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Introduction



L'hydrogene est I'élément le plus abondant dans I'univers puisqu’il contribue pour % de sa
masse. Sur Terre, I’hydrogéne se trouve essentiellement sous forme d’eau mais il est également
présent dans la matiere organique comme dans la végétation, dans des roches sédimentaires telles
qgue le charbon, ou méme comme élément libre, a I’échelle de traces, dans I'atmosphere. Le cycle de
I’hydrogene dans I’environnement est essentiellement associé au cycle de I'eau, mais également a de
nombreux cycles de la biosphére (cycle du carbone et de I'oxygéne : photosynthése, respiration...). A
I’état naturel, trois isotopes sont intégrés au cycle de cet élément dans I'environnement : le protium,
constitué d’un proton (99,99 %), le deutérium, constitué d’un proton et d’un neutron (0,01 %) et le
tritium, constitué d’'un proton et de deux neutrons (*H/*H = 10™). Ce dernier est la seule forme
instable de I'hydrogene, et est le seul radionucléide pour lequel les prévisions de rejet dans les
années futures sont en hausse (développement des réacteurs a fusion nucléaire notamment). Dées
son rejet, le tritium intégre le cycle de I’hydrogéne et est majoritairement retrouvé sous forme d’eau
tritiée. Il est ensuite rapidement incorporé aux organismes vivants dans lesquels il est incorporé sous
forme organique (tritium organiquement lié). Au sein méme du tritium organiquement li¢, diverses
fractions peuvent étre distinguées. Les définitions de celles-ci ne forment pas, a I’heure actuelle, de
consensus puisqu’elles different en fonction de l'application considérée (analyse, dosimétrie)
[Baumgartner et Donhaerl 2004 ; DeVol et Powell, 2004 ; Kim et al, 2013a]. Il est toutefois possible
de distinguer une fraction dite « échangeable » en équilibre avec I'environnement de 'organisme et
une fraction dite « non échangeable » qui n’évolue pas au cours du temps. Le tritium est donc

omniprésent dans I’environnement et dans les systemes biologiques.

L'intégration du tritium au sein des organismes vivants entraine différents questionnements
concernant son transfert a 'homme car les processus de transfert du tritium dans les réseaux
trophiques sont dépendants de sa forme initiale qui doit donc étre clairement définie. Un intérét
sociétal récent est porté au tritium, notamment suite a la parution de rapports faisant état de
concentrations élevées en tritium, sous forme organique, dans des organismes marins. Une
réévaluation du facteur de pondération du tritium pour le calcul des doses induites par celui-ci y est
méme préconisée [AGIR, 2007]. Ce facteur est un élément essentiel pour évaluer I'impact biologique
du tritium sur 'homme. A la suite de ces rapports, I’Autorité de Sureté Nucléaire (ASN) a publié un
livre-synthése des connaissances et points de vue techniques relatifs au tritium [ASN, 2010]. Dans ce
cadre, des themes de recherche prioritaires concernant le tritium et ses différentes formes ont été
définis: Quelles sont les formes de tritium retrouvées dans I’environnement? Quel est le
comportement du tritium dans I'environnement ? Y-a-t-il une accumulation de tritium dans les
produits de la chafne alimentaire ? Y-a-t-il une potentielle bioaccumulation du tritium dans les

organismes vivants ? Quel est lI'impact du tritium sur I’environnement et I'homme ? Faut-il



reconsidérer la radio toxicité du tritium ? Tous ces facteurs sont dépendants de la forme tritiée
initiale. En effet, d’'un point de vue analytique, la procédure expérimentale a suivre pour quantifier le
tritium différe en fonction de la forme (forme gazeuse, liquide, organique) considérée. De plus, les
effets du tritium sur la santé sont différents en fonction de la forme a laquelle I'individu est exposé.
En effet, si I'eau tritiée est évacuée en quelques jours par les organismes, les formes organiques de
tritium peuvent quant a elles étre incorporées aux molécules constitutives et persister dans les
organismes. De ce fait, la caractérisation des formes physicochimiques du tritium est essentielle. Il
est de plus impératif de connaitre le comportement du tritium dans I'environnement (formes sous
lesquelles il est retrouvé, circulation et dispersion dans I’environnement, incorporation a la matiere
organique...) pour estimer son impact dans les différents compartiments (temps de résidence,
accumulation, dose...). Des questions persistent quant a I'impact du tritium sur I’'homme, en fonction
des nombreuses espéces chimiques dans lesquelles il peut étre retrouvé. Les études concernant le
tritium et plus particulierement sous sa forme organique s’accentuent, avec notamment la création
de groupes de travail internationaux visant a valider les procédures analytiques existantes et a établir
un état des lieux des connaissances actuelles concernant le tritium organiquement lié [Baglan et al,

2013].

L'ensemble de ces interrogations justifie cette étude qui consiste a :

(i) optimiser et valider la procédure analytique de détermination du tritium organiquement
lié,
(ii) identifier les molécules organiques, porteuses de tritium, responsables du transfert de ce

radionucléide de I'environnement a ’lhomme, via la chaine alimentaire, dans le but de

mettre en évidence les processus de migration du tritium en fonction de sa forme.

La démarche a consisté dans un premier temps a mettre en place une stratégie analytique pour

répondre aux différentes problématiques posées par les objectifs de ce travail (chapitre 1). En ce

sens, le systeme dynamique de base de I'étude a été défini (I'échange labile, étape de séparation des
fractions de tritium organique) et décrit (définition des conditions expérimentales). L'approche
expérimentale adoptée est également présentée et, des propriétés inhérentes aux matrices étudiées,
susceptibles d’étre déterminantes pour l'interprétation des résultats, sont récapitulées. Dans un
deuxieme temps, les outils analytiques choisis pour caractériser les échantillons a chaque étape sont
présentés (chapitre 2).

La composition élémentaire des échantillons environnementaux, et particulierement leur teneur en

hydrogéne, est un élément essentiel pour optimiser I'analyse du tritium organiquement lié. Cette

donnée est un point clé pour la détermination du tritium organiquement lié non échangeable. En



effet, en fonction de son évolution au cours de I’échange labile, le choix du pourcentage d’hydrogene
a utiliser (avant ou aprés échange labile) peut biaiser le calcul des activités du tritium organiquement
lié non échangeable. L’évolution des compositions globales des échantillons est quant a elle
indicatrice des familles de molécules susceptibles d’étre impliquées dans la migration du tritium. De
ce fait, quel que soit I'objectif considéré, la premiere étape du travail expérimental a été le
développement et la validation d’une procédure d’analyse pour la détermination des compositions
élémentaires des échantillons (chapitre 3). Les objectifs de cette étape ont été (i) d’assurer la fiabilité
de la méthode analytique développée, (ii) de définir la variabilité intrinseque de I’analyseur
élémentaire afin de discerner les variations provenant de I'appareil de mesure de celles inhérentes
aux échantillons, et (iii) de définir les incertitudes entrainées par la méthode analytique pour le calcul
des activités du tritium organiquement lié. Pour cela, I'outil a été qualifié en termes de linéarité de la
réponse, de justesse des résultats de mesure et de fidélité de la méthode d’analyse. De plus, le
développement de cartes de contrdles a été nécessaire afin d’assurer un suivi de I'outil et de définir
des plages de travail optimales pour 'analyse des échantillons.

L'étape suivante a été d'utiliser cette méthode analytique, combinée a des mesures de carbone
organique total, pour évaluer I'impact de I'échange labile sur la détermination des activités du
tritium organiquement lié non échangeable (chapitre 4). Il a en effet été question de mettre en
évidence une solubilisation de matiére lors de I’échange labile ainsi qu’une modification, ou non, des
teneurs en hydrogéne des échantillons au cours de cette étape. Pour cela, des échanges labiles,
réalisés dans des conditions expérimentales définies, ont été effectués sur un large panel
d’échantillons. Les quantités d’échantillon et de carbone solubilisés ont été déterminées dans les
solvants d’échange labile. De plus, les teneurs en hydrogéne des matrices étudiées ont été
comparées avant et apres échange labile suivant des critéres choisis.

La derniere étape de ce travail a été I’étude de la spéciation du tritium dans les échantillons issus de
I’environnement, c'est-a-dire la différenciation des formes du tritium au sein de la matiére organique
(chapitre 5). L'objectif de cette étape a été l'identification des molécules solubilisées pendant
I’échange labile. En effet, la compréhension des processus de migration du tritium dans
I’environnement et chez 'homme passe par le suivi des molécules tritiées présentes dans ces
milieux. Leur identification préalable est donc nécessaire. Pour cela, divers outils analytiques usuels
(analyse élémentaire, spectrophotométrie UV-Visible, fluorescence) ont été combinés afin de cibler
les identifications en formulant des hypothéses sur les familles de molécules concernées. La
spectrométrie de masse haute résolution, permettant I'obtention d’informations unitaires sur les

composés en solution, a ensuite été utilisée.
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Le tritium, de I’environnement a I’"homme

L.GENEIAIILES SUF 18 TITEIUM ..ottt ettt s e ettt s sttt e st essateesasesssateesatessasesesaseeans 14
1.1, DECOUVEItE U TrLIUM Loiiiiiiiiecciie ettt e s sate e sbe e e sbae e sateesabeeesanes 14
I.2. Caractéristiques physicochimiques et radiologiques du tritium .......cccccceevvviieeriicnennn. 14
I.3. Voies d’exposition des organismes au tritium........cccoceeveieenieenieeiniee e e 15

1.3.1. Incorporation du tritium par inhalation .........cccoeeiiiiiiiecc 15
1.3.2. Incorporation du tritium par iNGEeStiON........cuvvciiiiiciee e e 16
1.3.3. Incorporation du tritium par absorption CUtanée.........cccveeeeeiieeecciieee e 16

Il.Le tritium et ses différentes formes dans I'enviroNN@mMeNt .............cccccueeeeecieeeeesiieeeeeeiieeeeecieeeeenens 16

II.1.Les origines du tritium dans I'environnNement...........ccooecvieeeeiiee e e 16
[.11.1.  Les 0rigines NAtUrEllES ......coiivuiiiiiiiiee ettt e e st e e e eaaa e e e enes 16
I1.L1.2.  Le tritium issu des activités anthropiques........cccecvieiiiiiiie e 17

11.L1.2.1. Le tritium dispersé lors des essais nucléaires atmosphériques........ccccccuveernnnenn. 17
11.L1.2.2. Le tritium relaché par les installations NUCIBAIres ........cccccevveiieeencciee e, 18
11.L1.2.2.1. Les réacteurs de puissance et retraitement du combustible...................... 18
11.L1.2.2.2. Réacteurs dédiés a la production de tritium et autres installations............ 18
11.L1.2.3. Importance relative des sources artificielles et naturelles........ccccoceveverveeennnen. 19
11.L1.2.4. Futures sources de production de tritium .......ccccccovieeiiiiiee e, 20

I1.2. Les différentes formes de tritium dans I'environnement et leur analyse.........ccccuueee.. 21

[.2.1.  Le tritium SOUS d'@aU LrLIE ..ovveieieecciee ettt ettt e e e e s 21
0 0 Y B 71 T 1 o Y o PRSP 21
0 A Y o =Y 1YY SRR 21
[1.2.2.  Le tritium SOUS fOrME SAZEUSE .......uveeeeeiiieecetieee ettt ettt e ettt e e e ette e e e eate e e e eareeeeeanes 21
10702 T 0 T 1 T o Y o PSSR 21
10 Y o =Y VLY TP 22
[1.2.3.  Le tritium dans les 0rganismes VIVanTs..........ccceeeeciieeeciiiee e et e eree e ereee e 22
1020 200 B B T T o Y P UPOSPR 22
11.2.3.1.1. Le tritium dans I'eau tissulaire des organisMes .......cccccceeevveeeecieeeescieeeeennns 22
11.2.3.1.2. Le tritium dans la mati€re organique .......cccceeeecuiieeieciiee e 23
11.2.3.1.3. Les différentes définitions des fractions tritium des organismes vivants.... 24
11.2.2.1.3.1.  Vision du dOSIMELriSTe ......eeevveiriiiiiiierieeereesiee et 24
11.2.2.1.3.2.  Définition analytiqUe.....c.ueeeiiiieieiiieee et 24
11.2.2.1.3.3. Définition intégrant la disponibilité du tritium dans les macromolécules
OFBANIQUES  oeeieieee ittt et e e e e e ettt e e e e e e e et teeeeeeeaannbeaaeeeeeesaannreneeeeeeeaaannrenenaaessaanan 25

102 T 1Y o - | VLY USSR 26
11.2.3.2.1.  Extraction de I'eau libre.........oovveeicii it 27
11.2.3.2.2. Séparation des fractions TOL-E et TOL-NE .......ccceevvciiieiiiiieeecieee e 27
11.2.3.2.3. Extraction du tritium lié a la matiére organique (TOL et TOL-NE) ............... 28
[1.2.4.  Les molécules organiques triti€es .....cccccvuveiiiciiieiciieie e 29

Ill.Circulation et transfert du tritium dans I'environnement et chez 'homme..............ccccuveeecveveennnee. 30
I11.1.Circulation du tritium dans I'enViroNNEeMENT .........eeuveveverivuieriririiiiiirea———. 30

I11.L1.1. Dispersion du tritium aprés rejet dans I'atmosphere et dans les milieux
= Lo LU =1 o 18 =3RRI 30
1.1.2.  Transfert du tritium dans 1€5 SOIS .........eeccueeiiiieiee e 32



[11.L1.2.1. Absorption de I'hydrogéne tritié par1e Sol.......cccoeveeeciieeecciiee e, 32

[11.L1.2.2. Absorption de la vapeur d’eau tritiée parle sol ......cccocceeeveiiee i, 32
[11.L1.2.3. Comportement des dépdts de tritium dans le Sol.......cccccvvveiieeiviieeivccien e, 33
II1.2.Transfert du tritium dans 1a VEZELAtioN .......coccveiiiiiiiieiieeee e 34
[11.2.1. Absorption de I'eau tritiée par la VEZELatioN .......ccvveevviiiiiiiciiee e 35
[11.2.1.1. Absorption de 'eau tritiée par voie racinair€........cccceecveeeircieeeeriiieeesciee e 35
[11.2.1.2. Absorption de 'eau tritiée par voie foliaire......cccccvevvcieeeiniciee e, 36
[11.2.2.  Incorporation du tritium dans [a matiére organique .......ccccvcvveeeecieeeeccieee e 37
[11.2.2.1. Incorporation du tritium organiquement lié échangeable........c.cccccevvvrvevennnnn. 37
[11.2.2.2. Incorporation du tritium organiquement lié non échangeable......................... 37
111.2.2.2.1.  FOrmation du TOL-NE ......ccccceeriiiiiiiiiieeeiieenieesieeenireesieeesieeesieessneeesveesnes 37
111.2.2.2.2.  Fractionnement iSOtOPIQUE .......uuuiuiiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 38
[11.2.2.2.3.  Translocation du TOL dans les plantes ........cccocueeeieciiieiccieee e 38
I11.3.Transfert du tritium aux animaux et a 'homMmMe........coocoveiiiiiiiiic e 39
[11.3.1. Incorporation du tritium dans [€S aniMaUX.......ccccccueeeieiiiieeecieee e 39
] R Y oYY o Y o o [ o PR 39
1S 700 R =3 1 o 11 - 1 4 [ [ PRSP 40
[11.3.2.  Le tritium dans I'alimentation humMaine .......ccccooiereceiincii e 40
IV.Impact du tritium sur 18s 0rganiSMES VIVANTS ..........ccccueeeeeiuereeiiieeeeeiieseesiieeaessiseseeessssaeesissnaeessens 41
IV.1. Biocinétique des composés tritiés dans 'organisme ........ccccceecveeeevcieeeeicieeeescveeens 41
IV.2.dOSIMELHIE AU TritiUML..ccieiiiiieccie et e s e e bae e sate e sneeesaees 43
IV.3.Effets biologiques du tritium ........cueiiiiciiie e e 44
IV.3.1.  Effets CEHUIQINES. . oottt e e s ae e s e e senee s 44
IV.3.2.  RiSQUE CheZ 'NOMME......uiiiiciiee ettt e e e e ete e e e e are e e e e ntaeeeeanes 45
IV.3.3. Distribution du tritium organiquement lié dans les organismes..........ccccceeeecvveeennnns 45
V.Les principaux composants chimiques des produits de la chaine alimentaire...............cccccovvevvennn... 46
V. L.Structure des aliMENtS.....coeiiii ittt see e e bee e s e e e s be e e sateesnneeennnes 47
V.11, SErUCTUNE dE DASE eeeeiiiieeieeeee ettt ettt et st s e s ate e sabae e e 47
LY A o o o [ E VY- =Y - 11 OSSP 47
V.2.Les composants chimiques des produits alimentaires........ccccevvcieeeiicieeeecciiee e 49
LY 20 R I T T USRS 49
LV R W =L 111 o =TSSP 49
V.2.3. Les glucides digestibles et les fibres alimentaires.......c.cccccceveeeeeceiicccee e, 49
AV T o T o ] 1 o {1 SRR 50
V.2.5.  AULIES COMPOSES ..vviiiiiiiieeeeiieeeeetteeeeeitteeeestteeesebaeeeesbeeaeesastaeesaseseeeaseseesaseeesennsens 50

13



l. GENERALITES SUR LE TRITIUM

|.1. DECOUVERTE DU TRITIUM

Lord Rutherford utilise en 1934 le deutérium, identifié par H. Urey en 1932, pour bombarder
une cible d’eau lourde. Il observe I'’émission de neutrons et de protons, qu’il attribue a la formation
d’un isotope de masse 3 de I’hélium ainsi qu’un isotope de masse 3 de I’hydrogene. Il suppose alors
que le tritium est I'élément stable et que I'hélium est I’élément instable [Libby, 1973 ; Belot et al,
1996]. En 1939, Alvarez utilise la spectrométrie de masse et détecte un atome d’hélium-3 parmi un
million d’atomes d’hélium-4 dans I'atmosphere, prouvant ainsi que I’hélium-3 est, soit un élément
possédant une demi-vie radioactive conséquente, soit un élément stable [Alvarez et Cornog, 1939a;
Libby, 1973]. Il montrera par la suite que le tritium est bien un élément radioactif, et supposera par
conséquent que I'hélium-3 détecté parmi I’hélium atmosphérique est issu de la production de tritium

suite a I'action des rayonnements cosmiques sur |'air [Alvarez et Cornog, 1939b ; Grosse et al, 1951].

|.2. CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES ET RADIOLOGIQUES DU TRITIUM

Le tritium est I'isotope radioactif de I'hydrogene. C’est un émetteur B avec une demi-vie
radioactive de (12,312 + 0,025) ans [Bé et al, 2006] qui se désintégre en hélium-3 en émettant un

électron de faible énergie.

*Ho He+ B +v Eq. 1

La constante de décroissance du tritium est de 5,6 x 102 a*, ce qui signifie que 5,6 % du tritium
disparait chaque année. Cette décroissance est relativement rapide par comparaison a d’autres
radionucléides tel que I'uranium-238 (T, = [4,468 + 0,005] x 10° ans, ce qui correspond a une
constante de décroissance de 1,55 x 107 a™) [Belot et al, 1996 ; Bé et al, 2006].

L’énergie moyenne de la particule émise lors de la désintégration du tritium est de (5,68 + 0,01) keV
et I'énergie maximale de (18,564 + 0,003) keV [Okada et Momoshima, 1993 ; M.-M. Bé et al, 2006].
La faible énergie de I'électron émis suite a la désintégration entraine un parcours moyen dans |'eau
de 0,56 um et des parcours maximums respectifs dans I’eau et dans I'air de 6 pum et 5 mm.

L'activité d’un gramme de tritium est de (3,59 * 0,64) x 10 Bqg.

Les propriétés chimiques des isotopes étant identiques, la seule différence est liée aux
propriétés physiques comme la masse. C'est le cas pour le tritium et le protium, pour lesquels les
différences physiques ou biologiques sont essentiellement basées sur leur différence de masse. Les

réactions chimiques impliquant I’hydrogene sont similaires quel que soit I'isotope considéré. Seules
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les cinétiques de réaction sont impactées par la différence de masse entre les isotopes. Ainsi, les
réactions impliquant le tritium sont plus lentes que celles impliquant le protium. Des phénomeénes de
ségrégation isotopique sont observés notamment lors des changements de phase de l'eau et
entrainent un faible enrichissement en tritium par rapport au protium dans la phase la plus
condensée [McFarlane et al, 1979 ; ASN, 2010]. En conditions naturelles, cette faible discrimination

isotopique n’entraine aucune accumulation de tritium qui puisse étre significative [Belot et al, 1996].

[.3. VOIES D’EXPOSITION DES ORGANISMES AU TRITIUM

Le tritium est classé parmi les radionucléides les moins radiotoxiques compte tenu de la
faible énergie de I'électron émis suite a la désintégration [Delacroix et al, 2006]. Cette faible énergie
entraine un parcours moyen dans I'eau, et donc dans les tissus humains, relativement faible (6 um).
En comparant ce parcourt moyen a I'épaisseur de la peau, composée de I'épiderme (épaisseur de 20
a 100 um) et du derme (épaisseur de 1 a 3 mm), il apparait rapidement que les électrons issus de la
désintégration du tritium et émis a I'extérieur du corps ne franchiront pas cette barriére cutanée. Le
tritium ne présente donc un risque radiologique que s’il est incorporé dans I'organisme [Okada et
Momoshima, 1993]. Son incorporation par 'homme peut donc se produire aprées toute exposition a
I'air, a I'eau ou a la nourriture contenant du tritium, c'est-a-dire par inhalation, ingestion ou
absorption cutanée [Hill et Johnson, 1993]. La pénétration dans les tissus, les organes ou les fluides
biologiques est plus ou moins rapide en fonction de la forme chimique initiale. En effet, en
considérant la taille d’'une cellule (entre 10 et 20um), I'atteinte au noyau dépendra fortement de la
spéciation du tritium (eau tritiée plutét pénétrante, molécules organiques tritiées avec des
pénétrations différentes). Les composés tritiés suivent ensuite les mémes mécanismes dans
I’organisme que I’eau ou les substances non radioactives [Okada et Momoshima, 1993 ; Belot et al,

1996 ; Trivedi et al, 1997].

