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LA DÉTERMINATION
DE LA FLUORESCÉINE DANS L'EAU DES RIVIÈRES A PERTE KARSTIQUE
AU M,OYEN DE LA CONCENTRATION DES SOLUTIONS DE
FLUORESCÉINE SUR DU CHARBON ACTIF

PAR F. BIDOVEC, F. HRIBAR, J. PERKAVAC ET A. POLLAK *

Introduction

Dans les recherches ayant trait aux nVleres à
perte karstique, c'est toujours un grand problème
que celui de disposer d'une substance marqueuse
pas trop chère, qui soit biologiquement inoffensive
et que l'on puisse encore détecter dans des solutions
très étendues. Comme le marquage à l'aide de ma­
tières radioactives revient assez cher et que les pro­
cédés d'analyse des solutions radioactives sont aussi
assez onéreux et qu'ils demandent des cadres qua­
lifiés et des appareils compteurs compliqués, de
nos jours le marquage à l'aide de la fluorescéine
est encore le plus approprié dans la pratique. Tou­
tefois, cette substance détectrice présentait jus­
qu'ici l'inconvénient d'être difficilement décelée
dans des concentrations très basses. La teneur li­
mite jusqu'à laquelle on peut encore déterminer la
fluorescéine dans des solutions à l'aide du fluoros­
cope était de 10- 9 kg/l, ce qui, dans la majoritl~

des cas, est insuffisant. C'est donc pour cette raison
que nous avons étudié un procédé permettant de
détecter la fluorescéine dans de l'eau avec des ré­
sultats sùrs jusqu'à la teneur de 10-11 kg/l. Le
principe de ce procédé est le suivant: en premier
lieu, on filtre 5 l de l'échantillon de solution de
fluorescéine à travers un grand filtre à plis (A).
dans lequel restent les grosses impuretés mécani­
ques de l'eau qui sont d'origine inorganique ou
organique, puis l'eau ainsi épurée est filtrée une

* Institut d'Hydrométéorologie, à Ljubljana, et Laboratoire
de chimie organique près l'Université de Ljubljana (You­
goslavie).

deuxième fois à travers un autre filtre adsorbant
à charbon actif (B). L'appareil est en polyéthylène
(fig. 1).
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1/1: Récipient; 2: Entonnoir; :l: Tête filtrante; A: Fil­
tre il plis; B : Filtre adsorbant.
1: Container .. 2: Funnel .. 3: Fi/ter llead .. .4: Paper tilt el';
B: Adsorbing filter.
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La fluorescéine adsorbée est ensuite éluée du
charbon actif à l'aide de 5 à la ml d'un mélange
à parties égales d'une solution aqueuse à 15 % de
KOH et d'éthanol; c'est-à-dire que le filtre adsor­
bant est trempé pendant 5 à 15 mn dans l'éluanl.
Puis l'éluat contenant la fluorescéine est éliminé du
filtre adsorbant trempé et des particules de char­
bon par filtration à travers un ruban blanc filtrant
quantitatif.

Ce procédé de concentration, sans frais d'énergie,
avec un facteur allant de 500 à 1 000, donne d'ex­
cellents résultats. Nous l'avons essayé pour la pre­
mière fois dans le marquage de la Velika Kar10vica
(Yougoslavie) le 20 avril HHJ4, et ensuite encore
trois fois. Toutefois, nous avions constaté que les
filtres adsorbants employés étaient trop eJnbaras­
sants et insuffisamment sùrs, ce qui nous a incités
à chercher une meilleure technique.

Filtres adsorbants et tête filtrante

Nous avons perfectionné les filtres adsorbants et
la forme des têtes filtrantes en trois étapes:

1" Nous avons exécuté le premier essai pratique
au printemps ] 964, de telle sorte que les observa­
teurs préparèrent eux-mêmes les filtres adsorbants.
Dans la tête filtrante, ils posèrent sur le disque per­
foré en polyéthylène du papier filtrant S. et S. 1117,
sur lequel ils versèrent une couche de Imm de
charbon actif qu'ils recouvrirent de papier filtrant
de la même qualité.

