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RESUME : Il est fréquent que les produits
utilisés pour les tracages dans le karst ne
sortent pas aux points d'émergence
surveillés. Ainsi, dans la craie normande
karstifiée, la restitution a un point de
suivi (source ou forage) ne concerne que
la moitié des tracages réalisés: les
traceurs concernés parviennent alors dans
le réseau d’eau potable et sont soumis au
méme traitement que |'eau, c'est-a-dire
généralement a une désinfection au
chlore. L'autre moitié des traceurs
injectés reste absorbée dans le milieu
souterrain ou ressort en d'autres points,
notamment des sources non captées et
des émergences diffuses. Les traceurs
rejoignent alors les cours d'eau
superficiels ol ils peuvent étre dégradés
par la lumiére (photolyse) ou par I'action
de I'oxygéne de I'air. Cet article présente
tout d'abord la dégradation en
laboratoire de trois traceurs fluorescents
tres utilisés soumis a une chloration, afin
de simuler leur passage dans le systéme
de traitement de I'eau destinée a la
consommation humaine. Un autre lot de
ces mémes traceurs a ensuite été soumis a
des agents de dégradation représentatifs
du milieu naturel: ilumination aux
ultraviolets et a la lumiére solaire avec
barbotage d'air. Du fait de leur structure
moléculaire, on constate que les traceurs
fluorescents subissent une évolution
importante et se dégradent en
métabolites. Les essals de toxicité réalisés
a partir des produits de dégradation
montrent toutefois une absence de
toxicité aigué et une écotoxicité
modérée, exceptée pour le naphtionate
de sodium lorsqu’il est utilisé a forte
dose. il résulte de ce travail que les
traceurs fluorescents étudiés ne
présentent pas de toxicité significative
pour I'homme et pour I'environnement

aquatique, aux doses ou ils sont
généralement observés aux points de
restitution, tant en ce qui concerne les
produits traceurs eux-mémes que leurs
principaux métabolites.

MoTs-CLEs: traceur, dégradation,
métabolite, toxicité, écotoxicité

ABSTRACT : TOXICITY AND ECOTOXICITY OF
MAIN HYDROGEOLOGICAL FLUORESCENT TRACERS
AND THEIR DEGRADATION PRODUCTS.
Chemicals used for tracing water in karst
aquifers often don’t resurface at the
monitored water points (springs, wells,
boreholes). For example, in the karstified
chalk, which is the main French aquifer
(70,000 km2 of outcrop), only half of the
tracing tests had a successful
breakthrough: the tracers reached the
drinking water supply. They were then
submitted to the water treatment,
generally a chlorine disinfection. The
other part of the injected tracers was
probably adsorbed in the subsurface (on
clays) or came out at unmonitored points,
including springs or diffuse emergences.
In this cave, the tracers join the rivers
where they can be degraded by light
(photolysis) or by the action of
atmospheric oxygen. This paper presents
the laboratory-scale degradation of three
widely used fluorescent tracers in
Norman chalk (and more generally in
French karst), i.e. uranine, tinopal and
sodium naphtionate.

Theses tracers have been diluted in water
to obtain an initial tracer solution
concentrated at 1 g/l: this concentration
is intermediate between the
concentrations poured in injection points
(>100 gll} and found at breakthrough
points (< 1 mgll). First, each tracer
solution has been submitted to strong
and fast laboratory breakdown by
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contact with gaseous chlorine: this is to
simulate the tracer transit through the
drinking water supply. Another set of the
same tracers is then submitted to natural
degradation substances, with UV and
sunlight irradiations as well as a mixing
with air. Because of their molecular
structure (long carbon chains or aromatic
cycles), the fluorescent tracers undergo
significant changes and keep on
degrading into sub-products
{metabolites). These degradations have
been highlighted by HPLC and the
metabolites obtained have been
analyzed by LC-MS: unfortunately, they
were not able to be identified except one
for tinopal.

A bibliographic synthesis has then been
realized to summarize the human and
environmental impact of all tracers.
Toxicity and ecotoxicity of degradation
products of each tracer have been tested.
Toxicity tests have been conducted by
oral path on rats, and ecotoxicity tests by
two complementary methods: one
method with a small aquatic crustacean
(Daphnia magna) to test their impact on
aquatic fauna, the other method on
micro-algae (Pseudokirchneriella
subcapitata) to test their impact on
aquatic flora. These laboratory tests show
that at high concentration (10° higher
than in breakthrough curve peaks), the
degraded tracers have none acute
toxicity and only a moderate ecotoxicity,
except for sodium naphtionate. In
conclusion, the fluorescent tracers
studied do not exhibit significant toxicity
to humans and aquatic environment, at
levels generally observed at
breakthrough points, both as tracers as
their major metabolites.

KEYwORDS: tracer, degradation,
metabolite, toxicity, ecotoxicity
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Introduction

A. Généralités sur les traceurs

Un traceur est un produit utilisé
pour démontrer lexistence dune
relation entre deux points d’eau [Meus
et Bakalowicz, 1997]. Il doit s’agir
d'un produit inexistant ou peu abondant
dans Peau, conservatif, ni toxique ni
écotoxique, dun colit économique
raisonnable et détectable a faible concen-
tration. A 'heure actuelle, le traceur
idéal n’existe pas: certains produits
employés sont (légerement) toxiques
ou écotoxiques alors que d’autres
s’adsorbent sur les roches (notamment
argileuses) ou peuvent se dégrader et
donner des métabolites.

Ainsi, dans la craie du nord-ouest
du Bassin parisien, principalement en
Haute-Normandie, moins de la moitié
des traceurs injectés au cours des
300 tracages étudiés [Gombert, 2009a]
est ressortie 2 I'un des points de suivi.
Or, sur la période 1970-2007, la masse
totale de traceur injecté dans cette région
a été de Pordre de 6 tonnes (dont 76 %
de fluorescéine).

Le devenir des traceurs injectés est
le suivant:

- soit ils apparaissent au niveau d'un
captage AEP! et subissent donc le méme
traitement que l'eau (au minimum, et

le plus généralement une désinfection
par du chlore gazeux ou un composé
chloré, de 'ozone ou des UV) avant de
circuler dans le réseau de distribution
et de se retrouver au final au robinet
du consommateur; les désinfectants
sont des oxydants forts qui peuvent
dégrader les traceurs donnant des
métabolites dont on connait mal la
nature et la toxicité sur 'homme;;
soit ils ressortent dans le milieu super-
ficiel par le biais de sources non
captées ou ils vont pouvoir réagir avec
la lumiere et Iair en formant éventuel-
lement des métabolites dont on connait
mal la nature ainsi que la toxicité sur
Penvironnement (écotoxicité) ;
soit ils restent adsorbés dans le milieu
souterrain, généralement sur les
matériaux argileux ou riches en matiere
organique, et leur devenir reste
inconnu (dégradation lente, restitu
tion lente, immobilisation définitive).
L’INERIS a réalisé en 2010 une
étude sur le devenir des principaux
traceurs fluorescents injectés dans la craie
karstique normande; I'objectif était de
connaitre les risques que font peser ces
traceurs sur la santé des consommateurs
d’eau, ainsi que leurs métabolites naturels
ou artificiels, sur la santé humaine et sur
l'environnement. Le présent article
reprend les principaux résultats de ce

1

Encadré 1: Porosité et perméabilité. Porosity and permeability.

Le domaine des tracages est limité par la
durée de suivi nécessaire lorsque la distance
a tracer augmente ou lorsque la perméabilité
du milieu diminue (voir tableau 1). La
perméabilité est la vitesse théorique avec
laquelle I'eau circule a travers un milieu
soumis 2 un gradient hydraulique unitaire.
Cependant, les matériaux constitutifs des
roches sont imperméables et 'eau ne peut
circuler que dans les vides existants qui sont
de trois types:

- la porosité primaire ou matricielle,
qui résulte de la répartition des vides lors
de la formation de la roche ou a la suite
de son métamorphisme; elle est
négligeable pour le granit, le basalte, le
gneiss, le schiste et varie de quelques %
pour les calcaires a 20 % pour les
alluvions et jusqu'a 50 % pour la craie;

- 1a porosité secondaire ou de
fissures, créée ultérieurement par
fracturation tectonique ou fissuration
géomorphologique (décompression) de la
roche; cette porosité, de lordre de

1. Signification des sigles dans le glossaire en page 52.
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quelques %, est pratiquement la seule qui
existe dans les milieux fissurés non
kartifiables;

la porosité tertiaire ou de chenaux,
qui résulte de 'agrandissement de la
porosité primaire ou (le plus souvent)
secondaire par dissolution de la roche a la
suite de la circulation de T'eau; cest la
porosité caractéristique du karst qui
concerne les roches solubles a I'échelle
géologique (calcaire, craie, gypse, sel, gres

a ciment calcaire).

