOTS au
niveau du scialet. Nous avons &té contraints de nrocéder a l'installatior
d'une canalisation d’'adduction et d'un réservoir tampon de 1Um3 nous |
permettant d'effectuer les injections de traceur dans des conditions

d'écoulement satisfaisantes (injection de prés de 1DBm3 d'eaul.

Le peu de temps imparti pour ces essais ne nous a pas permis d'effsctuer
les aménagements nécessaires & la FONTAINE DU RENARD pour réaliser des

[
P o [
mesures précises de débit. |

Une section de mesure a été aménagme le 29 mai, le débit gtait de 1'0rdref

de 40 1/s, débit bien inférisur au debit estimé lors des opérations
d'injections et au cours du passage de la vagus de tracsur.
Les débits écoulés a GOULE BLANCHE durant le passage du colorant ont

été précisés par les turbinés de la centrale de la Haytg Bourne.

B.3.4, MESURES o |

B.3.4.1. DETERMINATION DES DISTRIBUTIONS DES TEMPS DE SEJOURS (D.T.S.)

Nous sommes ici en régime non permanent et 1'intréprétation des D.T.S.

s'avare délicate. Les D.T.S. seront représentatives d'un régime transi-

toire. -

Les D.T.S. permettrons ndanmoins da daterminer :




- le temps d'arrivée du début de la "vague" de traceur

(les molécules d'eau les plus rapides de l'écoulement) |
information capitale dans un tel probléme de détermina
tion du temps minimal d'arrivée d'une substance pollu-|

ante. ;

- le temps correspondant & 1'abscisse du sommet de la
courbe concentration-temps gqui est le temps la plus 1

probable de transfert de 1'eau dans 1'aquiférs.

B.3.4.2. ETABLISSEMENT D'UN BILAN DE RESTITUTION

Le grand intérét de 1'utilisation des traceurs fluorescents est de pouvoir.
effectuer des mesures guantitatives tres sensibles afin d’&tablir un bilan

de restitution des différents traceurs utilises.

Pour cela il suffit de mesurer le plus précisément possible le débit des

exutoires et connaitre exactement la masse de traceur injectée (ef B.1.)

Alors ' .

t
M = ey Srgy Ot

t=0 2
s k . . . 3
ol {=0 (t) dt est la réponse impulsionnelle du systeme et Aty est
la variation des débits de 1'exutoire considéré en fonction du temps.

I.’intégrale donne la masse M du traceur récupéré gue 1'on peut alors

comparer 3 la masse Mg de traceur injectée.

Les figures B18 et B13 représentent sur le méme graphique la courbe
ndabits en fonction du temps” et la courbe concentration du traceur en
fonction du temps a 1aﬂrésurgence de GOULE BLANCHE pour 1'Uranine et la
Rhodamine WT.

L.'intégrale des produits élémentaires (g c dt) est effectude & la machine

et 1'on a ainsi directemert la masse de traceur restituée. C'est ce que

montre la figure Bz20a .
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Figure B20a2 :Exemple,pour la Rhodamine Wt,de 1l'integration des
produits élémentaires g.c.dt effectuds 3 1a machine,

B.3.

5. RESULTATS

Le tableau ci-aprés ainsi que la planche syﬁoptique'de la figure B20p

résument les résult

ats obtenus.
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ESSAIS du 11 MAT 1973
CIRCULATIONS KARSTIQUES -~ MISES EN EVIDENCE

Systeme les CLOTS
Font du RENARD

Systéme
GOULE BLANCHE

LA FAUGE

, LA FAUGE

Points d'injection SCIALET DES CLOTS ~

SCIALET 1 SCIALET 2 SCIALET 3
Nature et quantité Rhodamine Wt Uranine Sulforhodamine G
du traceur - NaI,2H20 10 kg 15 1 sol.a 20% 3 kg en sol, dans

(3 kg ~ Rh B) méthanol. 500 g
Date et heure 11/05/73 11/05/73 11/05/73 11406 /73
| d'injection 20H15 15H55 17HOO 16H15
Conditions Volume total d'eau d'entrainemen% 10 1/s
d'injection introduit dans le scialet 95 m (estimé) ~ 0,04 1/s ~ 3 1/
Résurgences ol le traceur Font du RENARD GOULE BLANCHE Ruisseau de
est apparu- débit Débit moyen estimé : 60-70 1/s 3,21 m3/s LA FAUGE
Temps d'arrivée 12h 60h 65h < 3h
Temps modal (abscisse
du sommet de la courbe) 15h 76h 75h inconnu
Proportion de traceur
Técupéré ~ 100 % ~ 36 % T inconnu
|istance & vol dfoiseau 875 métres 5 500 metres 5 100 meétres incannu
P'Vitesse moyenne” 55 m/h 56 m/h 54 m/h -———

%es mesures effectuées a FONT DE LA MAIE et a FONTAINE AYMARD
Toyvé non plus de trace de Nal & la source des POUTEILS.