1.3.1. Incorporation du tritium par inhalation

L’incorporation par inhalation peut étre considérée si le tritium se trouve sous forme gazeuse
ou particulaire dans I'air. Usuellement, il peut étre retrouvé sous forme de vapeur d’eau tritiée
(HTO), d’hydrogeéne tritié (HT) ou de méthane tritié (CHsT) [ICRP, 1994 ; Hill et Johnson, 1993 ; Belot
et al, 1996]. De toutes ces formes susceptibles d’étre inhalées, seule la vapeur d’eau tritiée, a plus de
99 %, est transférée dans le sang. Le tritium gazeux étant peu soluble, seule une trées faible fraction
(environ 0,01 % de l'activité inhalée sous forme d’hydrogéne tritié) est transférée dans le sang a
travers les épithéliums respiratoires. Le méthane tritié inhalé n’est quant a lui guere plus transféré au

sang (environ 1 % de l'activité inhalée). Divers composés peuvent étre retrouvés dans I'air inhalé
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sous forme d’aérosols ou de vapeurs (tritiures métalliques, peintures radioluminescentes) [Belot et

al, 1996].

1.3.2. Incorporation du tritium par ingestion

L'ingestion est le mode d’exposition au tritium dominant pour le public [ASN, 2010]. En effet,
le tritium, sous forme d’eau tritiée ou de composés organiques tritiés, peut étre incorporé suite a
|"absorption d’aliments et d’eau contaminés par le tritium. Les composés organiques tritiés ingérés
sont majoritairement dégradés par la digestion, et le tritium alors retrouvé sous forme d’eau tritiée
suit le méme métabolisme que I'eau corporelle. Une fraction mineure de ces composés organiques
peut toutefois rester intacte et passer directement dans le sang [ICRP, 1979 ; Belot et al, 1996 ; ICRP,
2006].

1.3.3. Incorporation du tritium par absorption cutanée

L’eau tritée est tres facilement absorbée a travers la peau quelle que soit sa forme liquide ou
gazeuse, puis elle est rapidement transférée dans le sang. Dans une atmosphére contenant de la
vapeur d’eau tritiée, il est estimé que I'absorption se fait pour un tiers par absorption cutanée et
pour deux tiers par inhalation [Hill et Johnson, 1993 ; Belot et al, 1996 ; NCRP, 2006]. L’hydrogéne
tritié pénétre trés peu dans la peau mais peut en revanche s’adsorber sur des surfaces inertes. Dans
ce cas, un contact entre la peau et ces surfaces contaminées peut résulter en un transfert de tritium,
sous forme HT, entre la surface contaminée et les cellules cutanées, suivi par une transformation de
I’hydrogéne tritié en HTO [Hill et Johnson, 1993 ; Belot et al, 1996].

Les composés organiques (huiles), les tritiures métalliques et les peintures radioluminescentes

peuvent également conduire a une absorption cutanée [Hill et Johnson, 1993 ; Belot et al, 1996].

1. LE TRITIUM ET SES DIFFERENTES FORMES DANS L’ENVIRONNEMENT

[1.1. LES ORIGINES DU TRITIUM DANS L’ ENVIRONNEMENT

11.1.1. Les origines naturelles

Le tritium est produit suite au bombardement des principaux constituants de I'atmosphere
(azote, oxygene) par les neutrons issus du rayonnement cosmique [Grosse et al, 1951 ; Kaufman et
Libby, 1954]. Les relations (2), (3) et (4) décrivent les principales réactions conduisant a la formation

de tritium [Okada et Momoshima, 1993 ; Belot et al, 1996] :
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YN +n— 3He+’H Eq. 2
YN +n— "C+H Eq. 3

%0+ n—>*H+"N Eq. 4

Une tres faible fraction tritium est produite naturellement dans la cro(te terrestre par réaction des
neutrons (issus de la fission spontanée de I'uranium et des réactions engendrées par le rayonnement
alpha de I'uranium et du thorium) sur les traces de lithium °Li contenues dans les roches [Kaufman et
Libby, 1954 ; Belot et al, 1996].

Linventaire naturel global du tritium est évalué a environ 3,5 kg (1,3 x 10*® Bq), ce qui correspond a
une production annuelle de 150 & 200 g (5,4 a 7,2 x 10" Bq), en supposant que la production

équilibre la décroissance [Belot et al, 1996 ; Guétat et al, 2008].

11.1.2. Le tritium issu des activités anthropigues

11.1.2.1. Le tritium dispersé lors des essais nucléaires atmosphériques

Entre 1945 et 1963, et principalement a partir de 1952, ont eu lieu la plupart des essais
nucléaires russes et américains [Belot et al, 1996 ; Guétat et al, 2008]. Le tritium est un sous-produit
des réactions se produisant lors des explosions thermonucléaires puisqu’il est formé, soit par
interaction des neutrons rapides avec les constituants de l'air (engins a fission), soit suite aux
réactions successives se produisant au moment de I'explosion (engins a fusion) [Belot et al, 1996].
Ces essais nucléaires ont libéré 650 kg de tritium dans I'environnement, dont 520 kg dans
I’'hémisphere nord et 130 kg dans I'hémisphére sud, quantité correspondant a 185 a 240 fois
I'inventaire naturel global du tritium [Okada et Momoshima, 1993 ; Belot et al, 1996]. Compte tenu
de la décroissance radioactive du tritium, I'inventaire global de tritium d{ aux explosions nucléaires
peut étre estimé aujourd’hui a 35 kg, réparti pour 90 % en mer, 9 % dans les eaux continentales et
environ 1 % dans I'atmosphére.

Avant les essais atmosphériques, les activités mesurées dans les eaux de pluie, les fleuves et les
océans étaient respectivement de 0,6 Bq.L", 0,3 & 0,8 Bq.L" et inférieures a 0,1 Bq.L™ [ASN, 2010].
Apres I'arrét des essais atmosphériques, la concentration en tritium dans I'eau de pluie moyennée
dans I’hémisphére Nord a atteint 150 Bq.L" et a pu dépasser 700 Bqg.L™ localement, mais est restée
inférieure & 10 Bq.L" dans I'hémisphére sud [Belot et al, 1996]. Elle est aujourd’hui de I'ordre de 1

Ba.L™ [ASN, 2010].
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11.1.2.2. Le tritium reléché par les installations nucléaires

1.1.2.2.1. Les réacteurs de puissance et retraitement du combustible

Les quantités de tritium rejetées dans I'environnement dépendent du type de réacteur
nucléaire et de la quantité d’énergie fournie [ASN, 2010]. Pour tous les types de réacteurs de
puissance, a I'exception des réacteurs a eau lourde (production de tritium a partir du deutérium), le
tritium est produit principalement lors de la fission ternaire de certains isotopes de I'uranium et du
plutonium dans le combustible. Cependant, le tritium ainsi formé reste confiné dans les gaines en
alliage de zirconium des crayons de combustible, ou il se trouve sous forme d’hydrure de zirconium
[Belot et al, 1996 ; ASN, 2010]. Le tritium est donc principalement libéré lorsque le combustible est
mis en solution lors de la phase de retraitement. Les installations de retraitement (La Hague,
Sellafield) se situent généralement en bord de mer et rejettent essentiellement le tritium sous forme
liquide dans le milieu marin. L'usine de La Hague rejette globalement 30 g de tritium
(1 x 10" Bq) par an pour 1600 tonnes de combustible retraité. Les rejets atmosphériques ont une
incidence mineure sur I'atmosphére et ne représentent qu’une fraction, inférieure a dix pour-cent,
du rejet total de ces installations [Belot et al, 1996 ; Guétat et al, 2008].

Le tritium est également produit dans le fluide du systéme de refroidissement des réacteurs par
activation neutronique d’éléments légers tels que le bore-10 et le lithium-6 qui servent
respectivement a controler la réactivité en absorbant les neutrons et a controler le pH. Le tritium
ainsi produit constitue la majeure partie des rejets des centrales nucléaires de production
d’électricité (CNPE) dans le cadre de leur fonctionnement normal [Belot et al, 1996 ; Le Guen, 2008].
Dans le cas des réacteurs a eau lourde (filiere canadienne CANDU), la production de tritium par
activation neutronique du deutérium de I'eau lourde (de I'ordre de 53650 TBq.GWe.an™) dépasse
de trés loin la production de tritium dans le combustible lui-méme (de I'ordre de 520 TBq.GWe™.an™)
[ASN, 2010]. Des rejets importants dans le milieu aquatique et dans I'air ne peuvent donc étre évités

[Belot et al, 1996].

11.1.2.2.2. Réacteurs dédiés a la production de tritium et autres installations

Deux utilisations industrielles conduisant a une production de quantité significative de
tritium doivent étre mentionnées. La premiére concerne I'utilisation industrielle de tritium pour la
production d’objets luminescents (éclairage...) contenant du tritium sous forme de gaz. Par exemple,
une plaque luminescente « EXIT » peut contenir de 280 ug a 1,4 mg (1 x 10" a 5 x 10™ Bq) de tritium
[Guétat et al, 2008 ; ASN, 2010]. A ces fins, du tritium est produit dans des réacteurs nucléaires
spécifiques par irradiation neutronique d’éléments fertiles tel que le lithium-6. La seconde utilisation
concerne la production et I'utilisation de molécules marquées pour des applications médicales ou

dans le cadre de recherches scientifiques. A titre d’exemple, les installations d’Amersham (GE
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Healthcare), en Grande-Bretagne, rejetaient de I'ordre de 1,4 g de tritium par an (5 x 10* Bg.an™)
avant les années 2000. Les rejets sont aujourd’hui de I'ordre de 0,3 g de tritium par an (1 x 10"
Bg.an™) [Guétat et al, 2008]. Il existe d’autres installations susceptibles de reldcher des quantités
importantes de tritium dans I’environnement, tels que les centres de recherche civils et militaires et
les entreposages de déchets tritiés. La quantité de tritium rejetée dans I'atmosphére a partir de ces
différentes installations est de 5 g.an™ (1,80 x 10" Bg.an™) pour la France [Belot et al, 1996]. Les
« petits utilisateurs » de molécules marquées (hopitaux, laboratoires pharmaceutiques, recherche en

biologie...) produisent peu de rejets. Les stocks de déchets en France sont évalués a 1,4 g (5 x 10'* Bq)

[Guétat et al, 2008].

11.1.2.3. Importance relative des sources artificielles et naturelles

Les rejets industriels se font en milieu aquatique (océans ou riviéres), ou dans I'atmosphére.
Les rejets en milieu aquatique sont tres fortement dilués et influent peu sur le niveau de tritium dans
les eaux de surface a I'échelle globale [Belot et al, 1996]. La production naturelle annuelle de tritium

(200 g) reste cependant la source principale de production de tritium dans I'environnement (tableau

1).

Tableau 1 : Bilan 2013 des quantités de tritium produites par an en fonction des principales sources
passées et actuelles [Belot et al, 1996 ; Guétat et al, 2008 ; Glugla et al, 2007 ; Le Guen, 2008 ; ASN,

2010].
Quantité produite par an
Inventaire global (kg)
g/an Bq/an
Production naturelle 3,5 200 7,2 % 10%
Essais nucléaires 35 - -

Centrales nucléaires

CNPE
(1) pour une production de
900 MWe.an™
(2) pour une production de
1300 MWe.an™

(1) 0,03 (liquide)
(1) 0,0006 (gaz)

(2) 0,08 (liquide)
(2) 0,004 (gaz)

(1) 10 x 10" (liquide)
(1) 0,2 x 10 (gaz)

(2) 30 x 10" (liquide)
(2) 1,3 x 10" (gaz)

CANadian Deuterium

natural Uranium (CANDU), 4,4 (liquide) 1,6 x 10” (liquide)
pour une production de 5,8 (gaz) 2,1x 10" (gaz)
10 GWe.an™
Retraitement du 30 (liquide) 1x10* (liquide)
combustible (La Hague) ) 0,2 (gaz) 7 x 10" (gaz)
Réacteurs dédiés a la
production de tritium et - 5 1,8 x 10"

autres installations
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11.1.2.4. Futures sources de production de tritium

Les gestions futures du combustible (taux de combustion plus élevés) dans les centrales
nucléaires frangaises conduiront a une augmentation de la production de tritium, a énergie produite
égale, du fait du plus fort taux d’enrichissement en 2°U (> 4,5 %). En effet, la production de tritium
est essentiellement liée a I'énergie produite par le réacteur et au mode de gestion du combustible.

Un taux d’enrichissement en ***

U plus important nécessite d’augmenter la concentration en bore
dans le circuit primaire pour compenser I'excés de réactivité du combustible. Le tritium étant
essentiellement formé par activation neutronique du bore-10, I'augmentation de la concentration en
bore-10 entrainera donc une production de tritium accrue. Avec les nouveaux combustibles, les
rejets liquides de tritium seront d’environ 55 TBg/an (0,15 g/an) au lieu de 30 TBg/an (0,08 g/an)
pour une production de 1300 MWe.an™ (tableau 1) [Le Guen, 2008].

Le réacteur EPR (European Pressurized Reactor), réacteur a eau sous pression, permettra une
production de plus de 1600 MWe d’électricité et est actuellement en construction en France, en
Finlande et en Chine. En France, les rejets de tritium dans les effluents liquides associés a ce réacteur
seront un peu plus élevés que les rejets de la centrale déja existante a Flamanville (environ 30 000

GBg/tranche), tandis que les rejets gazeux devraient étre du méme ordre de grandeur (environ 1000

GBg/tranche) [ASN, 2010].

De nouvelles installations dédiées a la recherche et au développement contribueront
également a I'augmentation des rejets de tritium dans I'environnement. Les réacteurs a fusion et
notamment le projet ITER (International Thermonuclear Experimental Reactor), ayant pour objectif la
maitrise de I'énergie produite suite aux réactions de fusion nucléaire, entraineront une utilisation et
une production importante de tritium. En effet, a la fois consommateur et producteur de tritium,
I'inventaire global maximal de l'installation serait de 4 kg, avec une consommation annuelle de
I'ordre de 1 a 1,2 kg [Glugla et al, 2007 ; ASN, 2010]. Les rejets associés au projet ITER ne sont pas
encore évalués mais pourraient étre de l'ordre de quelques grammes par an (environ 3,6 x 10™
Bg/an). D’autres installations, notamment le laser mégajoule qui devrait utiliser et rejeter quelques

milligrammes de tritium par an (environ 3,6 x 10™* Bg/an) [Guétat et al, 2008].

En considérant I'ensemble des rejets de tritium actuels et I'ensemble de ceux en prévision a
moyen terme, une augmentation des rejets de I'ordre de 3 a 3,5 % surviendrait dans le futur.

Néanmoins, la production naturelle demeurera la principale source de tritium dans I'environnement.
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[l.2.  LES DIFFERENTES FORMES DE TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT ET LEUR ANALYSE

En tant qu’isotope de I'hydrogene, le tritium peut étre présent dans toute molécule
hydrogénée, dans I'atmospheére, dans les eaux de surface ou dans la matiére organique. Le tritium
peut donc étre retrouvé sous forme liquide dans les différents réservoirs d’eau de la planéte (océans,
eaux de surface, eaux de pluie...), sous forme gazeuse dans I'atmosphére ou a la fois sous forme
aqueuse et solide incorporé dans la matiére organique. L’analyse du tritium sous ses différentes
formes passe par une étape de prélevement de |'échantillon, puis par une étape d’extraction du
tritium sous sa forme d’interét et enfin par sa mesure. La méthode utilisée de maniere générale pour
déterminer I'activité du tritium dans des échantillons environnementaux est la scintillation liquide
(annexe A.1.) [Cassette, 2004]. La spectrométrie de masse est une méthode alternative basée sur la
mesure de I’hélium-3 issu de la désintégration du tritium présent dans un échantillon [Jean-Baptiste

et al, 1992 ; Wood et al, 1993 ; Cassette, 2004].

11.2.1. Le tritium sous forme d’eau tritiée

11.2.1.1. Définition

Le tritium est rejeté majoritairement sous forme d’eau tritiée HTO dans les eaux de surface.
Cette forme de tritium est la plus abondante dans le milieu naturel et dans les espéces vivantes

[Belot et al, 1996].
11.2.1.2. Analyse

Dans les eaux continentales et marines, les échantillons sont généralement collectés de
maniere manuelle dans des récipients étanches. Les eaux, préalablement a leur mesure par
scintillation liquide, peuvent étre distillées pour éviter tout phénomeéne parasite (affaiblissement
lumineux, chimiluminescence).

L'eau des précipitations doit étre isolée de la vapeur d’eau atmosphérique pour limiter les
échanges. De I'huile peut étre ajoutée dans les collecteurs pour faire office de barriére entre I'eau de

pluie et I'eau atmosphérique [Wood et al, 1993].

11.2.2. Le tritium sous forme gazeuse

11.2.2.1. Définition

Le tritium est rejeté a I'état gazeux majoritairement sous forme de vapeur d’eau tritiée mais
il est également retrouvé sous forme d’hydrogéne tritié (HT) et de méthane tritié (CH;T) [Belot et al,

1996].
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11.2.2.2. Analyse

Dans l'air, le tritium atmosphérique peut étre prélevé en mode dynamique par aspiration
d’air, par des systemes dits « barboteurs » utilisés pour piéger la vapeur d’eau tritiée et ’hydrogéne

tritié (figure 1).
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P ) (hydrep ? conversion en HTO

Canne de
prélévement

Débitmétrie

Pompe
Et volumctric

H,0 de - e Y
référence Pots de piegeage du Pots de piégeage du
tritium vapeur tritium
(HTO) (HTO apres conversion)

Figure 1 : Systéme de préléevement du tritium atmosphérique de type « MARC 7000 » (SDEC) [AFNOR, 2011].

L’air est successivement entrainé, a débit constant connu pendant une période de temps
déterminée, dans 4 flacons remplis d’'un volume connu d’eau a trés faible teneur en tritium. Les deux
premiers flacons sont dédiés au piégeage de la vapeur d’eau tritiée atmosphérique par affinité
chimique. L'air est ensuite entrainé dans un four contenant un catalyseur pour oxyder I’"hydrogene
tritié en eau tritiée. Cette derniere est ensuite collectée dans les deux derniers flacons [Wood et al,
1993 ; Belot et al, 1996]. L'eau des pots de piégeage est récupérée puis analysée par scintillation
liguide (annexe A.l.). Les activités mesurées sont ensuite rapportées au volume d’air total
échantillonné pour déterminer la concentration volumique d’eau tritiée dans I'air [Wood et al, 1993 ;

Belot et al, 1996 ; AFNOR, 2011].

11.2.3. Le tritium dans les organismes vivants

11.2.3.1. Définitions

Deux fractions distinctes de tritium dans les organismes vivants sont considérées. La
premiere concerne le tritium présent dans le pool « eau tissulaire » de I'organisme et la seconde
concerne le tritium directement lié a la matiere organique. Cette fraction est elle-méme subdivisée

en deux fractions tritium en fonction de la nature de la liaison entre le tritium et les autres atomes.

11.2.3.1.1. Le tritium dans I’eau tissulaire des organismes

Le tritium peut étre retrouvé, sous forme d’eau tritiée, dans les compartiments aqueux de
tous les organismes vivants. Il constitue ainsi la fraction dite « tritium libre de I'organisme », plus
communément appelée TFWT pour « Tissue Free Water Tritium ». Cette fraction est en équilibre

permanent avec le tritium se trouvant dans son proche environnement.
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11.2.3.1.2. Le tritium dans la matiere organique

Le tritium dans la matiére organique, Tritium Organiquement Lié (TOL) ou « Organically
Bound Tritium » (OBT), est le tritium incorporé directement dans les molécules organiques
constitutives de la matrice considérée. Il est formé dans les organismes vivants a partir de I'eau
tritiée et est issu de tout processus naturel ou biologique tel que la photosynthese [Kim et al, 2013a].
Il est communément admis que le TOL peut étre divisé en deux fractions en fonction du caractére

fort ou faible de la liaison chimique entre le tritium et les autres atomes (figure 2).
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Figure 2 : Répartition des atomes d’hydrogene échangeables et non échangeables dans la cellulose.

La premiére fraction est relative au tritium substitué a un atome d’hydrogéne et impliqué
dans des liaisons a caractére labile. Il peut donc étre lié a un hétéroatome, dans des groupements

tels que —OH, = NH, —SH, a un halogéne (F, Cl, Br...) ou étre situé sur le carbone a d’une cétone

ou d’un aldéhyde énolisable —CO—CH, — [Diabaté et Strack, 1993].

Dans ces liaisons covalentes faibles, les atomes d’hydrogéne, et de tritium, sont en équilibre a tout
moment avec ceux présents dans le milieu. Pour des organismes vivants, ces atomes sont en
équilibre avec I'eau tissulaire et se comportent comme celle-ci [Thompson et Nelson, 1971 ; Guenot
et Belot, 1984 ; Kim et al, 2013a]. La proportion exacte de ces positions dites « échangeables » peut
varier en fonction des échantillons. Il a été montré, et calculé, qu’entre 20 et 30 % des atomes
d’hydrogéne des végétaux sont des atomes situés dans ces positions [Lang et Mason, 1960 ; Guenot

et Belot, 1984 ; Yamada et al, 1992 ; Diabaté et Strack, 1993 ; Pointurier et al, 2004].