Les mauvais côtés de ce procédé étaient les sui­
vants :
a) les observateurs n'étaient pas des experts et

l'exécution de tels filtres leur était difficile;

b) si la couche de charbon était plus épaisse que
1 mm, la filtration allait trop lentement. Au la­
boratoire, nous avons constaté que la vitesse
de fiItration la plus avantageusë se situait à
raison de 5 1 de sol u tion en 3 h.

2" Pour les marquages suivants, nous avons pré­
paré les filtres adsorbants au laboratoire. Entre
deux papiers filtrants S. et S. ] 117, nous avons vers{~

une couche de 1 mm de charbon actif, puis nous
avons collé ensemble les papiers filtrants sur leurs
bords à l'aide d'une colle insoluble dans l'eau;
finalement nous avons comprimé avec une presse
les filtres ainsi préparés, de sorte que la surface
des filtres s'est plissée.

Les inconvénients de ces filtres étaient les sui­
vants :
a) pendant le transport, le charbon entre les pa­

piers avait bougé, en dépit du fait que les filtres
eussent été pressés;

b) les filtres trop encollés filtraient lentell1Cnt;

c) par le pressage, les deux papiers filtrants S. et
S. 1117 étaient parfois endommagés. De tels
filtres devenaien t inu tili sables;

d) les solvants de la colle désactivaient partielle­
ment le charbon aelif.

3" Avec la collaboration de l'Institut pour la cel­
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2/ Tète filtrante. 1 : Filtre adsorbant; 2, 3: Plaques per­

forèes en polyèthylène; 4 : Boîte de la tète filtrante.
Fi lier il eall. 1: Allsorbinf/ filler.. 2, .'i: Perfora/ed poly­
lilene plaies; ft: Casinf/.

lulose et le papier à Ljubljana (*), nous avons pré­
paré un papier filtrant possédant connne matière
de charge du charbon actif. Ce papier-filtre adsor­
bant a été fait à partir de cellulose d'épicéa blan­
chie réduite à 48 "SR. Le rapport entre la cellulose
et le charbon actif avant la fabrication du papier
était de 1 : ]. La quantité (grammature) du papier
fabriqué correspondait à 90 g/m2•

Les avantages d'un tel filtre adsorbant sont les
suivants:
a) homogénéité maximale possible du filtre;
b) la rapidité de la filtration peut être modifiée à

volonté, étant donné qu'elle dépend de la gram­
mature du papier;

c) les papiers filtrants S. et S. 1117 ne sont plus
nécessaires;

d) le transport des filtres adsorbants n'est plus un
problème;

e) les filtres enfermés' dans des sachets en poly­
éthylène ne perdent pratiquement pas leur ac­
tivité.

La tête filtrante est Jnontrée par la figure 2.

Charbon actif

La qualité du charbon aelif dans l'adsorption de
la fluorescéine des solutions est d'une importance
primordiale. Les exigences auxquelles doit satis­
faire le charbon sont les suivantes:

1. Granulation appropriée, qui doit être homogène.
Les particules très fines se perdent au cours de
la production du papier adsorbant, tandis que les
particules grossières se détachent du papier déjà
préparé. La perte moyenne de charbon aotif
pendant la fabrication du papier adsorbant est
de 4 à 5 %;

2. Le charbon doit avoir une très grande capacité
d'adsorption;

iL Pendant le traitement du charbon avec l'éluant
alcalin, il ne doit pas se produire de solution
brune, ce qui signifierait que le charbon ne
serait pas suffisamment purifié du point de vue
chimique.

Nous avons fait des essais avec le charbon de
tous les producteurs européens importants, mais,

(') Nous tenons il remercier pour leur souci et la pro­
duction des échantillons de papier adsorbant MM. D. l\lasi­
revic et Z. Gasperic, ingénieurs diplômés de l'Institut pour
la cellulose et Je papier, il Ljubljana.



dans la plupart des cas, nous n'avons pas obtenu
le succès désiré. Seul, le charbon actif de la mai­
son B.D.H., England, portant la marque «Acti­
vated charcoal powder for decolorising purposes
,vashed. with acid» correspond à toutes lesexigen­
ces et nous l'avons aussi utilisé jusqu'iei dans tous
nos essais. Les filtres adsorbants, de grammature
90 g/m2, préparés à l'aide de ce charbon, adsorbent
90 à 95 % de fluorescéine dans un domaine de
concentration de 10- 0 à 10- 11 kg/l au moyen de
l'appareil décrit dans l'introduction de cet article.