R:ont décelé la présence d’aucun des traceurs injectés.

Nous n'avons pas




B.3.6. CONCLUSICNS

Cet essai au cours duguel ont &té mis en oesuvre simultanément troils traceur
fluorescents et un traceur chimique a permis en une seule campagne d'in-
jections et de prélevements de réveler 1’'indépendance des deux systémes
de circulation karstigues : i

- LA FAUGE - GOULE BLANCHE : circulation dans le karst :

urgonien

- Seialet des CLOTS - FONT DU RENARD : circulation dans le

karst senonien

les deux systémes étant isolés a 1'échelle du tragage par 1'ALBIEN.

Le fait de pouvoir établir un bilan de traceurs nous permet de dire que

tout 1'iodure de sodium est ressorti a la Fontaine du RENARD =t qu'il ne
faut donc pas S’attendre 4 ce qu'il y ait d’autre ciculation partant de

la doline des CLOTS.

C'est ce gque nous ont montré les analyses négatives de FONTAINE AYMARD.,
les POUTEILS =t FONT DE LA MAIE.

Pour 1'injection d'Uranine dans le Scialet N® 2, nous pouvons pratiguement
&tre certain que les infiltrations de ce scialet ne débouchent gu'a la |
résurgence de GOULE BLANCHE. Quant au taux de récupération de 36 % de

Rhodamine WT il peut se faire dans ce cas qu'une partie du traceur ait

trouvé une autre résurgence.

Ce marquage & d'autre part souleve le probléme hydrogéologique de
FONTAINE AYMARD. ' {
Si 1'on s'attendait & ne rien déceler dans les prélévements de FONT DE LA |
MAIE (vraisemblablement alimentée d'une part par les pertes du Ruisseau
des Narces, et d'autre part ﬁar des pertes du Ruisseau de Correngon) nous :
gtions persuadé de trouver une partie de 1'iodure de sodium injectée aux
CLOTS & FONTAINE AYMARD. Or, il n'en a rien até.

Pendant le temps qu'a duré l'expérience, c atte résurgences avait un débit
de 1'ordre de 30 1/s. Elle est captee pour 1'alimentation en eau de
VILLARD DE LANS et c'est la seule source de la ville qui ne soit pas
traités. Sa température est stable st aprés de fortes pluies glle ne

présente pas de trouble. Elle a donc une alimentation profonde et une

filtration importante.
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Me provenant ni des CLOTS ni du Vallon d= la FAUBE, il faut donc chercher

o
1'alimentation en sau de cette résurgerce vers l'est ou le nord par des

infiltrations se produisant sur les versants Sud- ouest =t Est du

13teay du "CORNAFION” et la combe de LURBEILLET.
p

Notre idée etait de trouver un scialet d'injection dans la combe de
LURBEILLET et de refaire un marquage, mais malgré plusisurs jours de
prospection,la végétation luxuriante de 1la combe ne nous a pas parmis

o

de découvrir le scialet espére.

|.'interprétation de la forme des courbes de restitution sera abardée
dans 1la publication prévue pour rendre compte des mesures détaillées

de ces =s5sais et exposer les méthodes d'investigation du SARR.
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B4, HYDROLOGIE ENMILIEU SATURE

B.4,1, CADRE DE L'ETUDE | | |

8.4.1.1. DBJECTIF DE L'ETUDE

Le but de 1'étude était de déterminer 3 1'aide d'un multitragage, les
temps de transit nappe-riviére et de mettre en avidence les circulations
souterraines sur le site de FRECHENCOURT dans le cadre d'une comveﬁtian'

passée entre la D.G.R.S.T. et le laboratoire SARR du C.E.N.G,

B.4.1.2. DESCRIPTION DU SITE DE FRECHENCOURT

a) Présentation géographigue et géologlgue

L'HALLUE est un petit affluent rive droite de la SOMME situe & une dizaine |
de kilomdtres au Nord-Est d'AMIENS. Son bassin a une superficie de 213 kmgi
1
‘\