La deuxieme fraction est la fraction relative au tritium substitué a des atomes d’hydrogéne
impliqués dans des liaisons avec des atomes de carbone (—C—H). Ces liaisons sont stables,
excepté en présence d’acides forts, de bases fortes ou de catalyseurs [Thompson et Nelson, 1971 ;
Diabaté et Strack, 1993]. Le tritium ainsi lié ne peut étre éliminé qu’apres décomposition du composé
organique auquel il est incorporé. Ces composés sont uniqguement dégradés par I'intermédiaire de
réactions métaboliques. Par conséquent, le temps de résidence du tritium lié aux atomes de carbone
est beaucoup plus important que celui du tritium lié aux hétéroatomes [Kim et al, 2013a]. Le tritium

impliqué dans des liaisons carbonées n’est pas soumis a échange avec les atomes d’hydrogéne
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environnants. |l est intégré dans les végétaux lors de la formation des molécules et est donc
représentatif de la quantité de tritium présente dans I'environnement pendant cette période. Cette
fraction est considérée comme un indicateur de la contamination au tritium dans le cas de rejets
accidentels ou chroniques [Guenot et Belot, 1984 ; Pointurier et al, 2004]. Elle est notamment
utilisée pour réaliser des suivis historiques des rejets de tritium en analysant les cernes d’arbres
[Fuma et Inoue, 1995]. En moyenne 70 % du tritium lié a la matiére organique se trouve sous cette

forme [Belot et al, 1996].

11.2.3.1.3. Les différentes définitions des fractions tritium des organismes vivants

Les chercheurs s’accordent sur la définition des fractions tritium dans les organismes vivants
décrite dans le paragraphe précédent, cependant, différentes visions concernant la répartition de ces

fractions au sein de divers compartiments s’affrontent [Kim et al, 2013a].

11.2.2.1.3.1. Vision du dosimétriste

L’estimation de la dose induite par le tritium pour un individu est liée a la période effective
du tritium au sein de I'organisme. Celle-ci dépend de la période radioactive et de la période
biologique du tritium, qui est le temps nécessaire pour que la moitié du tritium soit éliminée par le
corps. Cette période est dépendante de la forme chimique tritiée incorporée dans les organismes
vivants, et elle est plus longue pour la forme tritium organique que pour la forme eau tritiée
(paragraphe IV.1.1., biocinétique des composés tritiés dans I’organisme) [Hill et Johnson, 1993 ; ICRP,
1979]. La période effective est dominée par la période la plus courte entre la période radioactive et la
période biologique (10 a 40 jours entre le tritium « libre » et le tritium organiquement lié). D’un point
de vue dosimétrique, deux compartiments sont donc définis en fonction des temps de résidence du
tritium dans les organismes : le tritium ayant un temps de résidence long, donc lié aux atomes de
carbone, et le tritium ayant un temps de résidence court, soit la fraction TFWT et le tritium lié aux

hétéroatomes [DeVol et Powell, 2004].

11.2.2.1.3.2. Définition analytique
D’un point de vue purement analytique, les formes de tritium dans les organismes vivants
sont réparties en deux a trois fractions qui peuvent étre séparées en appliquant un protocole simple
[Baglan et al, 2005] :
v" Le tritium dans I'eau constitutive de I’échantillon (TFWT),
v' Le tritium organiquement lié (TOL), divisé en deux fractions :
- Le tritium organiquement lié échangeable (TOL-E), pour les atomes de tritium

situés sur les positions dites échangeables des molécules organiques,
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- Le tritium organiqguement lié non-échangeable (TOL-NE), pour les atomes de
tritium impliqués dans les liaisons covalentes avec les atomes de carbone.

L'activité de I'eau libre d’un échantillon reflete la concentration instantanée de vapeur d’eau tritiée
dans I'environnement. Le résultat de la mesure correspond a une « photographie » de l'activité de
I’eau libre de I’échantillon, en équilibre avec son environnement et au moment de son prélévement.
Le TOL-E se comporte de la méme maniere que la fraction TFWT [Kim et al, 2013a]. L’activité TOL-NE
reflete, quant a elle, l'activité intégrée dans I|'organisme pendant sa croissance, avant son
prélevement.

Dans une étude récente visant a quantifier la proportion relative de TOL-E et TOL-NE, les
auteurs ont montré que le pourcentage de TOL-E est dépendant de la nature de I’échantillon ainsi
que des conditions d’exposition a la vapeur d’eau tritiée. Il peut ainsi s’étendre de 20 a 57 % de
I"activité TOL [Kim et Korolevych, 2013]. Etant donné la proportion de positions dites échangeables
(entre 20 et 30 %), la définition analytique ne permet pas d’expliquer I'étendue de la proportion

relative de I'activité TOL-E par rapport a I'activité TOL.

11.2.2.1.3.3. Définition intégrant la disponibilité du tritium dans les
macromolécules organiques
Il existe une vision définissant les fractions tritium organique en fonction de la disponibilité
des atomes et non plus en fonction de la nature de la liaison chimique. Une partie du tritium
organiquement lié, considérée comme échangeable, peut tout de méme se comporter comme le
tritium organiquement lié non échangeable. En effet, le tritium incorporé dans la sphere
d’hydratation de macromolécules biologiques (protéines, cellulose...) ou situé sur des sites internes
peut étre piégé, voire bloqué par des interactions électrostatiques [Diabaté et Strack, 1993]. Dans ce
cas, le tritium organiquement lié est défini par les auteurs comme étant la somme de deux
contributions : TOL = CBT + XBT,yieq OU CBT fait référence au tritium lié aux atomes de carbone et
XBTpurieg au tritium lié a des hétéroatomes mais piégé dans la molécule [Baumgartner et Donhaerl,
2004 ; Baumgaertner et al, 2009]. Le tritium « buried » n’est donc pas lié¢ a un atome de carbone et
n’est pas accessible pour étre échangé avec des atomes d’hydrogéne de I'eau, contrairement au
tritium dit « rinsed », XBT jnseq, QUi S& coOmporte comme le TOL-E de I'analyste [Kim et al, 2013a].
Des travaux récents ont montré que la prise en compte, ou non, de la fraction organique dite
« buried » n’a pas ou peu d’influence sur la dose ou sur l'activité TOL mesurée. Les méthodes
traditionnelles d’estimation de ces données ne nécessitent donc pas de changement particulier [Kim

et al, 2008].
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En présence de ces différentes définitions, il faut exprimer clairement I'appellation « tritium
organiquement lié » et la nature de la fraction considérée. Dans cette étude, sauf indication

contraire, le TOL, TOL-E et TOL-NE se rapporteront toujours a la définition analytique.

En considérant toutes ces définitions, il apparait que la distribution du tritium organiquement
lié au sein de la matiére organique est conditionnée par la nature des liaisons chimiques dans
lesquelles il est impliqué. Cependant, aucune de ces définitions ne tient compte des propriétés
chimiques et biologiques des molécules portant le tritium. D’un point de vue macroscopique, le
comportement du tritium organiquement |ié dépend de sa capacité d'échange avec
I’environnement : les temps de résidence dans les organismes sont liés a la nature faible ou forte de
la liaison chimique. D’un point de vue microscopique, il faut s’intéresser a la nature méme des
molécules portant le tritium. En effet, quelle que soit la forme tritiée considérée (TOL-E, TOL-NE, CBT,
XBTyurieq), l&@ comportement du tritium dans I'environnement et chez I’homme (migration, temps de
résidence...) est corrélé a celui de la molécule le portant. En raison de la grande variété de molécules
ou réactions métaboliques dans lesquelles les isotopes de I’hydrogéne peuvent étre impliqués, la
spéciation du tritium dans [I'environnement est complexe. Le comportement du tritium

organiquement lié est directement dépendant de sa forme et reste a ce jour mal connu.
11.2.3.2.  Analyse

L'analyse du tritium dans les organismes vivants nécessite I'extraction préalable des

différentes fractions définies précédemment (figure 3).
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Figure 3 : Procédure de séparation des fractions tritium d’un échantillon biologique en vue de leur analyse au
laboratoire (2013).
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Les échantillons prélevés ne sont pas analysables immédiatement et sont donc stockés avant
les phases d’extraction des fractions tritium. Les échanges isotopiques doivent étre bloqués pour
limiter toute perturbation de la signature isotopique de I’échantillon [Alanic et Le Meignen, 2008].
Les échantillons sont systématiquement emballés dans des sachets hermétiques et étanches pour les
isoler de la vapeur d’eau atmosphérique. lls sont ensuite congelés et conservés dans un congélateur

jusqu’a leur traitement [Alanic et Le Meignen, 2008].
11.2.3.2.1. Extraction de I'eau libre

L’eau libre de I'échantillon peut étre extraite par lyophilisation, distillation simple, distillation
azéotropique, dilution ou séchage simple [Wood et al, 1993]. La lyophilisation est la technique
recommandée par rapport a la distillation azéotropique ou a I’étuvage en raison notamment des
risques de dégradation de la matiére organique [CETAMA, 2013]. Elle consiste a congeler rapidement
I’échantillon pour ensuite éliminer la majeure partie de I’eau constitutive du produit par sublimation

[Marin et René, 2000 ; Belot et al, 1996]. Cette eau est ensuite récupérée pour la mesure.

La matiére déshydratée récupérée peut ensuite soit étre calcinée pour la mesure du TOL, soit étre

traitée afin de séparer les fractions TOL-E et TOL-NE.
11.2.3.2.2. Séparation des fractions TOL-E et TOL-NE

La propriété labile de la liaison tritium-hétéroatome est utilisée pour éliminer le tritium
échangeable par échange isotopique avec de I’hydrogene « léger » [Baglan et al, 2010]. Le principe
de cette opération, dite « échange labile », est de placer I'’échantillon, préalablement séché, dans un
bécher fermé et de I'immerger dans de I'eau non tritiée [Pointurier et al, 2003]. Ainsi, un équilibre
isotopique entre le TOL-E et I'eau d’échange ajoutée en excés (facteur 10 environ) s’établit (relation
5).

TOL—-NE +TOL—E+ H,0 - HTO+TOL— NE Eq.5

Il a été montré que les activités TOL décroissent rapidement (quelques heures) apres
I’échange isotopique jusqu’a atteindre un palier équivalent au bruit de fond aprés 48h d’échange
labile [Pointurier et al, 2004]. L’activité résiduelle en TOL-E dans I’échantillon solide est alors
négligeable [Baglan et al, 2010]. A l'issue de cette étape, seule la fraction TOL-NE reste dans
I’échantillon solide.

La séparation du TOL-E et TOL-NE peut également étre effectuée par percolation de vapeur
d’eau non tritiée sur I’échantillon sec. Dans ce cas, I'échantillon est placé sur un support, dans un
flacon hermétiquement clos et contenant de I’eau non tritiée. Le systéme est chauffé, placé sous vide
et I’eau est récupérée dans un piege froid [Baglan et al, 2008]. Cette méthode alternative permet de
réduire drastiquement le facteur de dilution rendant la mesure du TOL-E dans I'eau d’échange labile

délicate.
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11.2.3.2.3. Extraction du tritium lié a la matiére organique (TOL et TOL-NE)

Les échantillons déshydratés, récupérés aprés extraction de l'eau libre et/ou aprés
déshydratation de la matiere organique collectée apres échange labile, contiennent le tritium lié a la
matiere organique. En fonction de I'outil analytique utilisé pour la mesure du tritium, I'échantillon
sec peut étre traité de deux maniéres :

@ || peut étre calciné pour extraire le tritium sous forme d’eau tritiée par oxydation a haute
température. La combustion de I’échantillon sec est la méthode courante utilisée pour extraire le
tritium lié a la matiére organique. Cette fraction peut étre extraite par combustion dans une bombe
de Parr ou dans un four tubulaire en quartz [Belot et al, 1996].

Les échantillons introduits dans la bombe de Parr sont calcinés dans un systéme clos sous oxygéne
pressurisé et sont conditionnés sous forme de pastilles de 15 g maximum pour éviter toute réaction
explosive [Belot et al, 1996 ; CETAMA, 2013]. L'eau de combustion extraite sous vide ou sous flux
gazeux est condensée dans un ou plusieurs pieges froids [CETAMA, 2013]. Cette technique ne
convient qu’a des masses relativement faibles d’échantillons. Pour des masses importantes
d’échantillons environnementaux (plusieurs dizaines de grammes), les calcinations sont réalisées
dans des fours a combustion sous courant d’oxygene. Ceux-ci consistent en un tube en quartz de
diametre suffisant pour le traitement de masses élevées (au minimum 20 g d’échantillon frais pour
récupérer une masse d’eau de combustion minimale de 10 g pour sa mesure ultérieure). Ce tube est
inséré dans deux unités chauffantes (figure 4) [Baglan et al, 2010]. L’échantillon est, quant a lui, placé

dans une nacelle en quartz qui est introduite dans le tube en quartz.

Echantillon en cours de
combustion dans sa
nacelle en quartz

Catalyseur CoO
Agent dessiccant (silicagel) + billes de quartz Tube en quartz

Flux O, purifié et
asséché

Tube en« U »
plongeant dans le
piége froid

Piege froid  seme ynité de 18 unité de
chauffage (fixe) chauffage (mobile)

Gaz de combustion

Figure 4 : Schéma de principe de la combustion des échantillons tritiés dans un four tubulaire [Baglan et al,
2010].

La premiere unité de combustion, mobile, permet une combustion compléte et lente de I'échantillon.

La deuxiéme unité permet I'oxydation catalytique des produits de combustion entrainés par un flux
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d’oxygene sur un catalyseur, a base d’oxyde de cobalt et de grains de quartz. L'eau de combustion
ainsi formée est récupérée dans un piege froid [Baglan et al, 2010].
Dans les deux cas (bombe de Parr et four a combustion), un traitement postcombustion de I'eau de
combustion est nécessaire avant sa mesure. Il existe un appareillage spécifique (OXIDISER)
permettant d’effectuer la combustion de I’échantillon dans une chambre a combustion, sous courant
d’oxygene et qui conditionne de maniere autonome I'eau récupérée pour sa mesure. Ce type
d’appareil n’est cependant adapté qu’a de faibles prises d’essai (maximum 1 g) [CETAMA, 2013].

® || peut étre conservé dans un flacon en verre apres |'avoir purgé de tout hélium
atmosphérique pour la mesure du produit de décroissance radioactive du tritium, I’hélium 3 [Jean-
Baptiste et al, 1992 ; Jean-Baptiste et al, 2010]. L’hélium-3 diffuse a travers les composés organiques
et s’accumule dans le flacon de conservation pendant la durée de stockage. La teneur en tritium est
alors déduite de la teneur en hélium 3 mesurée [Baglan et al, 2009 ; Jean-Baptiste et al, 2010]. Cette
méthode est intéressante pour la détermination de teneurs en tritium environnementales proches
des limites de détection des compteurs a scintillation liquide a bas bruit de fond (de I'ordre de
1 Bg.L™") mais nécessite de longs temps de stockage, typiquement de 100 & 150 jours pour des
matrices environnementales telles que les légumes, la végétation, I'herbe... [Jean-Baptiste et al,

2010].

11.2.4. Les molécules organiques tritiées

Les classifications « chimiques » de tritium organiquement lié (TOL-E, TOL-NE) ne tiennent
pas compte du comportement biologique des molécules. Par exemple, en considérant du méthanol
(CH3OH, liquide) dont tous les atomes d’hydrogene auraient été remplacés par du tritium, la
définition « TOL-E et TOL-NE » nous indique que % de I'activité mesurée serait sous forme de TOL-NE.
Cependant, quand du méthanol tritié est introduit dans des systemes contenant des organismes
vivants, I'assimilation du tritium a partir de celui-ci ne différe pas de I'assimilation du tritium a partir
de I'eau tritiée. Par conséquent, la présence d’une liaison stable carbone-tritium au sein d’un liquide
n’est pas directement corrélée a une incorporation potentielle de tritium sous forme organique. Les
composés comprenant ces liaisons doivent étre disponibles pour la biosynthése de molécules
[Williams et al, 2001]. Ainsi, les molécules organiques tritiées sont définies comme étant des
molécules organiques pouvant faire office de précurseur organique et sont directement rejetées
dans I'environnement. Elles font notamment référence aux rejets aqueux issus des installations
nucléaires comme l'installation GE Healthcare. Celle-ci synthétise des molécules marquées (acides
aminés, acides gras, lipides, précurseurs d’acides nucléiques, glucides, prostaglandines, vitamines,

stéroides, alcaloides...) pour I'industrie pharmaceutique. Ces composés, ainsi que de nombreux sous-
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produits tritiés formés pendant la synthéese des produits commerciaux, sont susceptibles d’étre

retrouvés dissous dans les rejets aqueux [McCubbin et al, 2001 ; Taylor, 2007 ; Hunt et al, 2009].

lll.  CIRCULATION ET TRANSFERT DU TRITIUM DANS L’ENVIRONNEMENT ET CHEZ L’'HOMME

[11.1. CIRCULATION DU TRITIUM DANS L'ENVIRONNEMENT

1.1.1. Dispersion du tritium aprés rejet dans I'atmosphére et dans les milieux

aguatiques

Le tritium est rejeté dans I’environnement majoritairement sous forme d’eau tritiée (HTO), et
dans une moindre mesure, sous forme de tritium moléculaire (HT) et de méthane tritié (CHsT). Apres
rejet, qu’il soit liquide ou gazeux, le tritium sous forme d’eau tritiée est intégré dans le cycle
géochimique de I'eau et est rapidement dilué dans les eaux de surface (ruisseaux, riviéres, océans)
ou par dispersion dans I'atmosphéere [Momoshima et al, 1991]. Les grandes capacités de dilution de
I’hydrosphere et de I'atmosphére réduisent la concentration moyenne de tritium a de trés bas
niveaux [McFarlane et al, 1979]. Le transport du tritium dans I'environnement (figure 5) peut étre
considéré comme identique a celui de I’'hydrogéne, et par conséquent, a celui de I'eau [Boyer et al,

2009].
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Figure 5 : Ciréulation et distribution du tritium dans I'environnement [Baglan, 2006].

Aprés l'injection de vapeur d’eau tritiée dans la stratosphere, le tritium est transporté vers la
troposphére a travers la tropopause. Cette zone étant relativement étanche, le transfert se fait
essentiellement au niveau des pdles ou existent des discontinuités de la tropopause [Belot et al,

1996]. Les processus atmosphériques d’élimination du tritium, appelés les dépots secs ou humides
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en fonction de I'implication, ou non, de précipitations, et les échanges avec les molécules de surface
entrainent ensuite la dispersion du tritium dans I'environnement.

Du fait de leur faible solubilité dans I'eau, les formes HT et CH3T sont essentiellement
entrainées par dépots secs, tandis que la vapeur d’eau tritiée, facilement échangée avec les gouttes
de pluie, peut étre entrainée a la fois par dépots secs et humides. L'eau de pluie a ainsi été
I'indicateur le plus sensible des grandes quantités de tritium injectées dans la stratosphére pendant
les essais nucléaires atmosphériques [Momoshima et al, 1991]. L'impact de ces essais sur les
concentrations en tritium retrouvées dans les eaux de pluie est clairement mis en évidence sur la
figure 6. Des valeurs de concentrations peuvent en effet étre trouvées sur le site officiel de I’AIEA
(Agence Internationale de I'Energie Atomique - http://www.iaea.org/), dans sa base de données
GNIP (Global Network of Isotopes in Precipitations). Aujourd’hui, le niveau tritium mesuré dans I'eau
de pluie est quasiment celui mesuré avant la période des essais nucléaires puisqu’une étude
espagnole a montré en 2007 que I'activité tritium des eaux de pluie était inférieure 3 0,6 Bq.L™
[Palomo et al, 2007 ].
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Figure 6 : Evolution de la teneur en tritium dans I'eau de pluie de 1960 a 2009 a Vienne, d’aprés les données
AIEA (Global Network of Isotopes in Precipitations, the GNIP database).

Les océans ont collecté une grande partie du tritium relaché par les essais nucléaires
atmosphériques sans pour autant voir leur concentration en tritium augmenter [Belot et al, 1996]. En
effet, 'eau tritiée apportée par la pluie ou par échange avec I'atmosphére se dilue dans une zone de
mélange pouvant s’étendre d’une centaine de metres a quelques kilométres, notamment dans
I’océan pacifique ou la mer du Japon ou il est reconnu que le tritium est distribué verticalement sur

1000 et 2000 m respectivement [Momoshima et al, 1991 ; Belot et al, 1996].
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11.1.2. Transfert du tritium dans les sols

Le comportement du tritium dans I'environnement, et notamment les processus de
migration a travers les différents compartiments environnementaux, est conditionné par les

processus de dépot et de réémission (figure 7).
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Figure 7 : Transfert du tritium dans les sols

11.1.2.1.  Absorption de I’hydrogéne tritié par le sol

L'apport au sol de tritium sous forme HT s’effectue par dépot sec en raison de la faible
solubilité de I’hydrogene dans I'eau. La vitesse de dépdt de I’hydrogene tritié sur les sols est liée au
type de sol, a sa teneur en micro-organismes oxydants, en eau et en air. Le parametre clé définissant
la vitesse de dépot est I'humidité du sol [ASN, 2010]. En effet, cette vitesse a tendance a diminuer
lorsque la teneur en eau du sol augmente. Elle est généralement comprise entre 10~ et 10° m.s™
[Belot et al, 1996 ; ASN, 2010]. L’hydrogéne tritié, au contact du sol, diffuse dans un premier temps a
travers les pores du sols puis est trés rapidement, dans les premiers centimetres, oxydé et
transformé en HTO (environ 1 % s™). Cette oxydation est attribuée & des micro-organismes
(bactéries, protozoaires, champignons...) produisant une enzyme oxydante (enzyme hydrogénase)
[Belot et al, 1996 ; Galeriu et al, 2008 ; Boyer et al, 2009]. Le taux de conversion dépend de
I'humidité et de la température du sol. Des expériences visant a définir les profils verticaux de
concentrations d’hydrogene tritié dans les sols ont été menées et ont permis de définir une
profondeur caractéristique de pénétration de I'hydrogene tritié dans les sols de I'ordre de 2,3 cm
[Belot et al, 1996]. L'espece HT, peu réactive, se retrouve donc sous forme d’eau tritiée, se mélange

ensuite a I'eau du sol pour suivre tous les cheminements de I’eau sous forme liquide ou vapeur [ASN,

2010].
11.L1.2.2.  Absorption de la vapeur d’eau tritiée par le sol

L’eau tritiée peut étre entrainée vers le sol par dép6t humide (précipitations) et infiltration

directe dans le sol ou par dépot sec. Ce dépot sec consiste en I'absorption du tritium de la vapeur
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d’eau atmosphérique par le sol, par I'intermédiaire d’échanges entre la vapeur d’eau tritiée arrivant
a l'interface sol-air et la vapeur d’eau déja présente dans les pores de la couche superficielle du sol
[Belot et al, 1996 ; ASN, 2010]. Cet échange implique donc un transport de la vapeur d’eau tritée
jusqu’a la surface, un échange entre eau tritiée et eau légére et la diffusion de I'eau tritiée dans le
sol. La vitesse de dépot de la vapeur d’eau tritiée au sol dépend donc de la teneur en eau du sol et
est généralement comprise entre 0,001 et 0,1 m.s™, soit 10 & 100 fois plus élevée que celle de
I’hydrogene tritié [Galeriu et al, 2008]. Cette vitesse diminue lorsque les concentrations en tritium de

la vapeur d’eau atmosphérique et de la vapeur d’eau dans le sol s’équilibrent.
I1.L1.2.3. Comportement des dépéts de tritium dans le sol

Tout le tritium déposé sur le sol s’integre finalement au pool « eau du sol » et participe donc
a tous les mouvements d’eau du sol, qu’il s’agisse d’évaporation, de transport vers les nappes
profondes ou de transfert dans les plantes [Boyer et al, 2009].