Pour schématiser, la porosité correspond a
la quantité de vides existants dans un milieu
donné alors que la perméabilité traduit leur
degré de connexion, ce qui permet 2 I'eau de
circuler a travers le dit milieu.

La formule de Darcy stipule v = Kiot v est
la vitesse d’écoulement de I'eau & travers un
milieu donné, K la perméabilité de ce milieu
et i le moteur de I'écoulement appelé

« gradient hydraulique ». Ce gradient
correspond a la « pente » de la surface d’eau

travail ainsi que ceux de 'EHESP concer-
nant la toxicité des traceurs.

B. Généralités sur les tracages

Un tracage consiste a injecter un
traceur en un point et a surveiller,
pendant un temps donné, sa restitution
en un autre point situé a une certaine
distance. Dans le but d’optimiser le cotit
d’un tragage ou de favoriser sa réussite,
il est possible d’injecter simultanément
plusieurs traceurs distincts dans
plusieurs points d’injection: on parle
alors de multi-tracage. Enfin, pour
accroitre la probabilité de récupérer le
traceur injecté, il est fréquent de
surveiller simultanément plusieurs
points de restitution potentielle,
éventuellement avec des méthodes de
suivi différentes et sur des laps de temps
différents.

De nombreux tracages sont réalisés
en France, dans divers contextes géolo-
giques, par des bureaux d’études, par
des équipes universitaires et/ou par des
spéléologues. Les objectifs visés peuvent
étre divers:

- délimitation du bassin d’alimentation
de points d’eau souterraine (sources,
puits, forages) généralement dans le
but de tracer des périmetres de protec-
tion de captage d’alimentation en eau
potable;

en mouvement a travers le milieu:i=H/1
ot H est la hauteur d'eau et 1 la longueur du
trajet. La perméabilité est donc la vitesse
théorique a laquelle I'eau traverserait un
milieu sous un gradient hydraulique
unitaire. Lorsque le milieu est trés
homogene et quil ne possede pas de
porosité secondaire ni tertiaire, par exemple
dans le cas d’'un sable ou d’'un sol, la
perméabilité se mesure en laboratoire sur
une colonne de matériau ; dans le cas
contraire, il faut de préférence la mesurer in
situ afin d’englober un volume de

terrain plus représentatif: test de
perméabilité type Lefranc (échelle
métrique), pompage d’essai (échelle
décamétrique a hectométrique), tracage
(échelle kilométrique a pluri-kilométrique).
A titre d’information, le gradient
hydraulique est généralement de l'ordre de
quelques %o a quelques %, ce qui signifie
que la vitesse d’éconlement réelle de 'eau in
situ est L0 & 1000 fois plus faible que la
perméabilité du milieu.
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- connaissance du trajet des eaux souterraines
a partir d'un point donné (aven, bétoire,
perte, siphon, stockage de déchets, rejet
d’effluent, bassin de rétention...), repré-
sentant le plus souvent un point de pollu-
tion potentielle;

- calage d’'un modele mathématique de trans-
fert (de pollution, par exemple) ;

- preuve de jonction entre réseaux karstiques
ou simple curiosité spéléologique !

Gombert [2009] a étudié le devenir des
traceurs injectés dans la craie qui forme le
plus grand ensemble aquifere karstique de

France avec 70000 km’ d’affleurement. Cette

roche présente toutefois un comportement a

part puisqu’elle est tres poreuse (30 a 50 %)

mais peu perméable hors secteurs fracturés ou
karstifiés (10 a 107 m/s) et généralement
recouverte de plusieurs metres de formations
superficielles fines (argiles résiduelles a silex,
lcess éoliens). Par contre, elle devient forte-
ment perméable dans les zones [racturées ot
elle peut donner lieu a une karstification
comparable a celle des calcaires (pertes
appelées « bétoires », chenaux pénétrables
sur plusieurs km, sources karstiques...). Dans
la seule région de Haute-Normandie, sur la
période 1970-2007, plus d'un millier de
tracages a été recensé dans la base de données

du BRGM et étudié par de Béchillon [2009].

En regle générale, les tracages sont réali-
sés dans les milieux perméables a tres

perméables (voir encadré 1 et tableau 1) : il
s'agit le plus souvent du karst (calcaire, craie,
gypse...), du milieu fissuré (granite, gres,
schistes...) et plus rarement — ou sur de plus
courtes distances — du milien poreux
(alluvions, sables...).

I. Principaux traceurs employés

A. Nature des traceurs

Les traceurs les plus fréquemment
employés dans le karst sont de type fluores-
cent ou ionique [Gombert, 2007 et 2009]. 11
existe également d’autres types de traceurs
(particulaires, bactériens viraux, radioactifs,
activables...) mais ils ne seront pas traités ici
car leur emploi est restreint ou interdit en
France.

Les traceurs fluorescents sont les plus
utilisés du fait de leur cotit modéré, d'un seuil
de détection bas (< 0,1 pg/l) et de leur facilité
de détection en continu dans I'eau. Les plus
connus sont la fluorescéine’, le naphtionate,
les rhodamines, les sulforhodamines, le
tinopal?, I'éosine. .. Sur le plan chimique, ce
sont des molécules formées de longues chaines
carbonées ou d’assemblages de cycles aroma-
tiques renfermant 10 a 30 atomes de carbone.
Le phénomene de fluorescence résulte de
cette structure moléculaire particuliere,
ce qui autorise leur détection par un proces-
sus optique simple. Cependant, il induit

Tableau 1: Echelle de

perméabilités et de vitesses de

transfert selon les roches.

Permeability and transport

speed depending on rock type.

K = perméabilité (voir encart)
mesurée en m/s /
permeability (see box) in
m/s.

D = distance théorique
parcourue en 1 jour sous un
gradient hydraulique de
10 % (voir encadré 1)/
theoretical distance of
transport in 1 day under a
10 % hydraulic gradient
(see box 1).

V = vitesse théorique de
transfert (m/h) / theoretical
transport speed (m/h).

1) = exemple de roches
correspondantes / example
of corresponding rocks.

2) = classe de perméabilité
[Castany, 2002] / class of
permeability.

3) = domaines conventionnels de
perméabilité [Castany,
2002] / conventional
domains of permeability.

Photos 1: Injections de traceur
fiuorescent dans le karst de la craie
normande. Cliches P. Gombert.
Injection of fluorescent tracers
in the chalky karst of Normandly.

a) Fluorescéine

b) Sulforhodamine

c) Tinopal

d) Naphtionate

ury

. Ce traceur n'est appelé ainsi qu'en France, probablement par exception culturelle ! Il s"agit en réalité de I'uranine (C,oH;,05Na,) qui est un sel disodique de fluorescéine (CyoHs,05) ; cette

derniére, utilisée au tout début de la spéléologie, a finalement été abandonnée au profit de son sel disadique, plus soluble mais son appellation est restée; c'est donc bien de I'uranine qui

est employée sous le vocable erroné de fluorescéine.

d

appelée « Tinopal CBS-CL » ; du fait de la toxicité de cet adjuvant, nous avons testé ici la forme CBS-X (CAS 27344-41-8).

w

. Le tinopal pur est appelé « Tinopal CBS-X » ; c’est une poudre trés peu soluble dans I'eau qui est généralement commercialisée sous forme aqueuse, stabilisée par de ['éthylene-glycol et