Son altitude moyenne est de 86m (cf carte du bassin figure B21 )

La formation géologique majeure du bassin est représentde par la craie
senoniene. Elle sert d'aquifdre & "la nappe de la craie”. Elle est limitée
3 sa base par le toit imperméable des marnes du turonien mayen. En surface
un peu de tertiaire affleure mais 11 est la plupart du temps recouvert

par des limons (cf carte géologique de la figure B22 ). Sur le site

de FRECHENCOURT 1'aguifére a une puissance d'environ 45 m et la nappe se
vidange par de grosses sources,’au droit du clmtidre de Frechencourt,

qui apparaissent au pied d'une "falaise". Ces sources rejoignent ensuite

1'HALLUE,

b) Situation des puits d’injections

lLes points d'injections représentés sur la figure BZ4 sont dss puits




BASSIN VERSANT OE L HALLUE

=

FRECHENCOURTO

Figure B21 : Bassin versant de 1*HALLUE,

fermiers, plus ou moins désaffectés, crausés dans la craie. Ls niveau de

3

la nappe était & environ 18 m de profondeur le 17 novembre 1872,

c) Situation des points d'observation

Les points de préldvements sont les sources situées au pied de la falaise

au sud du village de FRECHEMNCOURT.
Ces sources se présentent comms d’énormes entonnoirs creusés dans 1i i
oll 1'on voit 1'eau arriver en bouillonnant. Apres avoir formé une esp2ce

d= marécage elles rejoignent 1'HALLUE.

¥

par 1'opération de marguage et

La coupe de la figure B24 représente la structure des terrains intéressas
t

l2 niveau de la nappa.




Figure B22 (document B,R.G,M,)

BASSIN DE L'HALLUE
(Somme)
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B;LL.Q. CONDITICNS DE DERCULEMENT DES ESSAIS

B.4.2.1. OPERATIONS D'INJECTION

Les injections de traceurs se sont étendues sur plusieurs jours entre
le 13 et le 25 novembre 1872. Avant chague injection on s'est assuré que
le puits n'était pas colmaté. Le traceur gtait poussé par 1l'injection de

3 .
3m~ d'eau environ en une heure.




FRECHEMNCOURT

50 m

FPigure B23 : Situation des poiﬁts d'injection et de

prélavements du site de FRECHENCOURT.

5

B.4.2.2. OPERATIONS DE PRELEVEMENTS

Elles ont été rendus possible grace & M, COMMON du B.R.G.M. qul nous

a

envoyé les échantillons de prél2dvements pendant 5 mois. La fréquence ces

nrélavements était hebdomadaire.
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Figure B24 : Coupe géologique du site de FRECHENCOURT.

B.4.2.3. CONDITIONS HYDRODYNAMIQUES

Entre le 13 et le 25 novembre 1972, 1'HALLLUE était en étiage et présentaitf
un débit d'environ 200 1/s. Les sources débitaient gquelques dizainess de i
1/s. La nappe était & environ 18 metres de profondeur, ce gui représantait%
une dénivellation de deux & trois métres entre les points d’'injection et |
les exutoires distants d'environ 200 métres pour le point A et 250 m pow |
le point B. ' ‘
Nous devions donc nous attendre & des temps de transit relativement longs.f

bien que la distance en ligne droite soit peu importante.

B.4,3, RESULTATS DES ESSAIS

Trois traceurs fluorescents ont &té mis en oeuvre @ Uranine, Rhodamine WT
gt Sulforhodamine G. En parallgle, il a été injecté un traceur salin

1'iodure de scdium, réputé pour aveir une fixation moindre que les
P

traceurs xanth2niques.,




Alers que pour le marquage de VILLARD DE LANS, la Sulfarhodamine G avait
gté discriminée naturellement par l2 résesau karstigue il a falluy ici
employer la methode chimigue du solvant organique décrite en A.5.4. pour |

pouvoir analyser simultangment les trois traceurs fluorescents employés.