La majorité de I'eau tritée déposée au sol, entre 70 et 90 % selon une étude coréenne, est
réémise dans l'air par évaporation [Choi et al, 2000]. Dans ce phénoméne d’évaporation, les
molécules d’eau tritiée sont indépendantes des molécules d’eau légére, et leur transport par
diffusion est fonction de leur distribution initiale dans le sol et I'atmosphére. Lorsque la
concentration en eau tritiée est plus grande dans le sol que dans I'atmosphére, le systéme va tendre
vers un équilibre qu’il pourra atteindre avec une évaporation d’eau tritiée plus importante que d’eau
légere [Belot et al, 1996]. Le taux de réémission de I'eau tritiée du sol dans des conditions
stationnaires a été évalué a 1 % par heure [Belot et al, 1996]. Cette réémission est rapide dans les
premieres heures suivant le dépot de tritium puis décroit exponentiellement avec une période de
guelques jours [Boyer et al, 2009].

La fraction d’eau tritiée ne s’évaporant pas, elle peut étre absorbée par les végétaux par voie
racinaire et/ou migrer par diffusion dans les pores du sol. La concentration en eau tritiée de ceux-ci
est un reflet de I'’équilibre dynamique entre I'air et I'eau située dans les pores du sol suite a un rejet
récent ayant eu lieu dans le proche environnement [Kim et al, 2012]. Le profil de concentration en
profondeur évolue en fonction de I'absorption racinaire, de l'infiltration d’eau et de la diffusion. Des
études sur des sols cultivés ont montré que I'eau tritiée peut migrer sur une profondeur de 30 cm,
avec un maximum d’activité dans une couche de sol située a une profondeur de 5 a 10 cm (10 % de
I'activité apportée) [Belot et al, 1996 ; Choi et al, 2007].

Une partie de I'eau tritiée du sol peut étre utilisée pour la synthése de la biomasse par les
microorganismes, conduisant ainsi a l'intégration partielle de I'eau tritiée au sein de la matiére

organique [Boyer et al, 2009]. Une étude récente a ainsi montré que la majeure partie du tritium
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sous forme TOL dans le sol se situe dans la couche supérieure de celui-ci (0-5 cm) et peut étre un

reflet des rejets tritiés atmosphériques [Kim et al, 2012].

I11.2. TRANSFERT DU TRITIUM DANS LA VEGETATION

La compréhension des processus d’intégration de tritium dans les plantes par le tritium est
essentielle puisque les plantes chlorophylliennes sont a la base des chaines alimentaires. Par
conséquent, la compréhension des processus de transfert de ce radionucléide a I’homme passe par la
connaissance de son intégration dans les végétaux. Le comportement du tritium dans les végétaux
est déterminé par le fonctionnement hydrique du végétal qui conditionne I'absorption racinaire et
foliaire de I'eau, par les divers échanges entre les différents compartiments tritiés ainsi que par la
photosynthése et les processus métaboliques [ASN, 2010]. La figure 8 représente le schéma global

d’incorporation du tritium dans les végétaux a 'interface sol-plante-atmosphere.
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Figure 8 : Transfert du tritium de I’environnement aux végétaux.

Du fait de la tres faible solubilité du tritium moléculaire dans I'eau, le tritium sous forme
d’hydrogéne tritié n’est pas absorbé par la végétation [Belot et al, 1996]. Son incorporation résulte
donc de l'incorporation d’eau tritiée suite a I'oxydation de I'hydrogéne tritié, soit dans le sol, soit
directement sur les végétaux [McFarlane et al, 1979 ; Belot, 1986]. De méme, I'exposition foliaire a
du méthane tritié peut résulter en la contamination des plantes, mais, cette voie d’exposition est
rare et généralement négligeable [McFarlane et al, 1979]. Seule la forme eau tritiée est donc
susceptible d’étre incorporée dans les végétaux et rejoint ensuite le pool « eau tissulaire » de la

plante.
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11.2.1. Absorption de I’eau tritiée par la végétation

L'eau tritiée peut étre incorporée dans les végétaux par le systéme racinaire a partir de I'eau
tritée contenue dans le sol, et/ou par échange avec la vapeur d’eau tritiée de I'atmosphére par
I'intermédiaire des stomates (orifices de petite taille dans I'épiderme des végétaux permettant les
échanges gazeux et lieu privilégié pour les processus photosynthétiques) présents sur les parties
aériennes des plantes [ASN, 2010]. La concentration en tritium dans I'’eau constitutive de I'organisme
est donc liée a ces deux contributions. Pour certains auteurs, I'exposition d’'une plante au tritium par
voie racinaire est prépondérante par rapport a la voie foliaire puisque I'eau entre dans les plantes
essentiellement par I'intermédiaire des racines. Par conséquent, la contamination des végétaux est
principalement dépendante de la distribution et de la concentration de |'eau tritiée dans les sols
[McFarlane et al, 1979]. Cependant, des études plus récentes ont montré que la contribution du sol
au transfert de tritium vers la plante est en réalité tres limitée tandis que la voie foliaire joue un réle
primordial dans I'absorption du tritium au sein du végétal [Boyer, 2009]. Les activités du tritium dans
I’eau du sol (Cyro so)) de cette étude sont néanmoins relativement faibles puisque le rapport moyen
Curo soi/ Curo air €5t compris entre 0,21 et 0,30 pour les couches de sol supérieures. Par conséquent,
I"'apport de tritium au sein des organismes par le sol, via les racines, est limité et le tritium est
essentiellement absorbé par les parties aériennes des plantes. D’autres auteurs se basent sur
I’hypothése selon laquelle le tritium dans I'eau de la plante a une origine essentiellement
atmosphérique puisqu’il a été reporté que la contribution d’'une contamination au tritium par voie
atmosphérique est quatre fois supérieure a la contribution due au transfert de tritium par voie
racinaire [Diabaté et Strack, 1997 ; Raskob, 1995]. Si la teneur en tritium dans les sols a pu étre le
facteur prépondérant pour la contamination des plantes dans les années 1970 — 1980, la diminution
globale des concentrations en tritium dans I'environnement depuis lors tend a inverser cette

tendance.
I1.2.1.1.  Absorption de I’eau tritiée par voie racinaire

Plus de 99 % de I'eau entrant dans les plantes est absorbé par les racines, puis circule de
celles-ci jusqu’aux feuilles ou une partie s’évapore a travers les stomates [McFarlane et al, 1979].
L'autre partie de I'eau absorbée par les racines est diluée dans le pool d’eau du végétal (cellulaire et
extracellulaire). L'exposition de la plante au tritium est largement dépendante de la concentration et
de la distribution de I'eau tritiée dans le sol. La concentration du tritium dans I'eau des racines est
ainsi sensiblement égale a sa concentration moyenne dans |'eau de la zone du sol ou se développent
les racines. De méme, la durée de cette exposition est déterminée par le temps de résidence du
tritium dans ce sol [McFarlane et al, 1979 ; Belot et al, 1996]. Le temps de résidence du tritium,

absorbé du sol dans la végétation dépend de la taille, de I’age, de la morphologie du végétal ainsi que
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de la disponibilité de I'eau du sol et des conditions atmosphériques. Il peut varier de quelques
minutes a plusieurs jours et est plus long lorsqu’une plante est cultivée sur un sol contaminé

[McFarlane et al, 1979 ; Belot, 1986 ; Belot et al, 1996].
111.L2.1.2.  Absorption de I’eau tritiée par voie foliaire

Le mécanisme de marquage des plantes le plus important suite a une exposition
atmosphérique est un échange gazeux entre les stomates et I'atmosphere [Kline et Stewart, 1974].
L'absorption d’eau tritiée par les feuilles s’effectue essentiellement par transfert diffusif a travers les
orifices stomatiques. Ce phénomene est principalement controlé par les conditions climatiques
(température, humidité relative, lumiere) et la physiologie de la plante (densité stomatale, age des
feuilles...) [Boyer et al, 2009 ; Galeriu et al, 2013]. Le flux de tritium a travers les surfaces foliaires est
proportionnel a la différence des concentrations volumiques de la vapeur d’eau tritiée dans
I’'atmosphere et a la surface des feuilles [Belot et al, 1996]. La vitesse d’échange varie également en
fonction des conditions d’ouverture et de fermeture des stomates. Les échanges gazeux sont donc
beaucoup plus rapides en journée, lorsque les orifices sont ouverts, que la nuit lorsqu’ils sont fermés
ou partiellement fermés [Kline et Stewart, 1974 ; Belot et al, 1996]. Il existe cependant, dans des
conditions nocturnes, une incorporation d’eau tritiée non négligeable méme si les stomates sont
fermés [Galeriu et al, 2013]. A titre d’exemple, pour des jeunes plants de laitue, les taux
d’incorporation d’eau tritiée par les feuilles dans les conditions nocturnes ou diurnes sont
pratiquement équivalents [Boyer, 2009 ; Galeriu et al, 2013]. Ces taux sont dépendants du stade de
développement des organismes puisqu’a maturité des laitues, le taux d’incorporation d’eau tritiée
dans les conditions nocturnes est 88 % moindre que dans les conditions diurnes [Boyer et al, 2009 ;
Galeriu et al, 2013].

Une fois a l'intérieur de la cavité stomatale, la vapeur d’eau est absorbée puis se mélange a
I’ensemble des liquides du systeme [McFarlane et al, 1979]. L’activité de I’eau des feuilles des plantes
reste toujours inférieure a la vapeur d’eau atmosphérique, méme quand les expositions sont
suffisamment longues pour arriver a un état d’équilibre dynamique. En effet, I'eau tritiée des feuilles
est diluée par I’eau non-contaminée provenant du sol [Kline et Stewart, 1974 ; Belot et al, 1996].
L’élimination de I'eau tritiée des plantes dépend de la transpiration de celles-ci [Kline et Stewart,
1974]. Ainsi, la majeure partie du tritium des feuilles disparait avec une demi-vie de 30 minutes
[Belot et al, 1996]. Cependant, lorsque la transpiration est lente, le temps de résidence de |'eau
tritiée a la surface évaporative est plus long, permettant ainsi la diffusion de I’eau a travers la surface

et le transport de celle-ci dans d’autres portions de la plante [McFarlane et al, 1979].
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11.2.2. Incorporation du tritium dans la matiére organique

Les plantes sont les principaux contributeurs a la formation du tritium organiquement lié, et
les mécanismes d’incorporation du tritium different en fonction de la fraction échangeable ou non
échangeable [Diabaté et Strack, 1993]. En effet, deux processus gouvernent I'incorporation dans la
matiere organique : les réactions d’échange entre I'eau tissulaire et les positions « hydrogéne

échangeable » et la photosynthése [Guenot et Belot, 1984].
I11.2.2.1.  Incorporation du tritium organiquement lié échangeable

Certains atomes de tritium initialement présents dans la fraction eau tissulaire de la plante
peuvent se retrouver en position organiquement liée échangeable suite a des réactions d’échanges
isotopiques dans les tissus végétaux [Belot, 1986]. Le taux d’échange dépend de la configuration de
la molécule et de I'accessibilité des atomes d’hydrogéne situés sur les positions dites échangeables.
Les atomes d’hydrogéne les plus accessibles peuvent étre échangés rapidement en quelques
secondes tandis que ceux situés a I'intérieur de macromolécules enroulées sur elles-mémes ne sont
échangés que trés lentement [Belot et al, 1996]. L’incorporation du tritium sous forme échangeable
se fait sans aucun fractionnement isotopique. La contamination avec l'eau tritiée entraine un
marquage uniforme de la fraction échangeable, et il a été montré que la fraction TOL-E est en
équilibre avec I'eau tissulaire et se comporte de la méme maniére [Guenot et Belot, 1984 ; Diabaté et

Strack, 1993].
I11.l2.2.2.  Incorporation du tritium organiquement lié non échangeable

111.2.2.2.1. Formation du TOL-NE

La voie principale d’incorporation de tritium au sein des diverses structures moléculaires
organiques est la photosynthése, dont I’équation bilan est rappelée dans I’équation 6 [Belot, 1986 ;
IRSN, 2009a ; ASN, 2010].

C0, + 2H,0 + hv - CH,0 + 0, + H,0 Eq. 6

La photosynthése peut donc impliquer de I'eau tritiée pour former un sucre tritié (équation 7).

CO, + H,O0 + HTO + hv - CHTO + 0, + H,0 Eq.7
En moyenne, les glucides produits lors de la photosynthése sont la cellulose et 'amidon (80-85 %), le
sucrose (10-15 %) et le glucose (5 %) [Kim et al, 2002]. Des études ont montré que le tritium est
incorporé 3 a 10 fois plus vite dans des conditions lumineuses que dans |'obscurité, prouvant ainsi
que le tritium organiquement lié est majoritairement formé via la photosynthése mais qu’il peut
également étre formé a la suite d’autres réactions, notamment des processus biochimiques comme
des réactions enzymatiques, la respiration cellulaire ou le cycle des acides tricarboxyliques (cycle de

Krebs) [Moses et Calvin, 1959 ; Thompson et Nelson, 1971 ; Guenot et Belot, 1984]. Lors de ces
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études, indépendamment des conditions lumineuses considérées, du tritium organiquement lié est
retrouvé dans de nombreuses molécules. Celles-ci sont les premiers produits de la photosynthese et
appartiennent a des familles de composés différentes (sucres, acides aminés, acides organiques) :
glucose, fructose, sucrose, acide aspartique, acide glutamique, acide malique, acide citrique, acide
succinique... Ces observations démontrent ainsi la grande capacité de dispersion du tritium dans les
organismes auxquels il a été incorporé, et son incorporation probable dans des molécules plus
complexes comme des protéines, lipides ou polysaccharides [Diabaté et Strack, 1993 ; Kim et al,
2013a). La quantité de tritium incorporée a la matiere organique dépend de I'état de développement
de I'organisme au moment de la contamination, et la période biologique du TOL-NE est estimée a 25

jours [Choi et al, 2002 ; Choi et al, 2005 ; Korolevych et Kim, 2013].

111.2.2.2.2. Fractionnement isotopique

La différence de masse entre le tritium et I’hydrogéne entraine une discrimination isotopique
non négligeable dans les processus chimiques et biologiques. Le tritium est défavorisé par rapport au
protium dans les réactions enzymatiques d’incorporation de I’hydrogéne sous forme non
échangeable [Diabaté et Strack, 1993 ; Belot et al, 1996]. Par conséquent, les molécules organiques
formées par réactions enzymatiques sont un peu appauvries en tritium par rapport a l'eau
environnante [Belot et al, 1996]. A I'inverse, la pression de vapeur saturante de I'eau tritiée étant de
9 % inférieure a celle de I'eau légere, il est probable que, pour une plante en équilibre isotopique a
I'interface sol-plante-atmosphére, et dans des conditions d’évaporation normales, la teneur en
tritium de ses feuilles soit accrue de 9 % par rapport a I'eau légére [Garland et Ameen, 1979].
Lorsque le tritium ensuite incorporé est lié a un atome de carbone, la liaison est rompue beaucoup

plus difficilement qu’une liaison C-H [Diabaté et Strack, 1993].

111.2.2.2.3. Translocation du TOL dans les plantes

Le phénomeéne de translocation conduit a la dispersion de molécules organiques tritiées dans
I’organisme et vers des organes initialement non contaminés [Thompson et Nelson, 1971 ; Belot,
1986]. Le taux d’incorporation du tritium dans les différentes parties de la plante, et notamment
dans les organes de stockage dépend du stade de développement de la plante et de la durée
d’exposition. Il est plus grand lorsque I'exposition a lieu lors de la période de croissance de
I'organisme (période végétative). Le renouvellement des molécules tritiées dans les organes de
stockage est relativement lent, et le TOL-NE incorporé lors d’une simple exposition ne diminuera pas

de maniére significative tant que la plante n’aura pas été récoltée [Diabaté et Strack, 1993].
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[11.3. TRANSFERT DU TRITIUM AUX ANIMAUX ET A L'HOMME

L'ingestion et I'absorption de vapeur d’eau par inhalation et par passage au travers de la
peau sont les deux processus permettant I'incorporation du tritium dans les animaux, et par voie de

conséquences, chez I’homme (figure 9) [ASN, 2010].

Transpiration

Respiration

-
e [RX ] \NEC

Abreuvage
Ingestion ¢

HTO HTO

TOL

Denrées

HTO
TOL

Figure 9 : Transfert du tritium dans la chaine alimentaire (d’aprés [ASN, 2010]).

111.3.1. Incorporation du tritium dans les animaux

111.3.1.1.  Absorption

L’hydrogene tritié étant peu soluble dans I'eau et dans les fluides corporels, son assimilation
dans les organismes résulte principalement en son oxydation sous forme d’eau tritiée par les
organismes l'inhalant. Il a notamment été montré que moins de 0,1 % de I'activité tritium présente
dans I'atmosphére sous forme HT apparait dans les fluides corporels de rats sous forme d’eau tritiée
[Pinson et Anderson, 1950]. Le tritium peut donc étre absorbé par les organismes sous sa forme eau
tritiée ou sous sa forme tritium organiquement lié [Belot et al, 1996].

L'absorption de tritium par inhalation de vapeur d’eau tritiée est trés importante puisque
99 % du tritium inhalé sous cette forme est retenu dans I'organisme. L’eau tritiée diffuse ensuite
rapidement a travers toutes les membranes cellulaires et s’équilibre avec les fluides corporels en
guelques minutes [Belot et al, 1996]. L’absorption transcutanée est a peu pres équivalente a
I’absorption par inhalation et est dépendante de la température de la peau. L'eau tritiée peut
également étre directement ingérée via I'eau de boisson ou I'alimentation. Elle apparait ensuite en
guelques minutes dans le sang, dans les divers organes, fluides et tissus du corps [Belot et al, 1996].
Une faible quantité de tritium, incorporée sous forme d’eau tritiée, peut étre intégrée dans les
molécules organiques des organismes sous forme de TOL-NE via des réactions enzymatiques.

Le tritium peut également étre ingéré directement sous sa forme organiquement liée par

I'intermédiaire de nourriture tritiée. Le tritium ainsi incorporé peut étre oxydé sous forme d’eau
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tritiée ou suivre les mémes processus métaboliques que les molécules non-tritiée auxquelles il est lié
[Belot et al, 1996]. Par conséquent, l'identification de ces molécules porteuses de tritium est
essentielle pour avoir une meilleure appréhension de la distribution et du devenir du tritium dans
I'organisme humain.

Le pourcentage de tritium incorporé dans la matiére organique est significativement plus
élevé suite a I'ingestion de nourriture tritiée (4,1 a 4,2 %) que suite a I'ingestion d’eau tritiée (0,3 a
0,7 %) mais reste relativement faible [Belot et al, 1996]. Il a été montré dans des études sur des rats
et des porcs nourris avec de la nourriture contaminée et de l'eau tritiée que le tritium
organiquement lié n’était pas distribué de maniére homogéene parmi les différents organes. De plus,
au sein méme d’un simple organe, le TOL a été retrouvé de maniéere non uniforme dans les différents

constituants de celui-ci, comme dans les acides aminés [Konig, 1990].
111.3.1.2.  Elimination

Le tritium est généralement éliminé du corps des animaux sous forme d’eau tritiée (urines,
féces, vapeur d’eau exhalée, transpiration). La relation entre le volume d’eau dans I'animal et Ia
perte d’eau journaliere est le facteur déterminant du temps de renouvellement du tritium dans le
corps une fois que I'animal a été contaminé. Habituellement, 97 % du tritium est éliminé avec une
demi-vie de quelques jours (10 jours) [ICRP, 1979]. Le reste du tritium, correspondant a la fraction
tritium organique est éliminé avec des demi-vies plus longues, de quelques dizaines (40 jours) a
quelques centaines (350 jours) de jours, selon le métabolisme des molécules organiques tritiées

[ICRP, 1979 ; Belot et al, 1996 ; Taylor, 2003].

111.3.2. Le tritium dans I'alimentation humaine

L’incorporation du tritium, a partir de la chaine alimentaire, par ’homme est déterminée par
le métabolisme de I’hydrogéne dans le corps humain. Bien que la proportion massique de
I’hydrogene dans le corps humain ne soit que de 10 %, il représente en réalité plus de 60 % de ses
atomes constitutifs. Un « homme standard » (70 kg) [ICRP, 1975] est ainsi constitué de 7 kg
d’hydrogéne, dont 68 % sous forme aqueuse [Garland et Ameen, 1979]. Chaque jour, 2,1 x 10*®
atomes d’hydrogéne (350 g d’hydrogéne) ou 5 % de la totalité des atomes d’hydrogéne du corps
participent aux divers processus métaboliques. La possibilité d’une substitution d’'un atome de
tritium a un atome d’hydrogene est donc d’un intérét majeur puisque le tritium sera susceptible
d’étre impliqué dans tous les processus métaboliques corporels [Konig, 1990].