. Lorsgu’elles sont excitées par une lumiére de longueur d'onde donnée, ces molécules émettent dans une longueur d'onde différente; le couple de longueurs d'onde excitation/émission est

une caractéristique de chaque traceur fluorescent; ainsi, excitée par une lumiére bleue, fa fluorescéine émet une fluorescence verte alors que le tinopal et le naphtionate émettent une fluorescence

bleu-violet sous un rayonnement ultraviolet.
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Le dosage d’un traceur doit tenir
compte 4 la fois des caractéristiques du
tracage (type de roche, distance a tracer,
gradient hydraulique, débit a
Texutoire...) et du traceur (nature, taux
d’adsorption ou de dégradation,
méthode et seuil de détection...). Parmi
les 33 équations recensées par Field
[2003] pour estimer la masse de traceur
a injecter, la plus simple est celle de
Siline-Bektchourine, mentionnée par
Parriaux et al. [1988]. Elle s'écrit:

M= LxTc

ol M est Ja masse de traceur (kg), L

la distance a tracer (km) et Tc un
coefficient dépendant du traceur et du
type d'aquifere, appelé coefficient de
Siline-Bektchourine. Afin de calculer ce
coefficient pour différents traceurs,
Gombert [2009 a et b] a comparé leurs
performances en fonction de la pureté
du « produit-traceur » acheté, du seuil
de détection de la « molécule-traceur »
recherchée et de son taux connu
d’adsorption ou de dégradation. Il a
proposé de standardiser leur dosage en
calculant la masse de produit-traceur
nécessaire pour obtenir 1 kg de traceur
pur, non adsorbé et facilement
détectable. Cette valeur a ensuite été
convertie en un coefficient de Siline-
Bektchourine spécifique a chaque
traceur, qu’il suffit de multiplier par la
distance a tracer pour avoir une
estimation de la masse de traceur 2
employer (voir tableau 2).

Encadré 2: Quelle quantité de traceur
employer ? How much tracer to use?

Traceur

également une certaine sensibilité a
l'adsorption et a la dégradation. En outre,
ces traceurs sont souvent des colorants
puissants, a I'exception notable du
tinopal et du naphtionate (photo 1).

On doit également noter l'existence
de traceurs ioniques qui sont soit des
ions simples (kalogénures, lithium) soit,
plus rarement, des ions chélatés
(ex: Ni**EDTA). Comme il s’agit parfois
d’éléments naturellement présents dans
I'eau a I'état de traces (voire en tant
qu’ions majeurs pour les chlorures) et
qu'ils possédent en outre un seuil de
détection plus élevé que celui des
traceurs fluorescents (>1 pg/l), ils
doivent étre employés a des concentra-
tions plus fortes (tableau 2). D’autre
part, leur détection nécessite générale-
ment un prélevement d’eau et une
analyse chimique, ce qui permet
rarement un suivi en continu. L’'emploi
de traceurs ioniques est donc plus
coliteux que celui des traceurs fluores-
cents mais cela est 2 mettre en balance
avec dautres qualités: les traceurs
ioniques sont en effet incolores, facile-
ment solubles et, pour les halogénures,
figurent parmi les traceurs les plus
conservatifs (pas d'adsorption sur les
argiles).

B. Concentration a l'injection
et a la restitution
Le dosage d'un traceur doit tenir
compte a la fois des caractéristiques:
- du tracage (type de roche, systeme-
tracage, distance a tracer, gradient
hiydraulique, débit a I'exutoire...) ;

Coelflicient de Siline-

Bektchosrine (kg/km)

Fluorescéine (uranine) Fluorescent coloré 1

Sulforhodamine B Fluorescent coloré 1 "
_Tinop;al Fluorescent incolore T ol 5 |

Naphtionate FIuorescent incolore —F E> ?

Bromure de_ potassium Ioniqlie ol _5

Bromure de sodium Ionié[ue N 6

Iodure de_sodium Tonique B B= _9

Iodure de potassium Ionique =TTy 10

Chlorure de lithium Ioni_que i —24

Chlorure de zinc Ionique Tl —122

Chlorure de sodium lonique |_ é _~3O 000
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Tableau 2: Proposition de dosage des traceurs selon leur nature [d'aprés Gombert et al., 2010].
Proposition of tracer dase in function of their nature.

- du traceur (nature, taux d’adsorption
ou de dégradation, méthode et seuil
de deétection).

Une méthode de calcul de la dose
ainjecter basée sur la nature du traceur
et sur la distance a tracer a été proposée
Gombert et al. [2010] (voir encadré 2 et
tableau 2).

Les traceurs sont généralement
vendus sous forme de poudre et doivent
étre dissous préalablement a leur injec-
tion. Compte tenu des doses d’emploi
nécessaires, la solution d’injection doit
etre tres concentrée, de 'ordre de 100 g/l.

Au niveau des points de suivi, la
concentration mesurée au passage du pic
de restitution, obtenue par Gombert et
al. [2010] sur 210 valeurs, est de 19 ug/l
en médiane et de 8 mg/l au maximum.

Compte tenu de ces éléments, les
solutions de traceurs testées dans le
cadre de cette étude ont été dosées a
1 g/l, concentration intermédiaire entre
celle des traceurs au point d’injection
et au point de restitution.

il. Matériels et méthodes

Les traceurs étudiés ici sont la
fluorescéine, le naphtionate et le tinopal
qui sont parmi les plus [réquemment
employés dans la craie karstique de
Normandie. Chaque traceur a été dilué
dans de I'eau jusqua obtenir 10 1 de
solution-meére concentrée a 1 g/l.

A. Dégradation des traceurs
Dans cette étude, il a été considéré

que la dégradation et l'altération des
traceurs étaient directement lides a
laction des agents physico-chimiques
naturels ou anthropiques. Les deux voies
de dégradations précédemment déter-
minées ont été reproduites en labora-
toire, a savoir:

- une dégradation rapide et intense au
chlore gazeux, simulant le traitement
de chloration subi par I'eau avant
distribution ;

- une dégradation lente sous les effets
conjugués de la lumiere solaire, du
rayonnement ultraviolet et de l'oxy-
gene de l'air, afin de recréer les condi-
tions prévalant dans un cours d’eau.

Dans le premier cas, un volume de

11de chaque solution de traceur a 1 g/l

a été soumis a un barbotage de chlore

gazeux pendant quelques minutes puis

le mélange liquide-gaz a été laissé en
contact pendant %4 heure a la tempéra-
ture d’environ 20°C.
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A

Parametre

Organismes testés

Durée d'exposition | 48 heures

Dilutions testées ‘

Daphnia magna Straus 1820 (Cladocera crustacea)

Température ‘ 18+ 1°C
Eclairement ‘ Obscurité
Norme NF EN I1SO 6341, mai 1996

Pour tous les traceurs: 9,54 % - 15,3 % - 24,4 %!
39,1%-62,5% - 100 %

Test sur les daphnies

Test sur les algues

Pseudokirchneriella subcapitata (ordre des Chlorococcales)

22 £ 1°C

[llumination continue (lumiére blanche, intensité 5760 -

7010 lux)

| 72 heures

NF EN ISO 8692, mai 2005

8,1+0,2

Pour la fluorescéine et le tinopal : 1,90 % - 4,20 % - 9,30 %|
20,4 % - 44,9 % - 98,7 %. Pour le naphtionate: 0,19 %|
0.43% - 0,94 % -2,07 % - 4,55 % - 10,0 %

20 daphnies réparties en 4 groupes de 5 animaux
pour chaque solution d'essai (soit 1 daphnie / 2 mL)

10 000 cellules / mL

pH 7.8+072
Concentration

initiale

Agitation Néant

Agitation constante (125 rpm).

Tableau 3: Conditions des essais écotoxicologiques Conditions of ecotoxicological tests.

Dans le second cas, un volume de

2,5 1 des mémes solutions de traceur a

été versé dans un bac plat, formant une

lame de liquide de 3 c¢m environ, puis
soumis pendant 24 heures (a la méme
température) aux agents suivants:

- une aération par agitation permanente
alaide de quatre barreaux magnétiques
tournant a petite vitesse;

- un fort éclairement’ (20000 lux) de
lumiere blanche a 4000 K au moyen
d'une lampe de luminothérapie accom-
pagnée d'une lampe UV de 400 W.