L'icdure de sodium et la sulforhodamine G, injectés dans les puits N°s

2 et 3 situés les plus loin des exutoires, ne sont pas ressortis aux

points d'observation pendanf les 5 mois gu'ont duré lss prélévements. |

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

numéero du puits d’injection
2 3 5 8

Nature du traceur injecté| Sulforh. G Nal Rhodamine WT] Uranine

Quantiteé 500 ¢ 4 kg 300 g 500 g
Date de 1'injection 20/11/72 22/11/72 17/11/72 17/11/72

B - H H

Pts d'observation/traceur g - i i A ;
n - = Z -
. A our £ f
Temps d'arrivée -—~---rmmeb e e e S IR e §—3992§—!
B 28 jours 18 jours .
% i |
A >5 mois >5 mois |
Temps & Paisdge ~r-mrerspesseo s s —ies s S S S s o e s i
B >5 meis >5 mois |
0 !
Distance en métres-------f- s st sl e memn LB
---------------- B W 250 c
+ A 4, 4 f
/itesse modale m/j-------f-----------q----------- g g LU P “
B 5.8 5,6 1

La vitesse de transfert la plusprechable est de 4m/j pour le point

d'observation A et d’environ 5,68 m/j pour B. Les vitessses des molécules

les plus rapides sont de 40 m/j environ pour la Rhodamine WT au paint A

et 25 m/j pour 1'Uranine au point A, Les courbas de la figure

B25

représentent les D.T.S. des deux traceurs fluorescents pour les deux

points de mesure considéras,
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Figu?e B25 : Courbes de restitution en Rhodamine Wt et en
uranine obtenues lors de la coloration de FRECHENCOURT.

B.4.4, CONCLUSICNS

Nous avions essayé, lors des essais, de constuire un batardeau dans le
but d'effectusr des jaugeages au moulinet pour deéterminer les débité des
SOUTCEeS. Malheureuseﬁent. il nous a &té impossible de réaliser ce projet,
les sections de mesures &tant trop importantes. L'eau ayant une vitesse
pratiquement nulle, nous n'avons pas pu effactuer de mesures de dabits.
De toute facon, il était impossible d'avoir une idée précise du débit
das sources durant les guelgues 5 mois qu'a duré le passage de la

"vague” de traceurs.




Bien gu'étant dans 1'impossibilitsa d'établicr un bilan de restitution, on

1]

i

peut cependant, en prenant un temps des passage d'environ 250 & 300 jours

en extrapolant les courbes de restitution et un débit moyen de 10 1/s

aux exutoires, avoir une idée du taux de restitution.

Ce taux de restitution serait ainsi de 60 % pour 1'URANINE, mais il

serait sans doute & majorer car le débit estimé de-10 1/s correspond a h

un débit d’'étiage. _ “
§

La rétention de 1'Uranine par le milieu (craie) serait donc finalement

faible.
L'Uranine semble donc relativement bien adaptes, ainsi d'aillsurs gue 1la

Rhodamine WT,pour un marquage en milieu sature.

L'Todure de sodium injecté dans le puits N° 3, le plus 8loigné des
exutoires, ainsi que la Sulforhodamine G,ne sont pas ressortis. L' Iodure
de sodium avait €té utilisé parallglement aux trois traceurs fluorescents,
car il est admis qu'il présente généralement un meilleur comportement.

Si 1'on exclut le risque de confinement de ces deux traceurs non restitué{
dans, ou a proximité des puits d’'injection - puits abandonnés de longue
date - il faut supposer gu'ils ont emprunté una direction de cheminement

plus & 1'Ouest, échappant ainsi aux points d'observation.




R5, ETUDE DU TRANSIT VERTICAL
 ENMILIEU NON SATURE

B.5.1. CADRE DE L'ETULE

B.5.1.1. OBJECTIF

Cotte série de mesures a été entreprise par le lahoratoire SARR du C.E.N.
GRENOBLE & la demande de 1’Agence de Bassin Rhéne-Mediterranéde-Carse dans
le but de préciser les conditions de transfert de supstances polluanteif

entre la surface du sol et une nappe aquifére, en zone non saturée.

Des essais ont &té effectués sur trois sites de la nappe de LYON, 1ocalisé§
5 VAULX EN VELIN, MEYZIEUX CHEF LIEU, et & MEYZIEUX au lieu dit "LE GRAND
LARGE"”.

Nous ne ferons état gue des expériences réaliséss sur le site de VAULX

EN VELIN,

B.5.1.2. SITUATION ET AMENAGEMENT DU SITE

Le site retenu, VAULX EN VELIN, est situé & deux kilometres au Nord-Est
de VILLEURBANNE.

La coupe de la figure B2?6 montre les formations traversées par les
différents traceurs employés.

11 s’agit de formations glaciaires et fluvio-glaciéres reposant sur la

molasse, |
La géométrie d'injection définie sur la planche B26 montre la dispositi
adoptée pour la souille de rejet compte tenu d'une direction prasumée de
1'écoulement de la nappe vers 1'Ouest. La surface de l1la souille était
d'environ 2m2.