La voie principale de transfert du tritium organique a ’lhomme est son incorporation suite a
I'ingestion de nourriture contaminée. Certains auteurs s’intéressent donc aux teneurs en tritium des

produits de I'alimentation, et ont notamment évalué les activités en eau libre et tritium
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organiquement lié d’un large panel de denrées européennes. Celles-ci s’échelonnaient de 1 3 4 Bq.L™

dans des échantillons tels que des endives ou du camembert [Hisamatsu et al, 1990].

L'incorporation du TOL dans le corps humain et dans les organes dépend de la forme
chimique initiale de ce dernier puisque la nature de la liaison chimique entre le tritium et les autres
atomes conditionne son comportement [Kénig, 1990]. Dans la plupart des cas, il ne s’agit que de
tritium organiquement lié non échangeable. En effet, le tritium organiquement lié échangeable est
facilement éliminé suite a des échanges isotopiques qui ont pu se produire lors du stockage des
denrées dans une atmosphére non contaminée ou lors du traitement de celles-ci (rincage
notamment) [Diabaté et Strack, 1993]. Une importante fraction du TOL ingérée est oxydée suite a
des processus métaboliques en HTO et rejoint donc le pool eau libre corporelle. Une autre fraction
peut participer aux divers processus métaboliques et étre transformée en un autre type de tritium
organiquement lié. La fraction organique des aliments est principalement constituée de protéines a
haut poids moléculaire, de sucres et de graisses. Ces molécules sont digérées apres ingestion, c'est-a-
dire réduites a de plus petites molécules (acides aminés, monosaccharides, acides gras, nucléotides)
suite aux processus hydrolytiques. Ces molécules sont ensuite transférées, via le flux sanguin, aux
organes qui les utiliseront pour divers processus métaboliques. Ainsi, une partie du TOL-NE ingéré est
utilisée pour la production d’énergie, résultant en la production d’adénosine-5’-triphosphate (ATP),
de dioxyde de carbone et d’eau tritiée. Cette eau est ensuite intégrée au pool d’eau corporelle et se
comporte donc comme celle-ci (temps de résidence). Une autre fraction est utilisée pour la synthése
de composants fonctionnels du corps tels que des enzymes, des hormones ou des sécrétions
corporelles, la plupart de ces composés étant des protéines. Enfin, une derniere fraction du TOL-NE
ingéré est utilisée pour la synthese de réserves corporelles, et particulierement les graisses dans les
tissus adipeux. Dans ces deux derniers cas, le TOL-NE est susceptible d’étre utilisé a tout instant pour
la synthése de nouvelles molécules, d’étre sécrété ou d’étre stocké et de perdurer dans les

organismes [Diabaté et Strack, 1993 ; Taylor, 2007 ; Hunt et al, 2009].

IV. IMPACT DU TRITIUM SUR LES ORGANISMES VIVANTS

IV.1. BIOCINETIQUE DES COMPOSES TRITIES DANS L’ORGANISME

Le comportement du tritium incorporé dans les organismes est fonction de sa forme
chimique initiale. Ainsi, la biocinétique des molécules marquées dépend de la structure chimique et

de la position du tritium dans la molécule.
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L'eau tritiée est la forme majoritairement incorporée dans les organismes, et méme si
I’hydrogeéne tritié peut s’absorber par voie transcutanée ou si le tritium peut étre ingéré par
I'intermédiaire de composés organiques tritiés, la forme majoritaire résultant des mécanismes
d’oxydation et des différents processus métaboliques reste I'eau tritiée. L'eau tritiée incorporée par
un organisme vivant se comporte de la méme fagon que I'eau constitutive de I'organisme. Elle diffuse
a travers les membranes cellulaires et s’équilibre rapidement avec les fluides corporels pour étre
répartie de maniere homogene dans le corps. L'eau tritiée est retenue dans I'organisme avec une
période biologique d’une dizaine de jours, période correspondant au renouvellement de I'eau libre
corporelle. Elle est ensuite éliminée normalement par la transpiration, par l'air expiré et par
|’excrétion urinaire [Hill et Johnson, 1993 ; Belot et al, 1996 ; Trivedi et al, 1997 ; ASN, 2010].

Le tritium sous forme organique est toutefois a considérer dans les organismes. En effet, une
faible fraction d’eau tritiée (3 %) contribue aux synthéses organiques intracorporelles, entrainant
ainsi I'incorporation du tritium dans des molécules organiques telles que des protéines, des sucres...
De plus, des composés organiques tritiés peuvent étre directement incorporés par ingestion ou
inhalation de composés organiques volatils. Il est considéré que 50 % du tritium ingéré sous forme
organique sont transformés en HTO mais que 50 % restent sous cette forme organique [Galeriu et al,
2005 ; IRSN, 2009b]. Ces composés entrent ensuite dans le sang puis peuvent étre utilisés en tant
que précurseurs pour des réactions métaboliques, voire étre incorporés dans les composants des
organes. L’incorporation dans les tissus corporels est plus ou moins importante selon le composé
chimique considéré puisque la distribution du tritium et son temps de résidence varient en fonction
du taux de dégradation métabolique de la molécule considérée. Ces formes de tritium organique
sont retenues a plus long terme dans les organismes et le modéle biocinétique actuel considére deux
compartiments ayant des périodes biologiques respectives de 40 (entre 21 et 76) et de 450 (entre
280 et 550) jours. En effet, certains composés tritiés peuvent suivre le taux de renouvellement du
carbone dans I'organisme, estimé a 40 jours [ICRP, 1979] . D’autres peuvent étre incorporés dans des
composés de type collagéne, lipides ou dans le cerveau et demeurer plus longtemps dans les
organismes [Hill et Johnson, 1993 ; Okada et Momoshima, 1993 ; Belot et al, 1996 ; Galeriu et al,
2005 ; IRSN 2009b].

Dans une étude récente [Hunt et al, 2009], des mesures d’eau tritiée et de tritium sous forme
organique dans des excrétions d’individus ont été effectuées sur une période de 100 a 150 jours. Ces
volontaires ont été exposés au tritium suite a I'ingestion de poissons (soles) tritiés et ont éliminé le
tritium avec une période de 4 a 11 jours, valeurs en accord avec la période biologique de 10 jours
pour I’élimination de I'eau tritiée préconisée par la CIPR (Commission Internationale de Protection

Radiologique). Ainsi, les individus ont incorporé du tritium par l'intermédiaire de soles dans
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lesquelles les concentrations en tritium organique s’échelonnaient de 4300 a 15500 Bqg.kg™' de
matiére fraiche. Les auteurs ont montré que le tritium est principalement excrété dans I'urine sous
forme d’eau tritiée. A titre d’exemple, la quantité de tritium sous forme d’eau tritiée dans les urines
d’'une femme de 38 ans recueillies le jour suivant I'ingestion du poisson s’élevait a 282 Bq tandis que

la quantité de tritium sous forme de tritium organiquement lié s’élevait a 163 Bq.

IV.2. DOSIMETRIE DU TRITIUM

La dose regue, apres exposition aux rayonnements, dépend de leur nature et de leur énergie.
L’exposition aux rayonnements modifie les constituants de I'organisme a I’échelle des atomes et des
molécules, pouvant entrainer des modifications de I’ADN, des cancers, des modifications du
patrimoine génétique, une mortalité cellulaire...[Belot et al, 1996]. Le stress radiatif que peut
engendrer le tritium est principalement lié a 'irradiation interne entrainée en cas d’incorporation du
tritium dans les organismes. Son impact dosimétrique dépend de sa forme physico-chimique. La
majeure partie de la dose recue par la population résulte de I'incorporation de I'eau tritiée et non
pas de celle de tritium sous forme organique via la chaine alimentaire [IRSN, 2009b].

Ainsi, le tritium sous forme d’eau tritiée, réparti de maniere homogeéne dans |'organisme
distribue une dose uniforme dans le corps. Cependant, une fraction de cette activité est métabolisée
sous forme organique, et la dose entrainée par ce tritium organique a été évaluée a 10 % de la dose
due au tritium dans 'eau corporelle [Trivedi et al, 1997]. Dans le cas d’une exposition apres rejets
atmosphériques d’eau tritiée, il a été montré que le TOL contribue pour 11 a 50 % de la dose totale
liée au tritium [Korolevych et Kim, 2013].

Les composés organiques tritiés localisés dans des cellules spécifiques entrainent une dose
non homogene en fonction de I'organe ou macromolécule considéré [Hill et Johnson, 1993]. En effet,
la faible énergie du rayonnement émis lors de la désintégration du tritium conduit a un dépdt
d’énergie local pouvant amplifier les conséquences biologiques. Le parcours moyen du rayonnement
béta étant du méme ordre de grandeur que la dimension du noyau cellulaire, 70 % de I'énergie se
dépose dans le noyau lors de I'intégration du tritium a I’ADN [ASN, 2010].

Le tritium peut également étre ingéré directement sous forme organique, et il est reporté
que la dose due a lincorporation de tritium sous cette forme est, pour une méme activité
incorporée, supérieure d’'un facteur 2 environ a la dose due au tritium sous forme d’eau tritiée [IRSN,
2009b].

Les doses efficaces par unité d’incorporation (DPUI), correspondant a la somme des doses
équivalentes pondérées par un facteur de risque associé a chaque organe, déterminées chez I'adulte

sont reportées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : DPUI chez I'adulte en fonction de la forme
physico-chimique du tritium et de son mode
d’incorporation dans I'organisme [ICRP, 1995 ; ICRP, 1996 ]

Composé / mode d’incorporation DPUI adulte (Sv.Bq™)
HT / inhalation 1,8 x 10"
HTO / inhalation 1,8 x 10™
HTO / ingestion 1,8x10™"
CH,T / inhalation 1,8x10"
Tritium organique / inhalation 4,1x10™"
Tritium organique / ingestion 4,2 x 10"

La dose annuelle due a I'exposition au tritium d’origine naturelle est estimée a 0,01 uSv,
valeur a comparer avec la dose annuelle liée a I'exposition a la radioactivité d’origine naturelle qui

est de 3,7 mSv [Le Guen, 2008, Belot et al, 1996, ASN, 2010].

IV.3. EFFETS BIOLOGIQUES DU TRITIUM

Chez 'lhomme, I'action biologique du rayonnement béta émis par le tritium est due aux
périodes effectives des composés tritiés dans I'organisme qui peuvent varier d’une dizaine de jours,
pour I'eau tritiée, a quelques semaines voire plusieurs années dans le cas du tritium organiquement
lié. Globalement, 80 a 90 % de la dose délivrée par le tritium est liée a 'eau tritiée qui est répartie
uniformément dans I'organisme. La proportion de tritium organique est faible par rapport a I'eau
tritiée mais sa distribution n’est pas homogene dans toutes les cellules. Dans les expositions
chroniques, I'accumulation est plus importante dans les lipides du systéme nerveux central que dans
la peau, le muscle, le foie et les cellules adipeuses [Belot et al, 1996].

En raison du peu de données disponibles concernant la toxicité du tritium chez 'homme, le
risque associé au tritium est essentiellement basé sur les expériences cellulaires ou animales. Ce type
d’expériences montre qu’une exposition a I’eau tritiée ou a de la thymidine tritiée peut entrainer des
altérations de la prolifération cellulaire, des augmentations de I'apoptose, des risques de cancers, de
mutations...[Di Giacomo et al, 2011 ; Okada et Momoshima, 1993 ; Paquet et Métivier, 2008]. Les
activités auxquelles sont exposées les cellules sont cependant trés élevées (de 'ordre du kBg.mL™ ou

de la dizaine de kBq.mL™ par exemple [Di Giacomo et al, 2011]).

Iv.3.1. Effets cellulaires

L’estimation du risque a long terme lié a I'exposition au tritium est liée a son incorporation

dans I’ADN. Le tritium peut ainsi étre intégré par l'intermédiaire du tritium incorporé dans les
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précurseurs biologiques c’est a dire du tritium organiquement lié ou des molécules organiques
tritiées rejetées dans I'environnement. Les Iésions entrainées par cette incorporation peuvent avoir
deux origines. La premiére peut étre un dommage causé par le rayonnement béta, susceptible de
produire 0,1 cassure double brin par noyau cellulaire. A titre de comparaison, les radicaux libres
générés par l'oxygéne respiré entrainent plusieurs dizaines de cassures doubles brins par noyau
cellulaire et par jour [Straume, 1993]. La deuxieme, d’'importance biologique faible, peut étre un
dommage causé par la transmutation du tritium en hélium-3. L’atome d’hélium ainsi formé a une
liaison faible avec le carbone, qui, apres dissociation, conduit a un carbone réactif chargé
positivement qui peut entrainer des cassures simple brins [Belot et al, 1996].

L'efficacité biologique relative (EBR) du tritium a été évaluée, pour des effets et des doses
déterminées sur des lignées cellulaires de rongeurs ou humaines, ou sur des animaux, par
comparaison avec des rayonnements de référence (rayonnement y du cobalt-60 ou du césium-137).
Les résultats montrent que I'EBR dépend de I'organisme ou de la cellule considérée ainsi que de la
dose délivrée. Il y a donc autant d’EBR que d’effets biologiques observés [Belot et al, 1996 ; Paquet et

Métivier, 2008].

1v.3.2. Risque chez ’homme

D’une maniére générale, les travailleurs du nucléaire, la population voisine de sites
nucléaires et les enfants de travailleurs du nucléaire sont les trois types de populations qui ont fait
I'objet d’études épidémiologiques. Néanmoins, la plupart de ces études sont peu informatives
puisqu’elles ne contiennent pas suffisamment de données pour estimer le risque lié a I'exposition au
tritium. Les résultats ne montrent pas de risque spécifique associé au tritium, et concernent des
populations ayant été exposées au tritium mais également a d’autres types d’expositions (gamma,
neutrons) [AGIR, 2007 ; IRSN, 2009b]. A ce jour, une étude de mortalité rassemblant des données

concernant des travailleurs du nucléaire monoexposés au tritium est en cours.

1Iv.3.3. Distribution du tritium organiquement lié dans les organismes

L'incorporation du tritium dans les tissus organiques et son élimination dépend du caractere
chimique ou biologique de chaque composé tritié, mais également de I'activité métabolique de
chaque tissu. Dans une étude visant a comparer le métabolisme du tritium organiquement lié a celui
de I'eau tritiée chez le rat, il a été montré que les composés organiques sont retenus plus longtemps
dans les organismes que l'eau tritiée. L'incorporation du tritium dans les tissus individuels est
dépendante de la forme chimique initiale de la molécule tritiée au sein de la nourriture ingérée et de

I'activité métabolique de chaque tissu. Ainsi, de plus grandes concentrations en tritium (tritium total
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et tritium organiquement lié) sont mesurées aprés exposition des animaux a des acides aminés ou
précurseurs d’acides nucléiques tritiés (lysine, thymidine, uridine) tandis que de plus faibles
concentrations sont mesurées apres exposition a des glucides tritiés (glucose, glucosamine). Cette
différence peut s’expliquer par le fait que les acides aminés et précurseurs d’acides nucléiques sont
utilisés pour la synthese des protéines, constituants majoritaires des cellules des organismes, tandis
que les sucres sont plutot utilisés pour la production d’énergie. De plus, des différences significatives
les reins, les poumons et le cceur. Cependant, des similarités dans cette distribution sont constatées
puisque, quel que soit le composé tritié auquel les animaux ont été exposés, la concentration en
tritium organiquement lié est plus faible dans le cerveau que dans le foie (45 % plus faible apres
exposition a du glucose tritié) [Takeda, 1991]. Dans une étude récente visant a étudier la formation
de tritium organiquement lié dans des poissons (truites arc-en-ciel) exposés a de I'eau et de la
nourriture tritiée, les auteurs ont montré que la concentration en tritium organiquement lié est plus
importante dans les viscéres (foie, coeur, reins, rate) que dans les muscles. lls I'expliquent par le fait
que le tritium organiquement lié est d’abord formé dans les organes internes puis transféré aux

muscles [Kim et al, 2013b].

Les conclusions des différents rapports [ASN, 2010 ; AGIR, 2007] font état d’un manque de
connaissances concernant le comportement des formes organiques du tritium et notamment dans
les réseaux trophiques. Des connaissances supplémentaires sont indispensables sur la nature de ces
composés organiques, sur leur spéciation physico-chimique dans I'environnement et sur leur
éventuelle capacité de bioamplification dans les chaines trophiques [ASN, 2010]. Le transfert du
tritium sous ses différentes formes a 'lhomme passe par I'identification des composés susceptibles
d’étre vecteurs du radionucléide, et par conséquent, passe par la connaissance des principales

familles de molécules constitutives des produits de la chaine alimentaire.

V. LES PRINCIPAUX COMPOSANTS CHIMIQUES DES PRODUITS DE LA CHAINE ALIMENTAIRE

En tant que dernier maillon de la chaine alimentaire, 'homme est susceptible d’ingérer le
tritium présent dans des végétaux (fruits ou légumes) et dans des produits animaux (viande, lait)
potentiellement contaminés suite a leur exposition au tritium sous ses diverses formes. L’animal peut
ingérer le tritium aussi bien sous forme d’eau tritiée que de tritium organiquement lié, et également,
étre exposé a des composés tritiés ayant des périodes effectives différentes. A titre d’exemple, les
rejets liquides de molécules organiques tritiées en baie de Cardiff (de 'ordre de 500 TBqg.an™ dans les

années 1990) ont « marqué » la chaine alimentaire de I'environnement estuarien puisque des
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facteurs de concentration importants (jusqu’a des valeurs de 7000) ont été observés dans la faune
marine [ASN, 2010]. Afin d’estimer I'impact d’une contamination au tritium suite a I'ingestion d’'une
denrée, il est important de connaitre les différentes molécules tritiées susceptibles d’étre
incorporées dans |'organisme. Ce paragraphe dresse donc un apercu des principales familles de

molécules constitutives des aliments.

V.1. STRUCTURE DES ALIMENTS

V.1.1. Structure de base

Tous les aliments de I’'homme ont une origine biologique et peuvent étre issus de produits
animaux ou de produits végétaux. L'unité de base de tous ces produits est la cellule, et qu’elle soit

végétale ou animale, les mémes constituants la composent (tableau 3).

Tableau 3 : Composition chimique (en %) des cellules animales et végétales [Siret, 2004]

Constituants Cellule
Animale Végétale
Eau 66 =
Protides 16,8 3,5
Lipides 10,3 0,8
Glucides 0,9 18,7
Substances minérales 6 3

Les glucides ont une place prépondérante dans la composition des cellules. Les protides et les
lipides sont quant a elles des substances organiques trés majoritaires dans les cellules animales
[Siret, 2004]. Au sein de ces cellules ont lieu les divers processus métaboliques, notamment la
photosyntheése pour les cellules végétales, qui conduisent ensuite a la diversité des produits
alimentaires. Le tritium organiquement lié étant directement issu de la photosynthése, les produits
végétaux bruts sont d’un grand intérét pour tenter d’identifier les composés tritiés susceptibles
d’étre incorporés par 'homme. De plus, les produits végétaux sont la base de I'alimentation de
nombreux animaux et, par voie de conséquence, constituent le premier maillon de la chaine

alimentaire.

V.1.2. Produits végétaux

La dénomination « produits végétaux » fait référence a toute denrée directement issue du
végétal, c'est-a-dire les céréales, les légumes et les fruits. Les produits résultant de la transformation

de ces denrées de base, tels que les pates alimentaires, ne seront pas abordés. Le tableau 4 présente
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de maniére succincte la proportion des diverses familles de molécules constitutives des principaux

végétaux faisant partie de I'alimentation humaine.

Tableau 4 : Composition caractéristique (%) des différentes catégories de produits alimentaires végétaux d’apres

[Siret, 2004]

Céréales Légumes secs Produrc,s Légumes frais Fruits
amylacés
. , . . . Pomme de Pomme,
Riz, blé, mais... Lentilles, pois... Salade, carotte... .
terre framboise...
Eau 8a18 11317 752 80 90 85290
Protides 7318 20a 25 2 3 np
Lipides 228 np np 1 np
Amidon 55365 45 a 50 16 np np
Autres Glucides 2al0 a-galactosides np 1a5 12
Fibres 1a8 8a1l8 3 234 np
Sels minéraux 226 np np np np
Vitami
Acidézaor:l:iic'ues Acides
Autres - - Vitamine C .g ques, organiques
Constituants R
) (0,5a1,5)
aromatisants

np : non précisé

L'unité de base constitutive de la plupart des composés majoritaires répertoriés dans le
tableau 4 est I’hexose (CgH1,0¢), dont les isomeéres (fructose, glucose...) peuvent étre retrouvés de
maniéere unitaire (oses ou sucres simples) ou assemblés (osides ou sucres complexes) pour former
des molécules plus complexes. Ainsi, 'amidon, molécule de réserve énergétique des végétaux, est un
polysaccharide constitué de chaines de D-glucose. Les fibres sont des macromolécules complexes
constituées de mélanges de glucides provenant essentiellement des parois cellulaires des végétaux
(cellulose, hémicellulose, pectine, lignine). La catégorie « autres glucides » fait référence a tout
glucide (« carbohydrate ») n’entrant pas dans les catégories « amidon » ou « fibres » et pouvant se
trouver a la fois sous forme de sucres simples (glucose, fructose) ou de sucres plus complexes tels
que le saccharose (issu de la condensation de glucose et de fructose).

Les compositions chimiques, et notamment les proportions sont données a titre indicatif et peuvent
évoluer au cours du temps, notamment dans les phases de maturation des fruits, au cours desquelles
I'augmentation de la quantité de sucres, de vitamines ou d’arébmes est accompagnée de la

diminution d’autres substances comme les acides organiques ou les tanins [Siret, 2004].