B. Essais toxicologiques et
écotoxicologiques

La toxicité aigué des traceurs dégra-
dés au chlore a été étudiée par adminis-
tration a des rats, par voie orale, a la
concentration de 10 mg/kg en une seule
dose. Les animaux ont été observés
pendant 14 jours au cours desquels le
suivi pondéral, les signes cliniques et la
mortalité ont été enregistrés quotidien-
nement. Ils ont ensuite été sacrifiés et
une autopsie compléte a été réalisée par
examen macroscopique détaillé.

L’écotoxicité des traceurs dégradés
a été étudiée sur deux organismes
aquatiques classiquement utilisés en
écotoxicologie pour évaluer la toxicité
potentielle de substances: les daphnies 2
(Daphnia magna) et les algues vertes
unicellulaires (Pseudokirchneriella
subcapitata). Ces organismes ont été mis
en contact avec plusieurs dilutions de
chaque solution de traceur dégradeé,

aprés décantation et (pour les algues
vertes) filtration: le premier essai repose
sur la mesure de mobilité de daphnies
alors que le second vise a4 déterminer
I'inhibition de la croissance des algues
vertes (tableau 3).

Les résultats obtenus permettent
de calculer des valeurs de CE50, c’est-
a-dire la concentration d’essai (expri-
mée en pourcentage de la solution
initiale) entrainant un effet sur la moitié
de la population testée.

C. Méthodes analytiques

Les solutions de traceurs dégradés
ont été analysées sur une chaine de
chromatographie liquide haute perfor-
mance (HPLC) de marque DIONEX
modele U3000. La séparation des
composés a été réalisée a l'aide d'une
colonne C8 (longueur 250 mm, granu-
lométrie 5 pm) avec un gradient d’élu-
tion et un débit de 1 ml/min (eau +
acétonitrile). Le volume d’échantillon
injecté est de 20 upl. Ce qui caractérise
un produit donné, par cette méthode,
est son temps d’arrivée au détecteur
(mesuré en minutes). Les composés ont
été détectés a l'aide de deux détecteurs
montés en série: un fluorimetre et une
barrette de diodes. Les longueurs d’onde
utilisées pour la détection fluorimétrique
des métabolites correspondent aux lon-
gueurs d’ondes pour lesquelles le signal
des traceurs est optimal, & savoir (excita-
tion/émission) : 455/510 nm pour la
fluorescéine, 420/454 nm pour le

naphtionate, 350/429 nm pour le
tinopal. De ce fait, seuls les traceurs — ou
des composés dont la formule chimique
ou les propriétés d’excitation et d’émis-
sion sont proches — ont pu étre détec-
tés & ces longueurs d’onde. En ce qui
concerne la détection par barrettes de
diodes, les gammes de longueurs d’onde
utilisées sont plus larges: 2102 520 nm
pour la fluorescéine, 215 2 330 nm pour
le naphtionate et 210 a4 350 nm pour le
tinopal. Les échantillons dégradés par
le chlore (du fait d'une dégradation
supposée plus forte) ont ensuite été
isolés dans I'éluat issu de la colonne de
chromatographie afin de pouvoir étre
analysés en spectrométrie de masse
(technique 1.C-MS), dans le but d’iden-
tifier les composés de dégradation 2
partir de leur masse molaire

Ill. Dégradation des traceurs

On signalera tout d’abord que trées
peu d’études font état de la dégradation
des traceurs, de la nature des métabolites
obtenus et de leurs effets toxicologiques
et écotoxicologiques.

A. Synthése bibliographique

1) Dégradation par le chlore

Il est connu depuis longtemps que
la coloration verte caractéristique de la
fluorescéine est détruite par les agents
oxydants forts comme le dioxyde de
chlore, le chlore, I'hypochlorite de

1. Le soleil au zénith émet une lumiére dont la tempé.ra’tu'rg de couleur est d'environ 5800 K avec une intensité moyenne de 50000 lux. Selon les saisons et la météo, I'intensité lumineuse
peut varier de 10000 & 100000 lux. La lampe utilisée ici possade un filtre UV, d'oli la nécessité d'ajouter une lampe UV.

2. Petits crustacés d’eau douce, d'une taille moyenne de 2 mm.
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sodium (eau de Javel) ou l'ozone. Une
seule donnée bibliographique sur la
sensibilité des traceurs aux procédés de
purification de l'eau est cependant dispo-
nible [Kass 1998] : elle mentionne
quune solution a 10 pg/l de fluorescéine
est décolorée en moins de 2 minutes par
une solution a 1 mg/l de Cl, et en
22 minutes par une solution de ClO; a
la méme concentration. Cet auteur
signale également que la rhodamine B est
incompatible avec les bases fortes et les
oxydants forts, sans toutefois en préci-
ser la raison. Il n’a pas été trouvé de
données sur les autres traceurs fluores-
cents susceptibles d’étre employés.

2. Dégradation par I'air et la lumiére
La sensibilité des traceurs a la
lumiere dépend de leur nature. Kass
[1998] mentionne que le naphtionate,
les rhodamines (B, Wt, 6G) ou la sulfo-
rhodamine B ne sont pas sensibles a la
lumiére tandis que la sulforhodamine
G l'est un peu. Par contre, il signale que
la fluorescence d'une solution de fluores-
céine a 1 pg/l est détruite en moins d'une
semaine d’exposition a la lumiere.

En ce qui concerne spécifiquement
le tinopal, utilisé par I'industrie comme
agent de blanchiment fluorescent, c’est
un produit réputé stable a la lumiere
par Kass [1998] alors que Richner &
Kaschig [1999] montrent qu’il a
justement été congu pour pouvoir se
dégrader naturellement. En effet, la
photo-dégradation du tinopal fait excep-
tion au sein de la famille chimique des
dérivés du 4,4~ distyrylbiphényl (DSBP)
alaquelle il appartient. Sournis au rayon-
nement solaire, le tinopal donne en
quelques minutes (figure 1) :

- tout d’abord deux sous-produits inter-
meédiaires, nommeés la et 1b;

- ensuite les sous-produits finaux la et
1c, obtenus par photo-dégradation du
sous-produitlb.

Fluorescéine

Tinopal

a) Traceurs non dégradés
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Naphtionate

SO5 J hv, 02

'O3S H

1a Ej&o+

Figure 1: Produits de dégradation
photochimique du tinopal
[Richner & Kaschig, 1999].
Photo-degradation products of
tinopal.

0 . . ‘;3'.33 1b

J hv,0O:

Ta + 36004 1

Au final, on obtient un mélange de
sous-produits la et lc qui pourront étre
détruits par biodégradation naturelle:
sur la base de tests respirométriques
normalisés, cette biodégradabilité est
supérieure a 80 % en 10 jours et
supérieure 2 90 % en 28 jours.

B. Résultats expérimentaux
de dégradation de traceurs

1) Effet sur la coloration des solutions
de traceurs

L’expérience de chloration des
traceurs s’est tout d’abord soldée par un
effet sur la coloration des solutions de
traceurs fluorescents (photo 2) :

- la solution de fluorescéine, initiale-
ment limpide et orangée (du fait de sa
forte concentration), est devenue
jaunatre;;

- la solution de tinopal, initialement
incolore et limpide, est devenue turbide
et blanc jaunatre ;

- la solution de naphtionate, limpide
mais tres légerement rosée, est devenue
légerement turbide mais fortement
rosée.

Fluorescéine

2) Analyse par HPLC des solutions
de traceurs dégradés

En détection HPLC, la fluorescéine
posséde un temps de rétention de
13,5 minutes (figure 2). Alors qu’au-
cune différence significative ne se
marque avec la solution dégradée a I'air
et 4 la lumiere, ce traceur disparait
completement en détection fluorime-
trique dans la solution dégradée au
chlore: il apparait a la place une dizaine
de composés fluorescents dont le plus
important possede un temps de réten-
tion d’environ 7 minutes. Trois fractions
d’éluat contenant les principaux pics
majoritaires détectés en fluorescence
ont été collectées et analysées en LC-MS
afin d’essayer d'identifier les composés
générés par la dégradation au chlore
mais il n’a pas été possible d’isoler leur
spectre de masse, probablement du fait
d’une trop faible concentration.