Pour le deuxiéme essai sur ce site, dans le but d’éliminer les affets

de la couche d'argile, une cavité de 1 m 40 de profondaur et de 0,5 m2

de section a été creusée a 4 m 80 du forage.
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IMPLANTATION DES SOUILLES DE REJET

Site ° YAULX EM VELIN
Echalle: 7,5/1000

A Torre vigetole .
Limen joume argilaux

Gravier moyan jauna
o roux 50 %
Soble fin joune 50 %

Pompoge ___ ol |

|
|
|
|
|
|
|
|
I
Scble moyan joone 70 % |
Gravier moysa 30 % |
|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

Tube criping
1850 m

Gravier moyen gris 40 %
Gros galets gris 30 %
Sable moyan gris 30 %

H= 24,50m

Figure B26 : Log de forage et croquis de l'experience de
coloration du site de VAULX en VELIN,

Dans 1le forage, le pompage 2tait assuré par une pompes immergée dont

lg débit était de 1'ordre de 18 m3/h. L'eau était rejetée 3 environ 100 m
en aval du forage par rapport & la direction présumée de 1'écoulsment de
la nappe.

Le forage était équipé d'un tukbe crépiné en P.V.C. de 200 mm de diamstre

cimentd sur toute la hauteur de la zone non saturée pour &liminer tout

cheminement préférentiel le long du tube (cf figure AZ2E]}.




B.5.1.3. CHOIX DES TRACEURS

I1 était nécessaire d'avoir recours & des traceurs mesurables "in situ”

pour visualiser le transit, car a priori il était impossible d'&valuer

les temps de transfert 3 travers la couche non saturde entrz la souille
'injection et le forage de pompage. '

Sur le site de VAULX EN VELIN nous avons fait appel a deux traceurs

fluorescents, l'Uranine et la Rhodamine WT.

B.5.2. DEROULEMENT DES ESSAIS

B.5.2.1. TRANSFERT VERTICAL EN TERRAIN IMPREGNE A TRAVERS LA COUCHE D'ARGIL

Le rabattement constaté au cours du pompage était de 4 cm.
L'injection a été effectuée par déversement manuel du traceur & la surface |

de 1'eau remplissant la cuvette d'épandage.

B.5.2.2. TRANSFERT VERTICAL EN TERRAIN IMPREGNE SOUS LA COUCHE D'ARGILE

Un arrét du rejet pendant 45 minutes a permis au colorant injecté au
fond de la souille de pénétrer dans le sol. Il faut noter gue sur ce site
le débit maximum absorbé par le terrain malgré la souille importante

effectués n'a été que d'environ 350 1/h.

B.5.3, RESULTATS CBTENUS ET CONCLUSICM DE L’ESSAI

Le tableau ci-aprés indigue les résultats obtenus lors des deux essais

sur le site de VAULX EN VELINM.




FORAGE

STTE VAULX-EN-VELIN | VAULX-EN-VELIN
N® de 1'ESSAT L ¢
Conditions expérimentales Epandagzs Rejet
Nature du reje=t, Non imprégné Imprézne
Ftat de 1l'herizon :
Déhit i 400 1/h . 350 1/h
o 3, 3 ﬁ
Oébit moyen de pompage 18,8 m~/h 18,8 m~/h
Date d*Tn3ectinn 06.09.72 11.09.72
Heurse T 8 h 18 h
Quantité d'eau introduite dans - 3
les souilles avant 1'injection 6,2 m 29 m
Nature et masse du traceur Rhodamina WT ranine
injecte 300 ml de i5g

=

solution 20% Rh.B

Temps d’arrivée 27 h ' 13 h
Temps de transit le plus probable estimation
(sommet) 70 h 36 h
: - . 5 ok apres 53 h apres 63 h
Proportion de traceur récupéré O ———— | e pomags
1,0 % 15,4 %

Les courbes de restitution des deux traceurs employés sont représentées

sur la figure B27.

Les phénoménss étant relativement longs, toute la "vague” de traceur n'a

pas été mesurée dans son intégralité. Les calculs de restituticon cnt donc

(Ov
part
il

pffectuds sur des courhes extrapolées {(pointillés).