L’eau, les glucides, les lipides et les protéines sont les principaux composés ingérés par ’lhomme. Ces
biopolymeres (protéines et glucides) sont des molécules au sein desquelles le tritium va s’incorporer
préférentiellement, en raison notamment du fractionnement isotopique, puisque I'isotope lourd sera
favorisé dans les liaisons hydrogéne caractéristiques de ces macromolécules [Baumgartner et al,
2001]. La compréhension du role de ces composés dans I'incorporation et le devenir du tritium chez

I’'homme passe par une description plus précise de ces molécules et macromolécules biologiques.
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V.2. LES COMPOSANTS CHIMIQUES DES PRODUITS ALIMENTAIRES

V.2.1. L'eau

L'eau représente environ 65 % de la masse de I'organisme humain adulte [Siret, 2002]. Son
renouvellement, et la compensation des pertes hydriques sont assurés par des apports d’eau
qguotidiens provenant de 3 origines distinctes : I'eau constitutive des aliments, I'eau de boisson et
I’eau métabolique résultant de I'oxydation cellulaire des lipides et des glucides [Siret, 2002]. Par
conséquent, un individu pourra étre exposé a une contamination a I'eau tritiée aussi bien suite a
I'ingestion d’eau de boisson tritiée que suite a l'ingestion d’aliments et ce par l'intermédiaire de la
fraction TFWT de I'échantillon biologique. L'eau ainsi intégrée a I'organisme rejoint rapidement le

pool « eau corporelle ».

V.2.2. Les lipides

Les lipides sont des molécules a fort caractére hydrophobe et peuvent étre divisés en deux
groupes ayant des fonctions biologiques distinctes : les lipides de constitution permettant par
exemple I'élaboration des membranes biologiques (lipides amphiphiles) et les lipides de dépot
constituant les réserves énergétiques (lipides neutres). Les lipides neutres sont les molécules
majoritaires sur le plan alimentaire. Les mammiferes et I’'homme réalisent leur stockage dans le tissu
adipeux, tissu ayant un réle de réserve énergétique, de protection et d’isolant thermique [Siret,
2002].

Dans une étude s’intéressant a l'incorporation du tritium au sein des molécules apres
exposition d’'une micro-algue verte d’eau douce a de I'eau tritiée, Moses et Calvin ont montré que
I'activité tritium des lipides était bien inférieure a celle observée dans d’autres types de molécules
(acides aminés notamment). Ills ont donc suggéré que les composés lipidiques n’intégraient pas
rapidement le tritium dans les positions non échangeables, que ce soit par des processus cycliques
ou suite a de nouvelles synthéses [Moses et Calvin, 1958]. Par conséquent, aprés ingestion de
denrées tritiées, les lipides ne devraient pas constituer une catégorie de molécules a forte teneur en

tritium.

V.2.3. Les glucides digestibles et les fibres alimentaires

Les glucides dits « digestibles » sont les glucides directement assimilables (oses et dérivés
d’oses) ainsi que les glucides assimilables suite a leur dégradation par des enzymes digestifs (amidon,
glycogéne). Les fibres alimentaires sont, pour I'essentiel, des glucides non assimilables, c'est-a-dire
non dégradables par les enzymes digestifs [Siret, 2002]. Les unités de base de ces molécules, les oses,

sont directement issues de la photosynthese et des réactions enzymatiques.
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Des études ont montré que les sucres (glucose, fructose, saccharose), directement issus de la
photosynthese, incorporent le tritium aprés exposition d’organismes a de |'eau tritiée (micro-algues
vertes, soja) [Moses et Calvin, 1958 ; Thompson et Nelson, 1971]. Le comportement de ces composés
dans I'environnement et dans la chaine alimentaire est donc important pour comprendre le devenir

du tritium dans les organismes vivants.

V.2.4. Les protides

Les acides aminés sont les unités de base, non hydrolysables des protides. L’enchainement
des acides aminés par condensation entraine la formation de peptides (jusqu’a 50 acides aminés)
puis de protéines (plus de 50 acides aminés) [Siret, 2002]. La structure de base de tous les acides
aminés naturels est identique puisqu’ils sont dérivés d’acides carboxyliques et d’acides aminés.

Les acides aminés, notamment |'acide aspartique, l'acide glutamique, |'asparagine, la
glutamine sont également des molécules incorporant du tritium suite a I’exposition d’organismes a
de l'eau tritiée puisqu’ils sont retrouvés parmi les produits tritiés directement issus de la
photosynthese et des réactions enzymatiques [Moses et Calvin, 1958 ; Thompson et Nelson, 1971].
Le devenir du tritium chez ’'homme peut étre directement corrélé a celui des acides aminés, et étant
donné leur réle dans les organismes (synthese des protéines), le suivi des acides aminés porteurs de

tritium est d’un intérét majeur.

V.2.5. Autres composés

Les vitamines, les acides organiques, les composés phénoliques et les sels minéraux sont
également des éléments constitutifs des produits de la chaine alimentaire. Les sels minéraux ne
présentent pas un grand intérét vis-a-vis des études liées a la spéciation du tritium, par contre, les
vitamines, acides organiques et composés phénoliques sont tout a fait susceptibles d’incorporer le
tritium de maniere non échangeable. Les acides organiques (acide malique, acide citrique, acide
succinique) font partie des composés incorporant du tritium organiquement lié a la suite des

processus photosynthétiques [Moses et Calvin, 1958 ; Thompson et Nelson, 1971].

Le tritium est susceptible d’étre intégré dans toutes molécules organiques, et notamment
dans tous les composants de la chaine alimentaire. Son comportement dépend de sa forme chimique
initiale qui s’étend de I'eau tritiée aux macromolécules complexes comme les protéines. Compte
tenu de la diversité des molécules potentiellement porteuses de tritium, il est essentiel d’identifier
celles impliquées dans les processus de transfert du tritium de I'environnement a I’homme pour

déterminer leurs cibles et donc pour pouvoir évaluer I'impact des rejets tritium sur ces systemes.
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Démarche expérimentale
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INTRODUCTION

Les fractions de tritium organiquement lié ne sont a ce jour pas bien définies puisqu’elles
évoluent en fonction des thématiques de recherche (dosimétrie, analyse). D’une maniére générale,
I'intérét est essentiellement porté a la nature de la liaison chimique impliquant le tritium. De ce fait,
la procédure d’analyse mise en place pour quantifier les différentes fractions de tritium organique ne
tient pas compte des propriétés chimiques inhérentes aux molécules porteuses de tritium. Celles-ci
n’ont aucune incidence pour la mesure du tritium organiquement lié mais peuvent avoir un impact
lors de la quantification du tritium organiquement lié non échangeable. En effet, des phénomeénes
mettant en jeu des processus mal définis a ce jour, et susceptibles de perturber I'analyse existent. De
plus, ces molécules porteuses de tritium peuvent étre impliquées dans les processus de transfert du
tritium de I'environnement a ’homme. Leur identification est donc un enjeu majeur pour I'étude de
la distribution du tritium dans ces différents compartiments.

Dans ce chapitre, les objectifs de I'étude sont clairement définis. Ainsi, deux axes de
recherche complémentaires se dégagent. Le premier est purement analytique. Il concerne
I’optimisation de la procédure d’analyse du tritium organiquement lié. Le deuxiéme axe s’inscrit
quant a lui dans une optique de compréhension du comportement du tritium par I'étude de sa
spéciation. La démarche expérimentale adoptée pour répondre aux problématiques est présentée
dans la suite du chapitre. Le systéme dynamique de base et les matrices étudiées sont également

caractérisés.

I. PROBLEMATIQUES DE L’ETUDE

Le comportement du tritium dépend de sa forme chimique initiale. Par conséquent, les
études concernant la différenciation des formes du tritium, notamment au sein de la matiére
organique doivent étre accentuées. Ainsi, les processus de migration ou de persistance dans les
organismes de composés tritiés pourront étre mis en évidence et des organes ou compartiments
cibles pourront étre identifiés. Ces phénomenes sont en effet des facteurs influant directement sur
I'impact potentiel du tritium, c'est-a-dire sur la dose liée au tritium en fonction de sa forme.

L'étude du comportement du tritium passe également par la maitrise des méthodes
d’analyse du tritium, et notamment du tritium organique. En effet, elles permettent de séparer les
différentes formes de tritium pour les quantifier. Outre la surveillance environnementale, la maitrise
de ces procédures est synonyme de « étre slr de ce qu’on mesure ». Ce point est essentiel pour

définir clairement la forme tritiée analysée.
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Les problématiques de cette étude s’inscrivent donc a la fois dans une volonté de maitrise de
la procédure analytique et d’apport d’informations concernant la spéciation du tritium dans

I’environnement.

[.1. PROBLEMATIQUE « ANALYSE »

1.1.1. Contexte

A ce jour, seules les eaux environnementales et constitutives des échantillons (TFWT) sont
mesurées pour le contrdle des rejets tritium des installations nucléaires. Méme si I’analyse du tritium
organiquement lié (TOL) tend a se développer, il n'existe pas actuellement de mesures de routine
pour du contréle réglementaire. Cependant, la procédure d’analyse du tritium dans des matrices
environnementales (TFWT, TOL) est maitrisée. Il n’existe pas, a priori, d’incertitude sur la nature des
fractions analysées puisque la relation T, = TFWT + TOL a été démontrée [Ansoborlo et al, 2010 ;
Baglan et al, 2010 ; CETAMA, 2013]. La fraction de tritium organiquement lié est divisée en deux
sous-fractions, parmi lesquelles seule la fraction tritium organiquement lié non échangeable (TOL-
NE) est réellement représentative de la quantité de tritium rejetée dans I’environnement au cours de
la phase de croissance de I'organisme. Par conséquent, un intérét croissant est porté a cette fraction
et I'élimination de la fraction tritium organiquement lié échangeable est un prérequis pour

déterminer I'activité TOL-NE.

1.1.2. L’échange labile

L'échange labile est I'étape clé de la procédure d’analyse du TOL-NE. Elle est basée sur
I’hypothése selon laquelle, lors de I'immersion de I’échantillon dans un large volume d’eau, seul un
échange isotopique entre les atomes de tritium situés sur les positions dites échangeables et les
atomes d’hydrogene de I'eau se met en place. Cependant, les observations expérimentales (figure
10) montrent qu’une fraction de la matiere organique est « perdue » dans le solvant d’échange
labile. Ainsi, une décomposition de I'échantillon et/ou une solubilisation de petites particules et de
composés hydrosolubles sont susceptibles d’entrainer une perte d’information pour la quantification

du tritium organiquement lié non échangeable [Pointurier et al, 2004 ; Baglan et al, 2008].
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Figure 10 : Eaux d’échanges labiles. De gauche a droite : Blanc de poireau, pomme, cedre, chéne, vert de
poireau.

L'étude de lI'impact de I’échange labile sur la quantification du tritium organiquement lié non
échangeable est donc essentielle pour déterminer (i) si la matiére organique se dégrade, (ii) la
qguantité d’échantillon solubilisée, afin de statuer sur la procédure actuelle d’extraction du tritium

organiquement lié échangeable [Baglan et Alanic, 2011 ; Le Meignen et al, 2011].

1.1.3. La mesure du tritium organiguement lié par scintillation liguide

Que ce soit pour I'analyse du tritium organiquement lié ou du tritium organiquement lié non
échangeable, apres combustion des échantillons solides secs, I'eau de combustion récupérée est
distillée, neutralisée puis analysée par scintillation liquide (annexe A.1.). Les résultats de comptages,
pour le blanc et I'échantillon, respectivement Ny et N, sont exprimés en nombre de coups. La

concentration d’activité massique (CAICnob) d’'un échantillon, exprimée en Bq.kg" d’eau de
om

combustion est calculée a I'aide de la relation 8 [Baglan et al, 2010].

(N-Ng) _ 1
c JHTO = U —
Comb t™>xn m

Eq. 8

Ou m est la masse d’eau de combustion récupérée (kg), t est le temps de comptage des échantillons
(s) et n est I'efficacité de comptage (nombre sans dimension compris entre 0 et 1).

L'activité mesurée dans I'eau de combustion est ensuite convertie en Becquerels par kilogramme
d’échantillon sec et/ou frais. Cette transformation nécessite de connaitre a la fois le pourcentage

d’hydrogéne de I'eau et de I'échantillon pour déterminer le rendement hydrogéne de la combustion :

%H m
C rou(-ng) = Cyuro X —ech ot ¢ ToL(—NE) = C ToL(-NE) X — Eq.9et 10
Amg Comb  %Hegqy Amf Amg mg

Oou CATOL(—NE) et CATOL(—NE) sont respectivement les concentrations en activité du tritium
mg Mf

organiquement lié (ou tritium organiquement lié non échangeable) exprimées en Bq.kg™ de matiére
seche et fraiche, % H,.p et % H,q,, sont respectivement les pourcentages massiques d’hydrogéne de

I’échantillon et de I'eau (%H,, = 11 %).

55



Jusqu’a récemment, au laboratoire, la teneur en hydrogéne des échantillons végétaux était prise
comme étant celle de la cellulose (6,2 + 1,2) % pour le calcul des activités en Bq.kg™ de matiere séche
et fraiche. Cette estimation est satisfaisante en premiere approche mais est entachée de plusieurs
limitations :

- L’approximation effectuée ne tient pas compte de la variabilité environnementale [Pointurier
et al, 2003 ; Baglan et al, 2009]. A titre d’exemple, les teneurs en hydrogene mesurées sur un
large panel d’échantillons environnementaux, dont des algues (% H = 4,51 + 0,07) ou des
pommes de terre (% H = 6,34 £ 0,22) varient de quelques pourcents [Baglan et Alanic, 2011] ;

- Afin de couvrir une large gamme de teneurs en hydrogene, une incertitude relative
conséquente associée a la teneur en hydrogene de la cellulose a été choisie (20 %). Excepté
pour les activités proches de la limite de détection (de l'ordre du Bq.L' d’eau de
combustion), cette incertitude est le facteur dominant pour l'incertitude sur les activités
tritium organiquement lié et tritium organiquement lié non échangeable [Pointurier et al,
2003];

- Cette approximation est susceptible d’influer sur la justesse, voire d’entrainer un biais sur le
résultat de la mesure ;

- La teneur en hydrogéne de la cellulose ne peut étre utilisée pour estimer la teneur en
hydrogene d’échantillons n’appartenant pas a la catégorie « végétaux » (sédiments,

animaux...).

Une étape de détermination expérimentale de cette teneur en hydrogene a donc été introduite dans
la procédure analytique.

Une aliquote de matiére séche prélevée apres lyophilisation de I’échantillon frais est mesurée par
analyse élémentaire. La valeur expérimentale est ensuite utilisée pour le calcul des activités tritium
organiquement lié total, mais également pour le calcul des activités tritium organiquement lié non
échangeable. la mesure du pourcentage d’hydrogene étant effectuée avant I'échange labile,
I’hypothése sous-jacente est la non-évolution de la teneur en hydrogéne au cours de cette étape.
Dans le cas contraire, 'utilisation de la teneur en hydrogene déterminée avant I’échange labile
entrainera un biais dans la valeur des activités du tritium organiquement lié non échangeable
déterminées.

Etant donné les interrogations concernant l'impact de I'échange labile sur la composition de

I’échantillon, cette hypothese doit étre vérifiée expérimentalement.
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1.1.4. Bilan

Dans un premier temps, une méthode d’analyse robuste et simple doit étre développée afin
de déterminer expérimentalement les teneurs en hydrogene des échantillons pour améliorer la
justesse du résultat de mesure d’activités et réduire les incertitudes associées a cette valeur.

Dans un deuxiéme temps, plusieurs points concernant la procédure de séparation des fractions
tritium organiquement lié échangeable et non échangeable doivent étre éclaircis :
- Une solubilisation, et/ou une dégradation de matiére organique durant I’échange labile est-
elle confirmée ?
- Sitel est le cas, quelle quantité de matiére est « perdue » et/ou solubilisée durant I’échange
labile ?
En fonction de la quantité de matiére solubilisée lors de I'échange labile, I'activité du tritium
organiquement lié peut étre sous-estimée :
- Par conséquent, quel est I'impact de I'échange labile sur la quantification du tritium
organiquement lié non échangeable ?
- La définition de I'analyste décrivant les fractions tritium organiquement lié échangeable et
non échangeable est-elle suffisante pour décrire la répartition du tritium au sein de

I'organisme ?

Enfin, la conversion des activités tritium organiquement lié et tritium organiquement lié non
échangeable étant dépendante du pourcentage d’hydrogéne de I’échantillon solide, I’hypothése
selon laquelle le pourcentage d’hydrogene reste invariant au cours de I'échange labile doit étre
vérifiée expérimentalement. Cette étape permettra de définir clairement quelle valeur utiliser pour
le calcul des activités du tritium organiquement lié total et du tritium organiquement lié non

échangeable.

[.2. PROBLEMATIQUE « SPECIATION »

Actuellement, de nombreuses interrogations existent quant au comportement du tritium
dans I'environnement et chez ’lhomme, et quant a la forme chimique sous laquelle le tritium est
retrouvé apres rejet. Les définitions relatives au tritium organiquement lié sont nombreuses (TOL,
TOL-E, TOL-NE, CBT, XBT...) et plut6t orientées a un niveau macroscopique [Kim et al, 2013a]. Ainsi, si
seules les propriétés physico-chimiques de I’'hydrogéne sont considérées, la nature des liaisons
chimiques (tritium-carbone, tritium-hétéroatome « accessible », tritium-hétéroatome « piégé dans
des macromolécules ») gouvernent la distribution du tritium dans la matiére organique. Cependant,

cette vision est limitée. En effet, en considérant la procédure analytique de séparation des fractions
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TOL-E et TOL-NE, il apparait que du tritium en position échangeable peut rester piégé dans la matiére
organique tandis que du tritium en position non échangeable peut étre retrouvé dans le solvant
d’échange labile suite a la solubilisation de molécules organiques porteuses de tritium. Ces molécules
peuvent migrer dans I'environnement, dans les organismes, dans certains compartiments, étre
utilisées pour la synthése de nouveaux composés... Par conséquent, le tritium organiquement lié
peut également étre défini en fonction de la solubilité des molécules porteuses du tritium.

Quelle que soit la forme organiquement liée considérée, le devenir du tritium dans
I’environnement et dans les organismes vivants est donc également conditionné par les propriétés
physico-chimiques (solubilité dans I'eau...) et biologiques (temps de résidence...) des molécules
porteuses de tritium. Le tritium organiquement lié non échangeable est formé via la photosynthese
et est donc retrouvé en premier lieu dans des glucides simples. Les réactions métaboliques peuvent
ensuite entrafiner l'incorporation du tritium dans des molécules plus complexes de type
polysaccharides, acides nucléiques, protéines, lipides... La dispersion du tritium dans les organismes,
son incorporation préférentielle dans certains compartiments ou son temps de résidence vont donc
dépendre de la nature de la molécule portant le tritium.

La notion de spéciation du tritium est relativement complexe compte tenu de la grande
variété de molécules et de réactions métaboliques dans lesquelles les isotopes de I’hydrogene
peuvent étre impliqués. Afin d’améliorer les connaissances concernant le comportement du tritium
organiquement lié dans I'environnement et son transfert a ’'homme via la chaine alimentaire, il est
important de se focaliser sur le niveau moléculaire pour identifier les composés impliqués dans la

migration du tritium.

En résumé, le comportement du tritium organiquement lié dans I'environnement et chez
I’'hnomme est a I’heure actuelle mal connu et le comportement du tritium est dépendant de celui de la
molécule le portant :

- A quelles familles de composés appartiennent les composés susceptibles de migrer dans

I’environnement et chez I’homme ? Est-il possible de les identifier ?

- Ces composés se dispersent-ils de maniere homogene dans les organismes ? Sont-ils
susceptibles de migrer préférentiellement vers des compartiments définis ?
- Quels sont ces compartiments/organes cibles et par conséquent, quel pourrait étre I'impact

pour ’homme ?

58



. DEMARCHE EXPERIMENTALE ADOPTEE

[1.1. CHOIX DU MODELE DE BASE DE L'ETUDE

L’échange labile est I'étape clé de la procédure analytique de séparation des fractions tritium
organiquement lié et tritium organiquement lié non échangeable. Cette étape est une source
d’incertitudes voire d’introduction de biais dans la quantification du tritium organiquement lié non
échangeable. De plus, I'échange labile peut étre représentatif de phénomenes retrouvés dans
I’environnement, chez I'animal ou chez 'homme, comme des phénomenes de lixiviation des
végétaux par I'eau de pluie, des phénomenes d’'immersion de végétaux dans I'’eau ou dans d’autres
milieux proches des conditions stomacales. Dans ces conditions, de nombreux composés sont
susceptibles d’étre extraits de leur matrice initiale et entrainés dans les milieux environnementaux
ou dans des organismes. L’échange labile est donc le modeéle choisi pour modéliser ces phénomenes

et répondre aux différentes problématiques de I'étude.

11.2. APPROCHE EXPERIMENTALE

L'approche expérimentale se base sur la procédure de séparation des fractions tritium

organiquement lié échangeable et non échangeable existante (figure 11).

Echantillon frais
Lyophilisation
Echantillon sec — Fraction solide

Détermination de la composition de la
matiére organique

Echange labile Analyse
/\ élémentaire

Fraction liquide Fraction solide
/ lSéchage
Quantification de la matiére Fraction solide séche

en solution

Ca_rbone Détermination de la composition de la
organique total matiére organique
Identification des molécules

Analyse
élémentaire
solubilisées

Analyse pectrophotométrie
élémentaire UV-Vis
Fluorescence pectrométrie
de masse

Problématique « analyse »

Problématique « spéciation »

Figure 11 : Démarche expérimentale adoptée pour répondre aux différentes problématiques de I'étude.
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Afin de répondre a la problématique purement analytique de I'étude, la premiere étape a
consisté dans le développement, I'optimisation et la qualification de la procédure de détermination
des compositions élémentaires des échantillons (analyse élémentaire). La connaissance de la
variabilité intrinseque de l'outil analytique est indispensable pour la discrimination des variations
analytiques de celles inhérentes aux échantillons. Par conséquent, I'application de cette méthode
d’analyse permet d’étudier I’évolution de la composition des échantillons au cours de I'échange
labile.