Essai en laboratoire
du papier adsorbant et discussion sur

les résultats

L'œil humain perçoit encore suffisamment bien
la fluorescéine se trouvant dans de l'eau à une con­
centration de 1O-s kg/l, et à l'aide du fluoroscope
et de la lampe UV ou de la lumière du soleil, il la
perçoit encore à la concentration de 10- 0 kgf!. C'est
pour cette raison que nous avons choisi la concen­
tration de 1O··iJ kg/l comme concentration de dé­
part pour tous les essais du papier en laboratoire,
étant donné que des solutions plus concentrées
sont diiIiciles à comparer entre elles à cause de
leur forte intensité. Dans ce cas, la seule méthode
faisant ses preuves est celle de la dilution. Pour
les solutions ayant une teneur inférieure à
10- 11 kg/l, il faudrait concentrer plus de 51
d'échantillon pour qu'il soit possible d'examiner
l'éluat au fluoroscope. Dans un cas pareil, les me­
sures deviennent peu sùres. Nous avons mesuré la
force d'adsorption du papier en filtrant 51 de so­
lution de fluorescéine à la teneur de 10- 0 à 10-11

et en éluant le filtre adsorbant avec 10 ml d'éluant.
Parallèlement, nous avons dosé dans une autre
quantité de 10 ml d'éluant une quantité égale de
fluorescéine se trouvant dans la solution de 51. Puis
nous avons comparé les deux solutions à l'aide du
fluoroscope. L'adsorption atteignait 95 '% ± 5 %'

31 Les grottes de Postojna. Postojna caves.
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D'après le résultat obtenu, on peut voir que le pro­
eédé employant la concentration des solutions de
fluorescéine est aussi convenable pour le travail
quantitatif que les mesures elles-mêmes des échan­
tillons non concentrés, car les pertes de la fluores­
céine dans la nature sont bien plus grandes que les
pertes pendant la concentration et elles n'ont au­
Cime influence sur la valeur des résultats. La li­
mite théorique de teneur jusqu'à laquelle nous
pouvons encore déceler la fluorescéine dans un
échantillon de 5 l, avec un taux de concentration de
500, est de 10- 11 kg/l, car les éluats ayant une te­
neur inférieure à 5.1Ü- iJ kg/l donnent au fluoros­
cope des résultats de mesure peu sùrs.

Comme certaines eaux sont très riches en maté­
riaux organiques et inorganiques fins, que le grand
filtre à plis (A, fig. 1) ne peut pas retenir, les éluats
ont souvent une coloration brune ou même bleue­
verte. Dans de rares cas, la couleur brune couvre
la fluorescence verte de la fluorescéine. La colora­
tion bleue-verte des solu tions (fluorescence nwtu­
l'elle) découle probablement du matériau organi­
que colloïdal (efTet de Tyndall). D'après les essais
efTectués jusqu'ici, la cause de la coloration brune
des éluats proviendrait de l'acide humique. Pour
éliminer ces efTets, il faudrait utiliser un mtre ad­
sOl'bant supplémentaire, qui serait placé au-dessus
du filtre à charbon et qui aurait la propriété de re­
tenir tout ce matériau sans adsorber la fluorescéine.
Des essais dans ce sens sont en cours.

Récapitulation

La fluorescéine peut être déterminée jusqu'à la
teneur de 10- 11 kg/l dans un appareil de concen­
tration dans lequel le taux de concentration est de
500 à 1 000. L'adsorption de la fluorescéine a lieu
avec du papier adsorbant de 90 g/m" possédant en­
viron :iO % de charbon actif. La fluorescéine ad­
sOl'bée est éluée à l'aide d'un éIuant alcalin de
KÜH-éthanoI.
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