En ce qui concerne le naphtionate
(temps de rétention de 5 minuges), on
observe une diminution de I’erre de
20 % de la concentration initiale avec
apparition d'un composé de dégrada-
tion dont le temps de rétention est de

o

Photos 2 : Echantillons de
traceurs fluorescents
avant et apres
dégradation au chlore.
Clichés P. Gombert.
Samples of fluorescent
tracers before and after
chlorine degradation

Naphtionate

b) Traceurs dégradés
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13 minutes (figure 3). Ce composé apparait
ala fois dans I'expérience de dégradation au
chlore et dans celle de dégradation a air et
a la lumiere. La fraction d’éluat correspon-
dant a ce dernier pic a été collectée et analy-
sée en L.C-MS mais il n’a pas été possible
d'isoler le spectre de masse de ce composé,
probablement du fait d'une trop faible
concentration.

Le tinopal possede un temps de réten-
tion d’environ 7,5 minutes (figure 4). Dans
les solutions résultant des expériences de
degradation, on constate sa disparition
complete avec I'apparition de plusieurs
produits de dégradation dont les temps de
rétention sont compris entre 6,5 et
7 minutes. La fraction d’éluat contenant ces
pics a été collectée et analysée en LC-MS afin
d’essayer d'identifier les composés de dégra-
dation générés: il a été détecté un ion de
masse molaire 185 g correspondant a celle
du sel d’acide de benzaldéhyde-2-sulpho
mentionné par Richner & Kaschig [1999]
comme produit de dégradation du tinopal.

IV. Toxicité et écotoxicité
des traceurs

A. Toxicité

La connaissance des effets sur la santé
humaine des traceurs fluorescents utilisés
en hydrologie est tres limitée. Peu de
travaux toxicologiques ont porté sur ces
produits. Aucun probleme de santé chez
I'Homume lié a leur utilisation comme traceur
n'est par ailleurs rapporté dans la littérature.

Il n’existe aucune information concer-
nant ces molécules dans les bases de
données toxicologiques internationales
(ATSDR, EPA, RIVM, Health Canada, NSF
Intl, TERA). Sur le site de 'TARC des infor-
mations ne sont disponibles que pour la
rhodamine B et I'éosine.

Des informations toxicologiques
figurent par contre dans certaines publica-
tions et dans les bases concernant la santé
au travail ainsi que dans certaines fiches
accompagnant les produits industriels.

Les informations disponibles sont
présentées ci-apres.

1) Fluorescéine

La fluorescéine est le traceur le plus
étudié. Yankell et Loux [1977] ont montré
quapres une administration par voie orale
de 3000 et 4200 mg/kg de fluorescéine a
des souris, elles ne présentaient pas d’effets
observables liés au produit. Les animaux
montraient en revanche une décroissance
de Pactivité motrice spontanée et une ataxie
a partir d'une concentration de 5880 mg/kg.
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Une DLso! de 4 738 mg/kg pour la
souris et de 6 721 mg/kg pour le rat a été
déterminée.

Mc Eneyrney et al. [1977] rappor
tent I'absence d’effets tératogénes chez
le lapin apres I'injection de fluorescéine
a des doses comparables a celles utilisées
chez I'homme comme agent de diagnos-
tic en ophtalmologie (angiographie de
la rétine).

Lutty [1978] et Salem et al. [1979]
ont montré quune unique injection
intraveineuse de fluorescéine chez la
souris ne produit pas d’effets embryo-
toxiques ni d’effets tératogeénes.
Cependant cette substance traverse le
placenta chez l'animal et peut étre
retrouvée dans le lait maternel chez
I'humain.

Le document CEE 91/155
(03/02/03), reprenant les travaux de
Yankell et Loux [1977], indique que
la fluorescéine concentrée peut présen-
ter une tres faible toxicité aigué pour
le rat par voie orale. La DLg, est de
6 720 mg/kg. Ce produit peut entrainer
une irritation oculaire chez le lapin et,
par inhalation, une exposition exces-
sive peut provoquer une légere irrita-
tion locale.

Enfin, un document de Ia
Commission de la santé et de la sécurité
au travail du Québec [CSST, 2006]
indique que la fluorescéine entraine
une irritation cutanée chez I'animal.
L’ingestion a forte dose peut s’accom-
pagner d’une irritabilité, d'une diminu-
tion de l'activité motrice, de troubles de
la coordination (ataxie) et de diarrhée.
Plusieurs études suggerent I'absence
d’effet sur le développement de
l'embryon.

2) Colorants xanthéniques

La forme ionique et I'hydrosolubi-
lité interviennent fortement sur la
toxicité des produits. Les dérivés sulfo-
niques anioniques, hydrosolubles sont
ainsi moins toxiques que les composés
tres liposolubles se comportant comme
des cations. Benoit-Guyod et al. [1979]
rapportent que, parmi les colorants
xanthéniques, les sulforhodamines se
comportent comme des anions alors
que les rhodamines B et 6G se compor-
tent comme des cations: I'éosine,
la fluorescéine et la rhodamine Wt
ont un comportement intermédiaire. Le

coefficient de partage octanol-eau (Kow)
permet de distinguer les sulforhoda-
mines trés hydrosolubles (Kow 9,5 et
6,2 10?3), des rhodamines 6G et B tres
liposolubles (Kow 5,1 et 1,9 10-?) et des
molécules a caractere intermédiaire que
sont la rhodamine Wt, I'éosine et la
fluorescéine (Kow 4,7 10 pour les deux
premieres et 4,1 10 pour la derniére).

3) Rhodamine B

La cancérogénicité chez la souris
et le rat a été étudiée [IARC 1978]. Les
essais ne permettent pas de conclure sur
les effets liés a une exposition par voie
orale, Le produit est néanmoins carci-
nogene chez le rat, par injection sous
cutanée et entraine des sarcomes locali-
sés. L'apport de rhodamine B dans I'ali-
mentation du rat jusqu'a 4 % de la diete)
n’entraine toutefois pas de cancer.
L’accroissement des tumeurs thyroi-
diennes chez le rat et de néoplasmes
hépatiques chez la souris recevant de la
rhodamine B a cependant été observé.
Cette molécule est classée par 'TARC
dans le groupe 3 (inclassable quant a sa
cancérogénicité pour 'Homme). Aucun
probleme de santé n’a été signalé chez
I'Homme et aucune étude épidémiolo-
gique n'est disponible.

Des effets contradictoires sont
rapportés dans les essais de mutagénese
sur bactéries, une impureté associée au
produit pouvant étre a Porigine des effets
positifs notés [Nestmann, Douglas et al.
1979]. Des aberrations chromosomiques
ont cependant été observées [Lewis et al.
1981] ainsi que des échanges de chroma-
tides sceurs sur des cultures de cellules
de hamster. Aucun effet n’est par contre
observé sur une culture de fibroblaste
humain.

Aucun effet sur la reproduction
n’est signalé pour le rat ou la souris.
Hood et al. [1989] rapportent que I'injec-
tion de rhodamine B chez la souris ne
s’accompagne pas d'effets tératogénes
contrairement a P'exposition a la rhoda-
mine 6G.

Les études sur I'animal indiquent
une toxicité aigué modérée a forte.
La DLs, pour le rat et la souris est de
89,5 a 116 mg/kg par injection et de
174 a 997 mg/kg par voie orale.
L’évaluation de la toxicité aigué montre
que la DLsg par voie intrapéritonéale est
chez la souris plus faible que par voie

orale mais légerement supérieure chez
le rat.

Par contre, en présence de nitrites,
la rhodamine B peut donner des
composés N-nitrosés comme la diéthyl-
nitrosamine (DENA) extrémement
cancérigene [Abidi, 1982]. La forma-
tion de ce composé n'est toutefois
possible que dans les eaux superficielles
car les nitrites, forme instable de I'azote,
ne sont présents dans les nappes que
dans des conditions particuliéres et
seulement a de tres faibles teneurs.

4) Rhodamine Wt

Nestmann et Kowbel [1979]
rapportent que la rhodamine Wt produit
des mutations pour le test d’Ames avec
ou sans activité métabolique, ce qui est
confirmé par d’autres auteurs. Aucune
atteinte chromosomique ou spermatique
n'est observée chez la souris par injec-
tion intrapéritonéale. La rhodamine Wt
est un irritant de la peau et de I'ceil.