L'étude de la spéciation du tritium nécessite la combinaison de différents outils analytiques.
Certains permettent d’obtenir des informations génériques sur les familles de molécules en solution
(analyse élémentaire, carbone organique total, spectrophotométrie UV-Visible, fluorescence) et sont
utilisés pour orienter les recherches visant a [lidentification des molécules en solution. La
spectrométrie de masse haute résolution est quant a elle une technique de choix pour I'obtention

d’informations unitaires sur les molécules individuelles en solution (formules brutes).
La procédure expérimentale mise en ceuvre pour réaliser les échanges labiles a été figée pour

permettre la comparaison des données en s’affranchissant de parametres susceptibles d’avoir une

guelconque influence sur les échantillons au cours de I’échange (température, durée d’échange...).

IIl.  IISE EN PLACE DES ECHANGES LABILES, MODELES DYNAMIQUES DE BASE DE L’ETUDE

I11.1. CHOIX DES ECHANTILLONS

1.1.1. Définition de la nature des échantillons

Les matrices environnementales utilisées lors de cette étude, a la fois pour les
problématiques analyse et spéciation, couvrent un large panel d’especes mais sont limitées aux
produits végétaux, produits les plus fréquemment analysés au laboratoire. Les matrices étudiées sont
(tableau 5) :

- représentatives de la chaine alimentaire ;
- utilisées pour le suivi environnemental, actuel ou passé, des abords des installations
nucléaires [Kozak, 1982 ; Fuma et Inoue, 1995 ; Pointurier et al, 2003 ; Stark et al, 2005 ;

Baglan et al, 2011].
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Tableau 5 : Nature des échantillons utilisés dans cette étude
Echantillon
Pomme
Pomme de terre

Chaine alimentaire Poireau
Carotte
Herbe
Chéne
Cedre
Feuille de chéne

Surveillance environnementale
Rétrospective

11.1.2. Composition théorique des échantillons

La composition des échantillons cibles de cette étude est un point de départ pour la
vérification de la cohérence des résultats, notamment par rapport aux pourcentages élémentaires
mesurés, ainsi que pour I'orientation de I'étude de spéciation. Comme décrit dans la premiere partie
de ce manuscrit, I'eau est un constituant majoritaire des échantillons et, leurs compositions de base
sont similaires. Cependant, au sein des grandes familles constitutives, certaines molécules
caractéristiques peuvent différer ou étre présentes en quantités moindre en fonction de la matrice.
De plus, les caractéristiques chimiques de ces molécules, notamment leur caractére hydrophile ou
hydrophobe, peuvent apporter des informations intéressantes pour comprendre les processus de
migration des composés tritiés. Les matrices étudiées ont été regroupées par « familles
d’échantillons » (fruits & légumes, bois, herbage), et un récapitulatif de la composition d’un
échantillon représentatif de chaque famille (pomme, chéne, herbe) a été établi (Annexe B.1.) Ainsi,
pour chaque grande famille de molécules constitutives (glucides, lipides...) des échantillons, les
principaux marqueurs ont été répertoriés. Parmi ceux-ci figurent essentiellement des glucides
(glucose principalemement), des acides aminés tels que I’acide aspartique ou la leucine, des acides
organiques tels que I'acide malique ou I'acide citrique, des composés phénoliques (coumarine, acide
chlorogénique) et des macromolécules complexes comme la cellulose, I’hémicellulose ou la lignine.
Les compositions chimiques des échantillons présentées en annexe B.1. ne sont pas exhaustives
puisqu’elles varient au sein d’'une méme espéce en fonction de la variété et du stade de
développement du produit.

En prenant en compte la solubilité dans I'eau des molécules constitutives, des composés comme la
coumarine ou la catéchine (composés phénoliques), trés peu solubles dans I'eau, ne se retrouveront
probablement pas dans les eaux d’échanges labiles, au contraire de composés comme I'acide
chlorogénique, un ose simple ou un acide organique de faible poids moléculaire. Méme si certains
glucides ou autres composés peuvent étre extraits du bois et de I'herbe, ces échantillons sont
essentiellement constitués de macromolécules biologiques complexes (cellulose, hémicellulose,

lignine), comme l'illustre la figure 12 représentant une structure simplifiée de la lignine.
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Figure 12 : Structure simplifiée de la lignine [Deglise, 2004].

Ces macromolécules n’étant pas ou peu solubles dans I'eau, la probabilité d’observer leur passage en
phase aqueuse lors de divers processus environnementaux est relativement faible. Cependant,
« briques » constitutives de ces polymeres sont susceptibles d’étre identifiées en raison de leur

présence au sein de I'organisme ou en raison de leur dégradation.

11.1.3. Caractéristiques physicochimiqgues permettant la caractérisation des

composés organiques dissous

L'identification de la matiére organique en solution peut se faire de maniére globale, via
I'obtention d’informations relatives aux groupements fonctionnels présents en solution, ou de
maniére unitaire, par lintermédiaire d’informations sur les composés solubilisés (réponses

caractéristiques).

I1.L1.3.1.  Caractéristiques globales de la matiéere organique dissoute

111.1.3.1.1. Caractéristiques spectrophotométriques

Dans le cas de mélanges simples avec peu de constituants absorbant la lumiére, il est
possible d’identifier des espéces telles que des pigments qui ont une réponse distinctive (par
exemple, bande d’absorption a A = 430 nm pour la chlorophylle a). De méme, les protéines ont une
réponse caractéristique puisque leur maximum d’absorption est usuellement compris entre les
longueurs d’onde 275 et 280 nm. Cette absorbance est essentiellement due a I'absorption de la

lumiére par les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane ou la tyrosine (tableau 6). Les
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acides nucléiques quant a eux présentent de fortes absorbances dans la région 240-275 nm en raison

des transitions m—=>n*des cycles de la pyrimidine et de la purine [Schmid, 2001].

Tableau 6 : Longueurs d’onde caractéristique des maximums d’absorption de certains composés de type
protides, d’aprés [Schmid, 2001]

Composé Amax (nm)
Tryptophane 280
Tyrosine 275
Phénylalanine 258
Guanine 253
Cytosine 271

Dans le cas de mélanges complexes olU plusieurs espéces absorbent, les spectres
d’absorption détectés sont en réalité des superpositions de spectres de chacune de ces especes. De
fortes concentrations de certaines molécules sont donc nécessaires pour que des pics
caractéristiques se distinguent. La réponse en absorbance dans l'ultraviolet et le visible de la matiere
organique dissoute est spécifique puisque, quelle que soit I'origine de la matiére organique,
I'absorbance augmente exponentiellement vers les faibles longueurs d’onde [Coble, 2007]. Ce
phénoméne est illustré dans la figure 13 qui représente I'absorbance dans I'UV-visible des eaux de

rejets issues de différentes villes [Pons et al, 2004].
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Figure 13 : Absorbance caractéristique de la matiére organique dissoute dans des eaux de rejets [Pons et al,
2004].

L'observation de ce type de réponse valide I'hypothese d’une solubilisation de matiere organique,
mais, I'absence de pics discernables ne permet pas une caractérisation plus fine de celle-ci.
111.1.3.1.2. Caractéristiques fluorimétriques

De nombreux composés biologiques (protéines, enzymes, coenzymes, pigments, métabolites
primaires ou secondaires) présentent des réponses caractéristiques en fluorescence en fonction des

longueurs d’onde d’excitation ou des longueurs d’onde d’émission (figure 14) [Pons et al, 2004].
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Figure 14 : Localisation des réponses en fluorescence en fonction des longueurs d’onde d’excitation et
d’émission de différentes molécules biologiques d’aprés [Pons et al, 2004].

Les spectres de fluorescence peuvent étre enregistrés sur deux dimensions pour obtenir des spectres
d’émission de fluorescence (c'est-a-dire fixation de la longueur d’onde d’excitation et mesure de
I'intensité de fluorescence en fonction de la longueur d’onde d’émission) ou des spectres d’excitation
de fluorescence (c'est-a-dire fixation de la longueur d’onde d’émission et mesure de l'intensité de
fluorescence en fonction de la longueur d’onde d’excitation). Cependant, le choix de la longueur
d’onde fixée est arbitraire et, en utilisant cette méthode, il est possible de ne pas extraire toute
I'information exploitable de I’échantillon. Par conséquent, I'utilisation de la fluorescence sur 3
dimensions (Aexcitation ; Aémission ; iNtensité) permet de couvrir I'intégralité des longueurs d’onde et de
distinguer la nature des fluorophores présents dans le milieu étudié. Les pics identifiés a ce jour dans
la littérature [Cobble, 1996 ; Cobble, 2007 ; Hudson et al, 2007 ; Tedetti et al, 2011], correspondant a
différentes catégories de molécules et définis en fonction du couple (Aeitation; Aémission) SONt

répertoriés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Propriétés de fluorescence des pics identifiés a ce jour

CompOSé Aexcitation (nm) )\émission (nm)

Protéi . 220-235 304-321

roteines, type tyrosine 270-280 304-310

. 220-235 334-381

Protéines, type tryptophane 270-280 334-360
Nucléotides 260 335

Substances humiques 230-260 380-460

Substances humiques marines 290-310 380-410

Substances humiques 300-380 400-500
Pigments 398 660
Chlorophylle a 431 670
Chlorophylle b 435 659
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I11.L1.3.2.  Identification des molécules organiques

La détermination de la formule brute des molécules présentes dans les milieux d’étude par
spectrométrie de masse haute résolution est un moyen rapide permettant leur identification. Des
formules brutes peuvent étre déterminées pour chaque pic détecté, et l'interprétation des données
expérimentales peut étre grandement facilitée par comparaison des spectres expérimentaux a ceux
de matériaux de référence, ou aux données existantes dans des bases de données. Pour cette raison,
les réponses caractéristiques des molécules constitutives des échantillons (pic pseudo-moléculaire et
fragments caractéristiques) trouvées dans la littérature sont répertoriées en annexe B.2. D’autre
part, les données de certaines molécules constitutives des échantillons et disponibles en tant que
matériaux de référence ont été enregistrées expérimentalement. Les réponses expérimentales et
leur interprétation [Harrison et Young, 2006 ; Bylund et al, 2007 ; Dytrtova et al, 2012 ; Wabaidur et

al, 2013] sont reportées dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Données expérimentales résultant de I'analyse par spectrométrie de masse haute résolution de matériaux
de référence constitutifs des échantillons cibles (ionisation : électrospray et analyseur : piege d’ions électrostatique)

Famill M F I
. am! ,e/ Molécule . .ode. m/z détectés ormu'e‘brute Interprétation
Biomolécule d'ionisation logiciel
Positif 203 C¢H1,06Na [M+Na]"
Glucides Glucose CeH1206 Négatif 179 CeH1,06 [M-H]"
Négatif 161 CsHsOs [M-H-H,0T
Négatif 132,0305 C4HgNO, [M-H]
Protides ACIO!e CHNO, Négatif 88,0462 C3HgO,N [M-H-CO,]
aspartique . .
Négatif 71,0142 C3Hs30, [M-H-NH3-CO,]
Négatif 61,9886 - -
Négatif 133,0144 C4H505 [M-H]
Négatif 124,8942 - -
Négatif 112,9859 - -
Acide A
malique C4He0s Négatif 103,0039 C53H50,
Négatif 87,0090 C3H505 [M-H-CH,0,]
Négatif 75,0090 C,H505
Négatif 61,9887 -
Acides Négatif 191,0557 C,H1,04 [M-HT
quinique | 711208 Négatif 124,9843 - -
Négatif 112,9858 - -
Négatif 61,9886 - -
Négatif 191,0194 CeH,0; [M-H]
Acide o Négatif 173,0087 CeHs0¢ [M-H-H,0]
citrique el Négatif 111,0086 CsHs0; [M-H-2H,0-CO,]
Négatif 87,0295 - -
Négatif 85,0295 - -
Négatif 175,0250 CsH,0¢ [M-HT
. Négatif 157,0140 CeHs05 [M-H-H,0T]
Vitami Acide C.H.0
1amines | Jscorbique | ¢ Ee Négatif 115,0039 C,H;0, [M-H-CHO-CH,OH]
Négatif 87,0090 C3H505 -
Négatif 71,0140 - -

Compte tenu du nombre de pics détectés méme apres I'analyse d’un composé simple comme I'acide

aspartique (figure 15), seuls les pics majoritaires et/ou clairement identifiés sont récapitulés dans le

tableau 8.

66




[M-H-CO,]

100+ | 88.04067 I
953
903 [M-H]
857 132.03057
80
759
(] 704
= E
ol E
o 5
o 603
Q =i
o 553
c E
[} 504
© 3
c 455
2
405
< =
354
303
254 91.01908
| - | 114.05644
203[M-H-NH;-CO,] |
15 .02978 [
3| 71.01419 /
104 | 100.04072 168.98987
53 | 158.04636
E 75.00908 | 110.02489 128.03551 142.01478
3 ‘ 1 | | - 174.04087
O A et i S o I A
70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180

m/z

Figure 15 : Spectre de masse de I'acide aspartique (ionisation : électrospray en mode négatif).

Ces données issues de I'analyse de matériaux de référence certifiés sont utilisables comme
un guide, voire une base de données non exhaustive pour identifier les molécules solubilisées lors

des échanges labiles.

[11.2. DEFINITION DES CONDITIONS EXPERIMENTALES

11.2.1. Choix de la nature des solvants

Les échanges labiles réalisés pour séparer les fractions tritium organiquement lié
échangeable et tritium organiquement lié non échangeable sont classiquement effectués dans de
I’eau non tritiée [Pointurier et al, 2003]. Afin de vérifier la procédure de séparation des fractions TOL,
le solvant de base utilisé pour cette étude est logiquement I'eau de référence usuelle utilisée pour la
séparation des fractions, soit une eau de forage, appartenant a une nappe d’eau fossile et prélevée
dans un puits de géothermie a 600 m de profondeur [Alanic et Le Meignen, 2008]. Sa teneur en
tritium, déterminée par la méthode de re-croissance de I’hélium 3 (circuit inter-comparaison « eau
de référence » du groupe de travail 31 de la CETAMA, 2012), est de 0,005 Bq.kg'1 d’eau [Fourré et al,
2014]. L'eau de forage est de plus, un solvant de choix pour I'étude de la spéciation du tritium dans
I’environnement. En effet, elle peut étre utilisée pour modéliser les phénoménes environnementaux
tels que la lixiviation des végétaux par I'eau de pluie ou I'immersion des produits dans les eaux
naturelles, mais elle n’est pas suffisante pour I'étude de la spéciation du tritium chez 'homme. C’est
pourquoi les échanges labiles de cette étude sont également effectués dans un deuxieme solvant, de

composition voisine des conditions stomacales. De nombreuses compositions de sucs gastriques

67



artificiels sont disponibles dans la littérature et elles incluent souvent des acides aminés ou des
enzymes [Sun et Griffiths, 2000 ; Al-Behaisi et al, 2002 ; Mokarram et al, 2009 ; Stefaniak et al, 2010].
Afin de ne pas introduire de molécules organiques dans le milieu « échange labile », le solvant

« conditions stomacales » se résume a de I'eau de forage acidifiée en présence d’un sel (tableau 9).

Tableau 9 : Description des solvants d’échange labile de I'étude

Solvant 1 Solvant 2

Conditions
stomacales
Eau de forage | [Hci]=0,1 mol.L”
[NaCl]=2g.L"
Eau de forage

11.2.2. Procédure expérimentale mise en ceuvre

La procédure classique de traitement de |’échantillon pour I'analyse du TOL-NE est suivie
[Pointurier et al, 2004]. Celle-ci est décrite succinctement dans ce paragraphe. Le lecteur intéressé
pourra se reporter en annexe B.3. pour plus de détails. L’échantillon frais a été déshydraté puis
immergé dans un des solvants décrits précédemment. La durée minimale des échanges labiles a été
fixée a 48h, durée classiquement utilisée [Pointurier et al, 2004]. Afin de caractériser les fractions
liguides et solides récupérées apres les échanges labiles, ces deux fractions ont été séparées.
Plusieurs étapes ont été introduites afin de parvenir a la distinction précise des fractions liquides et
solides (séparation manuelle, centrifugation, filtration a 8um puis a 0,45 pum). Les fractions solides
ont ensuite été déshydratées, et pour limiter les échanges avec I'atmosphére, elles ont été
conditionnées dans des flacons en polyéthylene et conservées dans un dessiccateur. Pour éviter
toute contamination, les solvants d’échange filtrés ont été conditionnés dans des flacons en verre
(figure 16) puis conservés au réfrigérateur pour limiter la dégradation de la matiére organique.

Toutes les données expérimentales des échanges labiles réalisés sont disponibles en annexe B.4.

Figure 16 : Solvants d’échange labile filtrés a 0,45 um. De gauche a droite : pommes de terre, carottes,
pommes, blanc de poireau, vert de poireau, herbe, feuilles de chéne, cedre, chéne
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CONCLUSION

Dans ce chapitre les différents questionnements ayant conduit a la mise en place de ce projet
ont été énoncés. Ces questionnements ont entrainé la définition d’une stratégie analytique avec
I’échange labile comme modeéle de base de I'étude. La procédure expérimentale a été figée pour
comparer les résultats entre les échantillons en s’affranchissant des parametres environnementaux.
Les échantillons choisis sont tous d’origine végétale. lls appartiennent aux produits de la chaine
alimentaire ou sont régulierement utilisés dans le cadre d’études environnementales. L'identification
des composés solubilisés lors des échanges labiles et susceptibles de migrer de I'environnement a
I’'homme nécessite I'utilisation combinée de plusieurs outils analytiques décrits dans le chapitre
suivant: des techniques optiques simples (spectrophotométrie UV-Visible, spectrométrie de
fluorescence), la mesure de carbone organique total ainsi que la spectrométrie de masse haute
résolution pour analyser les solvants d’échange labile. L’analyse élémentaire est quant a elle utilisée
a la fois pour déterminer les teneurs en hydrogene des échantillons ainsi que pour étudier I'évolution

des compositions des fractions solides au cours de I'échange labile.
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Description des outils analytiques
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INTRODUCTION

Les outils analytiques choisis pour répondre aux problématiques de I'étude sont présentés
dans ce chapitre. L'analyse élémentaire est la technique utilisée pour déterminer les fractions
massiques des différents éléments (C, H, N, S, O) constitutifs des échantillons. L’activité du tritium
organiquement lié est ensuite convertie en Becquerels par kilogramme d’échantillon a 'aide du
pourcentage d’hydrogéne expérimental. Par conséquent, I'analyseur élémentaire est un outil de base
de cette étude. En outre, I'analyse élémentaire est également un outil de choix pour suivre
I’évolution des teneurs des différents éléments, dont I’'hydrogéne, au cours de I'échange labile.
Cependant, son utilisation ne permet ni la quantification, ni I'identification de la fraction de matiere
organique solubilisée lors des échanges labiles. D’autres outils (COT-metre, spectrophotomeétre,

spectrometre de masse) ont donc été utilisés dans ce but.

. OUTILS UTILISES POUR LA PROBLEMATIQUE « ANALYSE »

Les teneurs en hydrogéne, utilisées pour convertir les activités Tritium Organiquement Lié
(TOL) et Tritium Organiquement Lié Non Echangeable (TOL-NE) en Bq.kg" de matiére séche ou
fraiche sont déterminées par analyse élémentaire. Par conséquent, une procédure d’analyse doit
étre développée pour s’assurer de la fiabilité des valeurs mesurées. De plus, I'analyse élémentaire est
également un moyen d’étude de I'impact de I'échange labile sur les teneurs en différents éléments
(C, H, N, S, O) des échantillons.

La quantité d’échantillon solubilisée au cours de I’échange labile est déterminée par
différence de masse entre I'échantillon sec avant et aprés échange labile. Cette fraction solubilisée
est déterminée en considérant une solubilisation totale de la matiere « perdue » lors des échanges.
Elle est donc entachée d’une large incertitude. Au sein de cette fraction, les éléments constitutifs de
la matiére (C, H, N, S, O) ne sont pas différenciés. Cette étude porte sur I'analyse et I'étude du
comportement du tritium organiquement lié non échangeable qui est lié aux atomes de carbone. Par
conséquent, pour la quantification des activités TOL-NE, les quantités d’hydrogene, et donc de
carbone, solubilisées lors des échanges labiles sont d’une importance majeure. La quantité de
carbone solubilisée est déterminable en utilisant un COTmeétre et la combinaison des résultats avec
les données issues de l'analyse élémentaire est nécessaire pour déterminer la fraction de
I’échantillon initial solubilisée. L'analyseur élémentaire étant un des outils de base de cette étude,
une description détaillée de son fonctionnement est proposée dans les paragraphes suivant.

Concernant le COTmetre, le lecteur intéressé pourra se reporter a I'annexe A.3.
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[.1. ANALYSE ELEMENTAIRE

L'analyse élémentaire a été développée pour la détermination simultanée des teneurs en
azote, carbone, hydrogéne et soufre suite a la combustion de la matiere organique [Condon, 1966 ;
Culmo, 1969 ; Merz, 1978 ; Fadeeva et Tikhova, 2008]. Les fractions échantillons solides seches sont
analysées a I'aide d’un analyseur FlashEA® 1112 ThermoFisher Scientific (figure 17) disposant de deux

chafines analytiques.

Figure 17: Analyseur élémentaire FlashEA® 1112.

1.1.1. Principe et instrumentation

Dans sa configuration « CHNS », le systéme se divise en plusieurs parties (figure 18):
I'injecteur, le four contenant le tube de combustion en quartz, la colonne chromatographique et le
systeme de détection (détecteur a conductivité thermique). Dans sa configuration « oxygene », un
piege a eau est intégré entre la sortie du tube de réaction et la colonne chromatographique.