Les essais de VAULX EN VELIM, consistaiant & mesurer dans des conditions
pratiquement identiques, les temps de transit, avec =t sans traversee de
la couche d'argile. La différance des temps d'arrivée du traceur entre
ies deux essais, soit 14 heures (of tableaul permet d*évalusr l=2 temps

da transit minimal & travers les 1,40 m d’argile.
Cette vitesse de transit minimal (tamps d'arrivée) est ici de 1'eordre de

10 cm/haure. B10 i




site de VAULX en VELIN,

Courbes de restitution en BRhodamine Wt et uranine sur le

Figure B27
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B.5.4, CONCLUSIQNS

Lors du creusement de la souille pour le deuxigme essal, on s'est rendu
compte qu'une grande quantité de Rhodamine WT employée lors du premier
essai 6tait restée fixée dans 1l’argile, ce qui expligue le taux tres faible
de restitution de ce traceur (1%).

P

11 faut également invoquer le fait gue les taux des restitution ont &té

caleulés sur des courbes extrapolées, qui dans le cas de 1l'Uranins,

n'avaient pas encore atteint leur valeur modale. Il est donc vralsemblable

que le taux de restitution a &te minimisé.

T1 faut enfin noter que sur les autres sites dtudiés, il a &té utiliss

131] et que leur taux de

des traceurs salins (Nal) et radioactifs (I
restitution sont du méme ordre de grandeur. Ceci est di au fait que la
tranche de terrain non saturé est relativement importante et que toutes
les substances tragantes couramment employées en hydrologie prasentent une |

grande affinité pour des matériaux non satur@s tel que 1l'argile ou les

"sables”. .

Cet essal était destiné a déterminer le temps de transit minimal d'une

substance polluante éventuelle a travers la couche non saturés dans le

but de protéger un aguifére. Si 1'on considere qu'une substance polluante
a un comportement voisin des traceurs fluorescents employss (fixation par

je terrain), les résultats obtenus donnent una bonne approximation du

l
i
I
temps de transit minimal et du temps de transit le plus probable, permettang

ainsi une intervention efficace pour la protection de 1’aquifere.

(i
f
I
I
d




CONCLUSTION

L'étude qui a été réalisée concerne la catégorie de traceurs artificiels
dont l'utilisation s'est révélée ces derni2res années comme la plus fluc-
tueuse en Hydrologie.

-~

L'objectif fixé consistait a perfectionner les méthodes de mesure et sur-
tout & faire le point sur lesméthodes d'analyse susceptibles d'autoriser
la mesure simultanée de plusieurs traceurs fluorescents dont l'emploi con-

joint est souhaitable dans de nombreux problémes d'hydrogéologie,

Cette tiche s'est révélée plus ample et plus ardue qu'il n'y paraissait,
Les phénoménes de fluorescence se caractérisent, en effet, par une grande
complexité et les nombreux paramétres qui les régissent et les affectent

n'étaient ni tous recensés ni bien connus,

En outre, cette étude reposait sur la mise en oeuvre d'un nouvel appareil=-

lage dont le fonctionnement n'était encore qu'imparfaitement maftrisé,

Ce travail, facilité et valorisé par la collaboration entre Mademoiselle le

Professeur ALARY et Monsieur ROCHAS a 1'U.E.R. de Pharmacie de 1'U.S5.M. de

GRENOBLE et nous-mémes d'une part, et par les précieuses contributions de

Monsieur ANDRE Chargé de Recherches au C.N.R.S. a 1'I.P.N. de NANCY d'autre

part, nous a permis de contribuer 2 la mise au point de méthodes originales

de discrimination de plusieurs traceurs fluorescents.

Pour la partie expérimentale, il nous a été donné de participer en totalité

ou en partie 2 de nombreuses études d'Hydrologie et d'Hydrogéologie réali-
sées par le S.A.R,R, Ces études illustrent l'intérét des traceurs fluores-
cents, dont l'emploi est maintenant systématique en Hydrologie,et 1l'utilité
d'une mise en oeuvre simultanée de plusieurs traceurs dont la présente

étude a précisé les conditions d'analyse.

Cette étude, faisant le point de nos connailssances actuelles sur l'utilisa-

tion et l'analyse par spectrofluorimétrie de traceurs xantheniques ourra
¥ P q > P

i
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i
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sans doute, &tre poursuivie et élargie avec la mise au point -dans les

années a venir- d'autres traceurs fluorescents de performances au moins

dquivalentes ou supérieures, Ces progres s'accompagneront d'une plus lar-
q g

=

ge diffusion de ces techniques appelées 2 rendre de plus éminents services

dans toutes les disciplines de 1'Hydrologie et, notamment, de 1'Hydro-

géologie,
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