Jensen et Kristensen [1989] signa-
lent I'absence d’effet de la rhodamine
Wt jusqua 100 mg/l sur la charge en
E Coli. Cependant Foxworthy et
Kneeling, cités par ces auteurs, avaient
montré l'absence deffets de la
Rhodamine B seulement pour des
teneurs inférieures a 4 mg/l.

Les tests de mutagénese effectués
sur des cellules d’ovaire de hamster
chinois (cellule CHO) montrent un
échange de chromatides sceurs a des
concentrations de 6 mmol/l et des
dommages a 'ADN a 80 mmol/l.

Pour la rhodamine Wi, le
CDC/NIOSH [2006] signale une tres
faible toxicité aigué chez la souris avec
une DLsy de 462 mg/kg par voie intra
péritonéale et de 430 mg/kg par voie
intraveineuse.

Comme la rhodamine B, la rhoda-
mine WT peut donner des composés N-
nitrosés tels que la diéthylnitrosamine
(DENA). A conditions égales, le rende-
ment dans la production de DENA avec
la rhodamine Wt est deux fois supérieur
a celui obtenu avec la rhodamine B
[Abidi, 1982].

Une unique donnée écotoxicolo-
gique [Benoit-Guyod et al., 1979] signale
que pour les daphnies et les guppies, la
rhodamine Wt apparait moins toxique
que la thodamine B mais aussi que
éosine et la fluorescéine.

1. DLgy: quantité d'une matiére, administrée en une seule fois, qui cause la mort de 50 % (la moitié) d'un groupe d'animaux d'essai. La DLsq est une fagon de mesurer le potentie! toxique &

court terme {toxicité aigué) d'une matiére.
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5) Sulforhodamines

La faible toxicité par intraveineuse
des sulforhodamines a été démontrée
par Lutty [1978]. La DL, par voie orale
pour le rat de la sulforhodamine B est
supérieure 2 1000 mg/kg [Smart, 1984].

6) Stilbénes (Tinopal)

Des études portant sur le Tinopal
RBS, AMS, 5BM et CBS ont été conduites
par Keplinger et al. [1974]. Auregard de
la toxicité aigué ou subchronique par
voie orale, de l'irritation oculaire, de
I'inhalation de poussiéres, de la toxicité
aigué pour le poisson (tableau 2), de
la mutagénicité et de tests par patch
sur 'homme, ces produits apparaissent
peu toxiques, non mutagenes et non
tératogenes.

7) Eosine

Aucun cas d’intoxication humaine
n'a été documentée et aucune donnée
épidémiologique n’est disponible. Ce
produit est classé dans le groupe 3 de
I'TARC [1977] correspondant aux
produits inclassables quant a leur cancé-
rogénicité pour '’homme. L’éosine a été
testée seulement chez le rat par voie
orale ou par injection sous cutanée. Les
résultats ne permettent pas une évalua-
tion de la cancérogénicité de ce produit.

Brown et al. [1979] n’ont pas
signalé d’effet mutagene pour cette
substance avec le test d’Ames.

L'ingestion d'une solution aqueuse
d’éosine par des enfants ou par des
personnes démentes est fréquente et
sans risque. Il suffit de rincer la bouche
et de donner un peu d’eau a boire. Une
éven:tuelle coloration rouge des urines
peut se produire [CAP, 2012].

8) Phloxine B

Une tres faible toxicité aigué par
voie orale pour le rat est rapportée dans
la fiche de sécurité de la phloxine B
(MSDS P3885 08/10/04,].T. Baker) avec
une DLs, de 8 400 mg/kg. Par ingestion,
ce produit pourrait causer des irritations
du systeme gastro-intestinal se manifes-
tant par des nausées, des vomissements
et des diarrhées.

Brown etal. [1979] n'ont pas signalé
d’effet mutagéne pour cette substance
avec le test d’Ames. La cancérogénicité
de la phloxine n’est pas connue, le
produit n'est pas classé par 'TARC.

B. Caractérisation des risques

La toxicité d'un produit n’est pas
le seul critere a considérer pour quanti-
fier un risque pour la santé humaine.
En effet le risque est également lié aux
conditions d’exposition des personnes au
produit.

1) Exposition

L’exposition & ces traceurs concerne
tout d’abord les manipulateurs. Des
précautions de mise en ceuvre accom-
pagnent ces produits pulvérulents dont
I'exposition se fait essentiellement par
voie cutanée (irritation oculaire) et par
inhalation: pour cette raison, on privi-
légiera les traceurs commercialisés sous
forme liquide ou l'usage d’'un masque
de protection anti-poussiéeres et de
lunettes de sécurité. En ce qui concerne
la population générale, seule 'exposi-
tion par voie orale mérite d’étre prise
en compte.

La mise en ceuvre, le suivi et 'inter-
prétation des tracages artificiels dans le
milieu souterrain ont été largement
décrits [Lepiller et Mondain, 1986;
Dzikowski, 1995 ; Dzikowski et al.,
1995 ; US-EPA 2003]. Le succés d'un
tracage dépend de la libération dans le
milieu du produit tracant en quantité
suffisante mais non excessive pour
permettre une détection fiable [US-EPA
1989]. La détermination de la quantité
optimale a injecter, permettar:t de rester
dans des conditions acceptables pour

Traceur

l'environnement et réduisant 'exposi-
tion des populations, peut étre toute-
fois délicate.

2) Caractérisation du risque

La quantification du risque n’est
possible que lorsque des valeurs toxico-
logiques de référence sont disponibles
pour les agents dangereux. Cependant,
il n’existe pas dans la littérature de
relations dose-réponse pour les traceurs
fluorescents au moins pour une exposi-
tion par voie orale. En l'absence de
valeurs toxicologiques de rétérence, 'US-
EPA et un groupe de travail allemand
ont développé deux approches pour se
prononcer sur les risques liés a l'utili-
sation de ces produits et définir des
conditions de mise en ceuvre.

L’étude américaine [Field et al.,
1995] s’est intéressée a 13 colorants.
Leur toxicité a été évaluée par I'Office des
Substances Toxiques de I'US-EPA selon
la méthode SAR (structure activity
relationship) développée pour évaluer la
toxicité de produits industriels [Auer et
Gould, 1987 ; Auer et al., 1990]. Cette
méthode permet de prédire le potentiel
toxique d'une molécule a partir de sa
configuration chimique et des données
toxicologiques disponibles sur des
produits analogues, testés expérimen-
talement, en utilisant des algorithmes
prenant en compte l'activité biologique.
L’évaluation réalisée s'appuie sur des
effets cancérogenes, mutagenes, sur les

Niveau de risque *

Ecologique

Fluorescéine F
. Eosine F-M [ FE-M =
Rhodamine B F-M I M _
Rhodamine Wt o} F-M M
_Rhodamine G F-M F-M
Sulforhodamine B ‘ F-M F-M
S | | o =
_Agent de blanchiment 22 | M F-M
_Agent de blanchimeES i F-M = F~M
—Pyra;line = F _ T, F-M
Amino G o = s M . I F-M
* F: faible; M: modéré— e —

Tableau 4: Niveaux de risque associés a I'utilisation des traceurs fluorescents [d’apres Field et af.,
1995). Levels of risk associated with the use of fluorescent tracers.
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données de toxicité aigué, chronique et
de neurotoxicité, sur les altérations du
développement et de la reproduction
ainsi que sur des effets écotoxiques. Un
niveau de risque est attribué a chacun
des produits en fonction de la gravité
possible des effets. Les résultats de
I'étude sont présentés dans le tableau 4.

L’évaluation réalisée par 'US-EPA
montre par ailleurs qu’aucun des
traceurs fluorescents ne peut présenter
de risque significatif pour la santé ou
I'environnement si sa concentration est
maintenue en dessous du niveau de
coloration visible a I'eeil nu, soit de 1 a
2 mg/l durant 24 h au point de captage.
Toutefois, certains produits colorants

ne présentent pas de risques de toxicité
méme pour des concentrations plus
élevées pour lesquelles la coloration est
visible.

Partant des travaux de Smart [1977
et 1984], un groupe de travail initié par
I'Agence fédérale pour 'environnement
allemande [Arbeitskreis, 1997], dont les
résultats sont synthétisés dans Behrens
etal. [2001], s'est intéressé & 17 traceurs
dont 11 colorants a savoir: la fluores-
céine, I'éosine, la sulforhodamine B,
l'amino G, la rhodamine Wt, la rhoda-
mine B, la rhodamine 6G, le naphthio-
nate de sodium, la pyranine, le tinopal
CBS-X et le tinopal ABP. Ces produits
ont fait I'objet d’essai de génotoxicité

Génotoxicité Ecotoxicité
Test d’Ames Al;;;llzféstei;l)l:o- Test poisson

Fluorescéine ey - i - - . ne

_Eosine - - - : -
Sulforhodamine B ne ne ) ne : ne
Amino G £ : g N
Rhodamine Wt - ; - - -
Rhodamine B + : + + +
Rhodamine 6G - [ + - +
Naphtionate de sodium T + + +
Pyranine = - -
Tinopal CBS-X - - -
Tinopal ABP - - - -

ne: non étudié_; +: mise en évidence d’'un effet ; -: absence d’effet

Tableau 5: Effets génotoxiques et écotoxiques des traceurs fluorescents [d’apres Arbeitskreis, 1997].
Genotoxic and ecotoxic effects of fluorescent tracers.

Utilisation/évaluation

Fondements de

flizscas toxicologique Iévaluation*
Fluorescéine sans limite T,B
.Eosine sans limite B, Ex
Sulforhodamine B douteuse/écotoxicologig : it
Amino G 1 sans limite T
Rhodamine Wt I ! non conseillée T
Rhodamine-f-i - | non conseillée T,B
Rhodamine 6G —_;_ non co_nseillée N T,B
Naphthionate de sodium sans limite o ik
Pyranine - sans limite : T
Tinopal CBS-X  sans limite et e T
Tinopal ABP sans limite T
* T tests toxicologiques; B: données bibliographiques; E%: avis des experts

Tableau 6: Préconisations pour I'utilisation des traceurs fluorescents [d'aprés Arbeitskreis, 1997].
Recommendations for the use of fluorescent tracers.
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(mutations sur Salmonella et analyses
des aberrations chromosomiques) et
d’écotoxicité (test poisson et test
daphnies). Les résultats figurent dans
le tableau 5.

Au regard de leurs effets
génotoxiques et écotoxiques, l'usage des
colorants a été discuté. Les recomman-
dations faites par le groupe pour l'utili-
sation de ces traceurs sont présentées
dans le tableau 6.

V. Toxicité et écotoxicité
des produits de dégradation
des traceurs

A. Toxicité

Aucune des solutions de traceurs
dégradés au chlore n'a mis en évidence
de toxicité chez le rat. Il n'a été constaté
ni déces ni souffrance clinique a partir
de solutions concentrées de 0,33 a1 g/l
administrées a la dose de 10 mg/kg. A
lautopsie, l'examen direct n’a pas montré
d’anomalie macroscopique visible sur
le tube digestif.

Pour améliorer la sensibilité du test,
celui-ci a été réalisé en 2 phases succes-
sives renfermant chacune 12 rats divisés
en 4 lots: groupe témoin (lot 1), fluores-
céine (lot 2), tinopal (lot 3), naphtio-
nate (lot 4). Les courbes moyennes de
poids des animaux dans les différents
lots sont présentées en figure 5. Le lot 3
de la phase 1 présente un poids moyen
légerement inférieur aux autres groupes
et le lot 4 légerement supérieur: ceci
apparait des le début de I'étude mais les
courbes de poids des groupes traités
restent parfaitement paralleles a celles du
groupe témoin pour les 2 phases, ne
laissant pas préjuger d’effet nocif de
I'ingestion des traceurs.

B. Ecotoxicité

1) Synthése bibliographique

Sur le plan bibliographique, on ne
dispose d’informations que pour le
tinopal, étudié par Richner & Kaschig
[1999]. On rappelle que ce traceur se
dégrade naturellement a la lumiére en
deux sous-produits, dénommés la et Ic
(figure 1). Les auteurs mentionnent que
le sous-produit Ic est toxique dans le
milieu aquatique mais qu'il a une solubi-
lité dans l'eau de quelques mg/l, c’est-a-
dire 1000 a 10000 fois plus faible que
celle du tinopal. D’autre part, il est
instable et s'oxyde en moins de 24 h en
« lc-oxyde » appelé acide diphényl-4,4"-
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Figure 5: Courbes moyennes de poids des rats testés [Gombert et al., 2010]. Average weight of tested rats.
Lot 1 = groupe temoin, lot 2 = fluorescéine, lot 3 = tinopal, lot 4 = naphtionate ; abscisses = temps (jours).
Lot 1 = control subjects, lot 2 = fluoresceine, lot 3 = tinopal, lot 4 = naphtionate ; on the abscissa = time (days).

dicarboxylique, métabolite peu toxique
et trés soluble. Le tableau 7 compare
Iécotoxicité du produit de départ
(tinopal ou DSPB) et de ses sous-
produits finaux.

2) Toxicité sur les daphnies

Les tests réalisés avec la fluores-
céine et le tinopal, n'ont pas permis de
déterminer les CEsy 2 24 h et 48 h car
le pourcentage d'inhibition n'a pas
excédé 40 % a la plus forte concentra-
tion testée. Par contre, ces concentra-
tions ont pu étre calculées pour le
naphtionate par régression logistique.
Toutefois, ne connaissant pas la nature
du (ou des) sous-produit(s) de dégra-
dation ni sa (leur) concentration, on ne
peut pas proposer de CEs en termes de
concentration. Les valeurs ont donc été
exprimées en taux de dilution de la
solution initiale dégradée (tableau 8) :
la CE5o 24h se produit ainsi a2 79,0 % de
dilution et la CE53-48h 4 56,4 %.

Les résultats obtenus dans le cadre
de cette étude mettent donc en évidence
une toxicité modérée de la fluorescéine
et du tinopal et une toxicité plus forte
du naphtionate mais a chaque fois a des
concentrations initiales tres élevées, de
l'ordre de 600 a 800 mg/l de traceur non
dégradé. Ces résultats doivent égale-
ment étre pris avec précaution du fait
des incertitudes analytiques: la dégra-
dation des solutions de traceurs a en
effet induit une turbidité qui a néces-
sité, pour le tinopal, une phase de décan-
tation préalablement a I'essai daphnies,
ce qui conduit a des concentrations
d’exposition inférieures aux concentra-
tions nominales.

Cependant, les résultats obtenus
pour les trois traceurs testés peuvent

Produit

(les valeurs sont données en mg/l)

Toxicité aigué sur les poissons (CLsg)

Toxicité aigué sur les daphnies (CEsg)

Toxicité aigué sur les algues (CEsg)

Toxicité prolongée sur les poissons
(NOEC)

Toxicité chronique sur les daphnies
(NOEC)

Toxicité chronique sur les algues
(NOEC)

Toxicité des boues (1Cp)

Facteur d’évaluation (FA)

Predicted No Effect Concentration
(PNEC)

Tinopal
TGN g ol >100
>1000 >100 1-10 >100
>100 100 100
100 = :
5300 >100 5 >100
10000 100 1000
>100 0,01 5100

Tableau 7: Ecotoxicologie du tinopal et de ses sous-produits finaux de photo-dégradation [d'apres
Richner & Kaschig, 1999]. Ecotoxicology of tinopal (DSPB) and of 1a and 1¢ final photo-degradations

subproducts.

étre considérés comme valides du fait

que les conditions suivantes ont été

simultanément satisfaites:

-les teneurs en oxygene dissous
mesurées a la fin des essais, apres 48 h,
sont supérieures a 2 mg/l pour les
substances testées ;

- le pourcentage de daphnies immobili-
sées, en 48 h, dans les tubes témoins
est nul et donc < 10% ;

- les CEsp-24h du dichromate de potas-
sium sont de 1,09 et 1,24 mg/l et sont
donc comprises dans I'intervalle préco-
nisé par la norme (0,6 - 2,1 mg/l).

3) Toxicité sur les algues

Les résultats obtenus mettent en
évidence une toxicité modérée de la
fluorescéine et du tinopal alors que des
effets inhibiteurs importants ont été
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observés pour le naphtionate
(tableau 8) : CE g de 1,1 % et CEs, de
4,0 %, correspondant a des doses élevées,
de Pordre de 11 4 40 mg/l de traceur
(avant dégradation). Ces résultats
doivent toutefois étre pris avec précau-
tion du fait, d’'une part des incertitudes
en termes analytiques et, d’autre part,
de T'absence de vérification d'un effet
couleur sur la croissance des algues
dans le cas du naphtionate. Comme
précédemment, la solution dégradée
de tinopal a dui étre décantée pour
des problemes de turbidité, ce qui a
conduit a des concentrations d’exposi-
tion inférieures aux concentrations
nominales.

Par ailleurs, les résultats obtenus
pour les trois traceurs testés peuvent
étre considérés comme valides car les

51



Parametre

Tracenr .
mesuré

Intervalle de

Résultat confiance a 95 %

ND ND

215 % 14,6 % — 29,5 %

77.8 % 67.9% — 90.2 %
ND ND

709% 53,4 % — 88,5 %

ND ND

N CEs.24h
Daphnies CE5,.48h
Fluorescéine CFE.+.72h
10-
Algues CE.,.72h
S I .
) CEsy.24h
Daphnies CEso.48h
Tinopal
= CE;0.72h
gues CEso.72h
] CE50.24h
Daphnies CEs,.48h
Naphtionate
A CE0.72h
| gues CEso.72h

ND = Non déterminable (CE > 100 % c’est-a-dire >1 g/l de solution initiale dégradée)

79.0 % 72,3 % -843 %
56,4 % 52,1 % - 60,3 %
1,06 % 0,87 % -1,26%
4,04 % 3,76 % - 434 %

Tableau 8: Résultat des tests d'écotoxicité réalisés sur les traceurs dégradés a Iair et a la lumiére
(exprimés en pourcentage de dilution de la solution initiale dégradée de traceur a 1 g/l) [Gombert
et al. 2010]. Results of ecotoxicity tests realized on tracers solutions degraded by air and light
(expressed in percent of dilution of the initial degraded tracer solution at 1 g/l).

conditions suivantes sont simultané-

ment satisfaites:

-le taux de croissance moyen des
cultures témoins est compris entre
1,647 et 1,721 et est donc supérieur a
1,4/jour;

- le coefficient de variation du taux de
croissance des cultures témoins est
compris entre Z,SQet 3,9 % etn’a donc
pas dépassé 5 % ;

- le pH des solutions témoins n’a pas
augmenté de plus de 1,5 unité pendant
Iessai par rapport au pH du milieu de
croissance.

Dans le tableau 8, les CE sont expri-
mées en pourcentage de la solution
d’essai. On constate que le tinopal et la
fluorescéine ne présentent pas d’éco-
toxicité — ou alors a de tres fortes
concentrations — alors qu'il suffit de
quelques % de la solution de napthionate
pour observer un impact.

Conclusion

Un tragage consiste a introduire
dans le milieu souterrain un produit qui
ne s’y trouvait préalablement pas, ou
alors a une concentration faible, afin de
mettre en évidence des liaisons hydrau-
liques entre une zone d'infiltration des
eaux et une zone de restitution (généra-
lement une source ou un forage). Les
traceurs ainsi injectés n'ont pas toujours
un comportement prévisible: tantot ils
sortent rapidement et massivement a
certains points d’eau (parfois captés pour
I'AEP), tantét ils ne réapparaissent pas
aux points de restitution attendus au
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cours de la durée du suivi et a des
concentrations mesurables.

Ces traceurs peuvent présenter une
toxicité pour le consommateur d’eau ou
pour l'environnement (écotoxicité).
Dans le premier cas, la voie d'exposi-
tion est I'ingestion de traceur ou de
produit de dégradation issu de son

passage a travers le systeme de potabi-
lisation de l'eau (le plus souvent, une
désinfection par chloration). Dans un
autre cas, les traceurs peuvent sortir
directement dans le milieu naturel, par
le biais de sources non captées, et il est
intéressant d’étudier leur écotoxicité
directe ou celle de leurs produits de
dégradation en conditions naturelles
(Cest-a-dire par oxydation a l'air et/ou
photolyse a la lumiére).

Les traceurs présentés dans ce
travail sont de type fluorescent, les
traceurs ioniques m'ayant pas été étudiés.
L’innocuité de trois des traceurs les plus
utilisés (fluorescéine, naphtionate et
tinopal) et de leurs produits de dégra-
dation naturelle et artificielle a été
vérifiée. Les conditions de dégradation
artificielle (par le chlore) et naturelle
(par le rayonnement solaire et I'air) ont
été reproduites au laboratoire.

La chloration est un processus
brutal violent qui détruit des traceurs
comme la fluorescéine ou le tinopal,
créant des sous-produits de dégradation
repérables en chromatographie liquide.
Ces sous-produits apparaissent égale-
ment avec le naphtionate bien que ce
traceur n'ait pas été significativement

Glossaire
AFP Alimentation en Eau Potable
ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry
BRGM Bureau de Recherches Géologiques et Miniéres
CEsy Concentration d’Essai entrainant un effet sur 50 % de la population testée
CLso Concentration Létale pour 30 % de la population testée
DENA Diéthylnitrosamine
DL;, Dose Létale pour 50 % de la population testée
ESEHP Ecole des Hautes Etudes en Santé Publique
Health Canada Santé Canada
NSF National sanitation Foundation
pec s e Tonciy e i Rk s S e dots
HPLC Eigh Performance Liquid Chromatography (Chromatographie liquide
aute performance)
IARC/CIRC irelzir;acﬂzr;ilr?ege;z ef;)r Research on Cancer/centre international de
LC-MS Liquid Chromatography — Mass Spectrometry
IC, Concentration sans effet inhibiteur
INERIS Institut National de I'Environnement technologique et des RISques
ITER, TERA International Toxicity Estimates for Risk Database
NOEC No Observed Effect Concentration (Concentration sans effet observé)
NSF National sanitation Foundation
PNEC Predictive No Effect Concentration (Concentration sans effet prévisible)
RIVM Rijksinstitut voor Volksgezondheid en Milieu
US EPA, United States Environmental Protection Agency
uv Ultra-Violet
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dégradé par le chlore. Du fait de la
forte dilution inhérente a la technique
de détection, il n’a malheureusement
pas été possible de caractériser les
produits de dégradation obtenus saul
pour le tinopal: dans ce cas, il est
intéressant de noter que l'un des
produits de dégradation naturelle
obtenus par Richner et Kaschig
[1999] est probablement le méme
que celui que nous avons mis en
évidence par LC-MS suite a la dégra-
dation par le chlore. Il en va apparem-
ment de méme pour le naphtionate
dont le chromatogramme met en
évidence des métabolites de méme
temps de rétention — qui sont donc
probablement les mémes —lors de la
dégradation par le chlore ou par l'air
etla lumiere. Cela signifie que, pour
les longues molécules carbonées que
sont les traceurs fluorescents, les
liaisons chimiques sensibles a la
dégradation pourraient étre les
mémes quel que soit Pagent impli-
qué (oxydant puissant ou conditions
naturelles), ce qui conduirait a la
production des mémes métabolites.

La toxicité et 'écotoxicité de ces
produits de dégradation ont ensuite
été testées sur la base de solutions
de traceurs préparées a 1 g/l, c’est-a-
dire 4 une concentration intermeé-
diaire entre celles utilisées lors de
linjection et celles observées lors de
la restitution. Aucun signe de toxicité
n'a été mis en évidence sur le rat et
seul le naphtionate présente une
certaine écotoxicité mais a une
concentration supérieure de deux
ordres de grandeur au maximum
observé lors des restitutions de
tracage.

En conclusion, les trois traceurs
fluorescents testés paraissent sans
effets pour 'Homme et 'environne-
ment aux concentrations mesurées
lors des restitutions de tracage.
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