1 2

Echantillon Echantillon

Colonne chromatographique 2

Carbone
nickelé

Grains de
quartz

I

Colonne chromatographique 1

Piege a eau co,
I—)—-— i
| Ho
L { S0,
A |

Figure 18 : Principe de I'analyseur élémentaire. 1 : chaine d’analyse CHNS ; 2 : chaine d’analyse oxygene ; four

1:900°C; four 2 : 1100°C, colonne chromatographique 1 : polytétrafluoroéthyléne (PTFE) 200 cm x 6 mm x 5

mm, divinylbenzéne et polymére divinylbenzéne/4-vinyl-pyridine ; colonne chromatographique 2 : acier, 100

cm x 6 mm x 5 mm, tamis moléculaire ; piége a eau : chaux sodée (oxyde de calcium et hydroxyde de sodium)
et perchlorate de magnésium [Mg(CIO,),].
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L'analyse simultanée des teneurs en carbone, hydrogéne, azote et soufre nécessite une
combustion de I'échantillon a haute température dans un environnement riche en oxygene
[Analytical Methods Committe, 2006]. Les échantillons sont donc conditionnés dans des nacelles en
étain qui permettent d’augmenter rapidement la température de I’échantillon lors de la combustion.
Pour déterminer les teneurs en soufre, un catalyseur (V,0s, pentoxyde de vanadium) doit étre ajouté
a l'échantillon. En effet, l'introduction de ce composé assure une combustion compléte des
molécules portant des groupements fonctionnels tels que les sulfonates [Marco et al, 2003]. Avant
leur injection, les échantillons sont placés dans I'injecteur automatique connecté au tube de réaction
CHNS. Ce dernier est situé dans un four chauffé a 900°C pour entrainer une combustion dynamique

« flash » des échantillons (équation 11).

Echantillon+ O, — N, + NO, + CO, + H,0+ SO,/ SQ Eq. 11

Les produits de combustion sont entrainés par le gaz vecteur (hélium) vers le bas du tube ol sont
placés des réactifs d’oxydation et de réduction (CuO, Cu). Les oxydes d’azote sont alors réduits en N,,

les oxydes de soufre en SO, et I'oxygéne en excés est fixé (équations 12 et 13).

2503 + 2Cu0 — 2CuS0, Eqg. 12
CusQ—> CuO+SQ+ %0, Eq. 13

Les gaz présents aprées la conversion catalytique sont entrainés vers le systéme de séparation par
chromatographie en phase gazeuse. La colonne (PTFE 200 cm x 6 mm x 5 mm, polymere
divinylbenzéne et divinylbenzéne/4-vinyl-pyridine) est remplie avec une phase stationnaire a longue
durée de vie (>10 ans) et est placée dans un four (= 75°C). Le détecteur situé en sortie de colonne est
un détecteur a conductivité thermique (TCD), dont le principe est fondé sur une comparaison
continuelle entre le flux de chaleur emporté par le gaz vecteur pur et le flux de chaleur emporté par
le gaz vecteur chargé des molécules d’intérét [Tranchant, 1996]. Il permet leur quantification puisque

sa réponse est proportionnelle a la quantité de soluté détectée.

Pour la détermination des teneurs en oxygene, les échantillons, conditionnés dans des nacelles en
argent, sont introduits dans le second tube de réaction situé dans un four chauffé a 1100°C. La
teneur en oxygeéne de I'échantillon est évaluée suite a la pyrolyse de celui-ci. Les gaz résultants du
craquage thermique sont entrainés sur un piége a eau (chaux sodée/perchlorate de magnésium) puis
transférés vers la colonne chromatographique (acier, 100 cm x 6 mm x 5 mm, tamis moléculaire)
située dans un four (= 60°C). Le détecteur a conductivité thermique permet ensuite la détection et la

guantification de I'oxygene sous forme de monoxyde de carbone.
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1.1.2. Procédure pour 'analyse d’échantillons inconnus

1.1.2.1. Séquence analytique type

Chaque séquence débute par I'injection d’au moins un matériau de référence certifié (MRC)

(tableau 10).

Tableau 10 : Compositions élémentaires (%) des matériaux de référence certifiés (k = 1)

N C H S 0
BBOT 651 + 003 |7253 + 027 |6,09 + 006|744 + 019 | 743 + 011

C26H26N2028 t - t H - t t - t b - b t - b
Cystine

NG, | 1166 £ 013 (2999 + 028|503 & 0,14 2669 + 020 2663 + 022
Methionine

Nele [939 011 (4025 £ 034|743 + 020 2149 & 0,14 2145 £ 0,19

Sulfanilamide | @ 025 |4184 + 024 |468 + 014 | 1862 + 024 |1858 + 0,20
CGHSNZOZS 3 - 3 3 - 3 bl - bl b - b b - b

Cette premiere injection a pour objectifs (i) le conditionnement de la chaine analytique et (ii) la
vérification de son bon fonctionnement via le contréle du temps de rétention des différents
éléments. Un blanc est ensuite injecté pour évaluer le bruit de fond. Le signal enregistré étant
dépendant de I'état des catalyseurs situés dans les différents réacteurs, un étalonnage est réalisé
pour chaque nouvelle séquence d’analyse. La méthode la plus courante utilisée pour réaliser les
étalonnages en analyse élémentaire est la méthode dite du « k-factor ». Elle consiste en I'utilisation
d’un seul point d’étalonnage obtenu a partir de la pesée d’un étalon, en supposant que la droite
passe par 'origine. Il a été montré que des résultats obtenus par la méthode du k-factor ou par la
méthode d’étalonnage traditionnelle en pesant différentes masses d’étalon sont similaires [Marco et
al, 2002 ; Marco et al, 2007]. Cependant, l'utilisation de cette méthode nécessite I'injection de
quantités d’éléments similaires aussi bien pour les étalons que pour les échantillons. Dans le cas des
études liées au tritium organiquement lié, des échantillons de natures diverses sont analysés, c’est
pourquoi la méthode traditionnelle consistant a réaliser un étalonnage avec plusieurs points a été
préférée. Des contrbles (matériaux de référence certifiés) encadrent ensuite des séries d’échantillons
inconnus afin de valider les résultats expérimentaux. En ce sens, des cartes de contréle ont été mises

en place (chapitre 3).
1.1.2.2. Description des calculs

La proportion des éléments constitutifs des échantillons analysés est classiquement

déterminée a partir de la droite d’étalonnage. Les incertitudes sont ensuite déterminées en
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1 (mv)

combinant les sources d’incertitude identifiées (étalonnage et pesée). Pour plus de détails, le lecteur

intéressé pourra se reporter a 'annexe A.2.

1.1.3. Limites de I'analyse élémentaire

L'évolution de la composition des échantillons au cours de I'échange labile est une
information importante a la fois pour I'aspect analytique de I'étude (variation du pourcentage
d’hydrogéne et teneurs en carbone) et pour l'aspect spéciation (variation des teneurs en
hétéroatomes). La principale limite de l'outil réside dans le fait que la mesure effectuée est une
mesure relative. Par conséquent, une solubilisation de I'échantillon dans des proportions
équivalentes a la composition initiale ne peut étre mise en évidence par cette méthode. Dans ce cas,
les pourcentages en éléments constitutifs de I’échantillon, dont I’hydrogéne, restent invariants apres
I’échange labile, méme si une solubilisation importante de I’échantillon s’est produite. Le résultat
calculé pour les concentrations en activités du tritium organiquement lié non échangeable, en
utilisant la valeur du pourcentage d’hydrogéne mesuré avant échange labile, n’est donc pas biaisé.
Cependant, en fonction de la quantité d’échantillon solubilisée, une partie de I'information peut ne
pas étre prise en compte et le résultat de la mesure peut ainsi étre sous-estimé. La combinaison de
cet outil avec le COT-métre est donc essentielle pour obtenir I'intégralité de I'information souhaitée.

L'analyseur élémentaire est utilisable pour I'analyse d’échantillons liquides. L’analyse des
solvants d’échange labile pour la détermination de leurs compositions est donc théoriquement
possible. Cependant, le solvant utilisé étant I'’eau, la quantité d’hydrogene injectée par rapport aux
autres constituants élémentaires est telle que sa quantification n’est plus possible (figures 19 et 20).

1 (mVv)
co,

\ |
| ‘ H,0 5,0
A — 0 | :
Tr (min)
. . Figure 20 : Chromatogramme obtenu apres I'analyse
Figure 19 : Chromatogramme obtenu apres I'analyse " o, g . P . y
12 L . élémentaire d’un échantillon aqueux de cystine
élémentaire d’'une masse m = 1,796 mg de cystine.

([C] = 1,6 mg/gn20).

Par conséquent, dans sa configuration actuelle, il ne semble pas possible d’utiliser cet outil
pour analyser les solvants d’échange labile. De ce fait, la composition élémentaire des solvants

d’échange labile, pour I'identification des familles de molécules solubilisées, ne peut étre déterminée
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par cette méthode. Cependant, la modification de cette configuration, par I'introduction d’un piege a
eau sur la chaine CHNS par exemple, pourrait le permettre et serait une voie a envisager pour les
études ultérieures. Cette modification permettrait en effet de finaliser les bilans massiques ainsi que
de vérifier et valider les hypothéses formulées quant a I’évolution des compositions élémentaires des

fractions solides avant et apres échange labile.

1.1.4. Etude de I’évolution du pourcentage d’hydrogene

Un des objectifs de la problématique analytique est de s’assurer que le résultat calculé pour
les activités TOL-NE n’est pas biaisé par I'utilisation du pourcentage d’hydrogéne mesuré avant
I’échange labile. L'approche choisie est de comparer les teneurs avant et apres échange labile. Par
conséquent, il est important d’introduire des critéres permettant cette comparaison pour déterminer
si la différence entre les deux valeurs est significative.

Dans cette étude, deux critéres sont utilisés. Le premier, le test de STUDENT de comparaison
des moyennes expérimentales est purement statistique [Cetama, 1986]. |l permet d’accepter ou de

rejeter I’hypothése d’égalité des moyennes des populations avant et apres échange labile.

t:ﬁ Eq. 14

Ou 1 et 2 font référence aux populations avant échange labile et apres échange labile, X, et X, sont
les moyennes expérimentales des populations, n; et n, sont les nombres de valeurs utilisées pour
calculer les moyennes expérimentales des populations 1 et 2 et s est I'écart type commun aux deux

populations, défini dans la relation 15.

2

o (-8 + (-1 s
n+n,—2 '

Ou s? et sZ sont les variances des deux populations.

La valeur t calculée est comparée aux valeurs limites définissant le domaine de refus de I’hypothése
de départ. Elles sont tabulées pour un risque a, toujours pris dans cette étude égal a 0,05, et un
nombre de degrés de liberté attaché a I'estimation de la variance commune v=n; +n, — 2.

L’hypothése d’égalité des moyennes expérimentales est validée lorsque ta <t <t, a .
2

Ce test statistique peut étre utilisé uniquement si les populations suivent une distribution normale
(test de SHAPIRO-WILK, utilisé pour n<50) et si 'homoscédasticité a été vérifiée (test de FISHER-

SNEDECOR de comparaison de 2 variances).
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Ce test n’est cependant pas suffisant pour statuer quant a la différence ou non des teneurs en
hydrogéne avant et apres échange labile. En effet, il ne tient pas compte des incertitudes
expérimentales liées notamment a la variabilité propre de l'outil utilisé. Par conséquent, un
deuxieme critere est utilisé. Celui-ci consiste simplement a vérifier si les incertitudes liées a la
méthode d’analyse se recoupent. Pour mettre en place ce critéere, il est donc nécessaire de qualifier

I’analyseur élémentaire pour en définir la variabilité intrinseque (chapitre 3).

[.2. APPROCHE STATISTIQUE POUR LE DEVELOPPEMENT ET LA VALIDATION DE LA

METHODE D’ANALYSE ELEMENTAIRE

Les compositions élémentaires, et en particulier les teneurs en hydrogéne des échantillons
déterminées expérimentalement doivent étre les plus justes et fidéles possible. Par conséquent, le
modele d’étalonnage choisi doit étre validé et les paramétres tels que justesse et fidélité évalués. De
plus, pour disposer de moyens de controle de la séquence analytique et donc de validation des

résultats, des outils spécifiques (cartes de controle) doivent étre mis en place.

1.2.1. Caractéristiques de |'étalonnage

Disposant de plusieurs matériaux de référence certifiés (MRC), une question se pose : faut-il
réaliser un étalonnage simple, c'est-a-dire construit a partir de I'un des 4 MRC disponibles, ou un
étalonnage « mixte », c'est-a-dire en utilisant I'ensemble ou une partie des 4 MRC ? Afin de définir la
droite d’étalonnage la plus adaptée a cette étude, couvrant la plus large gamme de masses,
notamment pour l'analyse de I'hydrogéne, ces 5 droites d’étalonnage sont comparées, apres
vérification de I'"homogénéité des variances liées a chacune d’elles (test de Bartlett, car nombre
d’observations différentes). Cette comparaison de droites s’effectue a I'aide de tests d’hypotheses
successifs pour lesquels le rejet ou le non-rejet des hypothéses nulles formulées se base sur la
comparaison des critéres calculés F.,. avec les valeurs F,(a,v) répertoriées dans les tables de Fisher-
Snedecor, pour un risque a défini et v degrés de liberté [CETAMA, 1986]. Ainsi, lorsque

Fealc> Fun(a,v), I’'hypothese nulle est rejetée.

Dans cette étude, chaque droite d’étalonnage est évaluée a partir d’'un nombre N; de couples
( IT%_ ; A;) ou i fait référence a I'étalonnage considéré (i = 1, ..., 5), j renvoie aux différentes masses

des étalons introduites pour établir une droite i (j=1, ..., 7), m, est la masse de I'élément x injectée et

A I'aire détectée correspondante.
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Si les n droites d’étalonnage (n=5) sont équivalentes, elles sont confondues avec la « droite
commune » estimée a partir des 5 séries de couples.
La premiere hypothese nulle a vérifier Hgonf peut se formuler sous la forme «les n droites

Fconf

d’étalonnage sont confondues avec la droite commune ». Le critere F_.

est exprimé comme suit :

Feof = Qe Eq. 16

calc — y xs2
ou v, = 2(n—1) ; s2 est la variance moyenne, représentative des variations entre les différentes

. . . . N, — 2).s? . , . s
droites et s’exprimant de la maniére suivante : & Z( —2) % sjz,/xiest la variance résiduelle liée a

D N-2n
I’étalonnage i et Q. représente les fluctuations des droites i par rapport a la droite commune (eq.
17).

Qe=0Qr—0Q Eq. 17

Ou Qr représente les fluctuations des valeurs A;; autour de la droite commune :

[ e A
B e N

Eq. 18

Aest la moyenne générale de toutes les aires détectées pour les n étalonnages et m, est la

moyenne générale des masses de I'élément x injectées pour les n étalonnages.

Q représente les fluctuations des valeurs A; autour des droites i :
2
Q:Z(Ni _2)'sy/>q Eq. 19
I

Si FEM < FOM(yv), ou y =N, = 2n, Hoony est vérifiée. Dans ce cas, il est possible d’admettre

I
avec un risque a donné que toutes les droites d’étalonnage sont confondues. Dans ce cas, le résultat
de la mesure sera équivalent quel que soit I'’étalonnage utilisé pour les calculs. Ainsi, pour définir la
droite d’étalonnage optimale, I'égalité des compositions élémentaires et des valeurs certifiées doit
étre vérifiée et tout phénomene de sous- ou surestimation doit étre écarté.
En revanche, si Hgonf est rejetée, le test d’hypothése peut étre décomposé en plusieurs hypotheses

nulles élémentaires afin d’identifier I'origine de la divergence des droites :

se détermine comme suit :

0. SO i P
- Hp : «les n pentes sont équivalentes », dont le critere F_ ;.

Fp — Qp

calc 2
Vp XS

Eq. 20
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Ouv, =n—1, Q, représente la dispersion des pentes des n droites :

R N

B S TN A 55

i

Eq. 21

Ou my et A, sont respectivement la moyenne générale des masses de I'élément x injectées et la
moyenne générale des aires détectées pour I'étalonnage i.
Si H;,’ est vérifiée, le parallélisme des droites est validé. Dans ce cas, les résultats obtenus pour un

échantillon inconnu doivent étre équivalents aux ordonnées a I'origine prés.

- Hpp, : «les points moyens ( ,

,A) sont alignés », dont le critere Fcpalc se détermine comme

suit :

ppm = om Eq. 22

calc VpmXs2

Ou vy, = n — 2 et Qpyy, représente la dispersion des points moyens autour de la droite estimée par

Ceux-ci:

[ maeA]
me=ZNi(A‘A)Z_ ZNi(E—ﬁ)z

Si Hz(,’m est vérifiée, les points moyens de chacune des droites d’étalonnage i sont alignés.

Eq. 23

- Hg_pm: « La droite commune et la droite des points moyens ont des pentes équivalentes »

Fopm = dem Eq. 24

calc Vepm X2

OuVe_pm =1 et Qc_pm représente I'écart entre la pente de la droite commune aux n droites et la

pente de la droite des points moyens :

Qc-pm = Qc — Qp = Qpm Eq. 25

Si Hg_pm est vérifiée, la pente de la droite commune et celle de la droite des points moyens sont
équivalentes. Cette conclusion signifie qu’en plus de I'égalité des pentes, les ordonnées a I'origine

sont équivalentes.
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1.2.2. Vérification de la linéarité

La réponse des détecteurs a conductivité thermique est généralement linéaire sur une large
gamme de concentrations [Littlewood, 1970]. Ce point a néanmoins été validé expérimentalement
pour s’assurer de la proportionnalité de la réponse détectée et de la masse d’élément injectée.

L’étalonnage est acceptable si le modéle linéaire explique bien les variations des valeurs
d’information, en 'occurrence les aires détectées. De plus, la gamme est valide s’il n’existe pas
d’erreur de modele résultant en une courbure significative. Ces deux points sont controlés par
I'intermédiaire d’une analyse de variance dont I'objectif est de vérifier si la part de variance due a
I’erreur de modele n’est pas supérieure a la part de variance due a l'erreur expérimentale [AFNOR,
1999 ; Feinberg, 2001]. Pour cela, les sources de variations sont identifiées :

- Erreur de modele (non-linéarité),
- Régression linéaire.

Des valeurs critiques F/re? et F, 2% sont ensuite calculées (tableau 11).

Tableau 11 : Description de I'analyse de variances pour la vérification de la linéarité de la courbe d’étalonnage

Sources de , . Degrés de .
e Somme des carrés des écarts 'g , Variances Fealc Ftab
variation liberté
— . 2
Erreur de SC = x (A. — ) _ 2 _SCE mod __ Smod | F%(Vpoa; Ve; 1
modeéle L:mOd Zz P ) A“X. Vinoa =N — 2 Siod = Flow = > _‘;)
]9 Vmod Se
. ~ = 2
Regression _ ( _ )2 _ 2 _ reg _ Sreg reg
linéaire SCI':reg zz p>< 'A\nxJ A Vreg = 1 Sreg = SCEreg Fcalc = 52 Ftab (Vreg;ve; a)
J 9 e

N est le nombre de niveaux de masses étalons pour une droite; j fait référence au niveau de masse étalon injectée pour la droite considérée
(1 <j < N); p est le nombre de répétitions de I'étalon j pour la droite considérée; g renvoie au numéro de la répétition de I'étalon j pour la
droite considérée (1 < g < p); my; est la masse de I'élément injectée pour I'étalon j ; XJ est la moyenne des p répétitions pour I'étalon j,

Sa .

exprimée comme suit: x _ o ; est la réponse prédite par le modéle: A — ; i est la moyenne générale de toutes
A= An, A, =b,+hm,
S5, -Af
Z Ajg - ig i
les réponses détectées A= itod ; Se2 est la variance due a I'erreur expérimentale S‘f -J 9
Np N(p-1)
la répétition g de I'étalon j; v, est le degré de liberté associé a I'erreur expérimentale ; Fgggd et Ft;ebg sont les valeurs tabulées dans les
tables de Fisher-Snedecor, fonctions du risque a choisi (a=0,05).

; A]-g est I'aire détectée pour

L'interprétation des données se méne en deux temps :
- Si Fmod < pmed il n’y a pas de courbure sur le domaine défini. L'erreur de modeéle est
négligeable sur le domaine d’étalonnage choisi ;
- Si E29 > F2, la régression explique bien une grande partie de la variation. Le modele

linéaire pour I’étalonnage est acceptable.
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1.2.3. Justesse de la méthode d’analyse

La justesse est I'étroitesse de I'accord entre la moyenne d’'un nombre infini de valeurs
mesurées répétées et une valeur de référence [BIPM, 2008]. Elle est généralement exprimée en
termes d’écart a cette valeur de référence. La teneur en hydrogene d’un échantillon étant le point clé
pour la conversion des activités tritium organiquement lié et tritium organiquement lié non
échangeable en Bqg.kg™ de matiére fraiche, il faut s’assurer que le résultat de la mesure n’est pas
biaisé. Cette vérification est effectuée suite a I'analyse de matériaux de référence certifiés et a la
comparaison des moyennes expérimentales obtenues pour chaque élément aux teneurs certifiées.
Cette comparaison est réalisée dans cette étude en appliquant le test statistique de I’écart normalisé,

calculé comme suit [AFNOR, 2010] :

E = M Eq. 26

nToo 2
Uexp+Uref

Oou Xx et x sont respectivement la moyenne expérimentale obtenue pour I'élément x et la
exp ref

valeur certifiée; Ugpet Uyr sont les incertitudes élargies associées (k=2). Les valeurs sont

équivalentes lorsque E;,, < 1. Dans ce cas, |'écart observé est jugé comme étant non significatif.

1.2.4. Fidélité de la méthode d’analyse

La fidélité est I'étroitesse de I'accord entre les indications ou les valeurs mesurées obtenues
par des mesurages répétés du méme objet ou d’objets similaires dans des conditions spécifiées
[BIPM, 2008]. La mesure de fidélité est une mesure de la dispersion des mesures et se calcule a partir
d’un écart-type [Feinberg, 2001]. Ainsi, une méthode faiblement fidele est reflétée par un grand
écart-type. Dans cette étude, la fidélité de la méthode d’analyse, pour chacun des éléments N, C, H,
S, O considérés peut étre estimée dans des conditions de répétabilité (s.,) et de fidélité
intermédiaire (sr) [AFNOR, 2009].

Cette estimation s’effectue suite a I’'analyse de matériaux de référence certifiés. La composition de
ceux-ci est variable et la réponse de I'analyseur varie en fonction de la masse d’élément injectée, or
I’étude de la variabilité de la méthode se base sur un parameétre constant. Par conséquent, les
calculs peuvent étre effectués sur la réponse obtenue aprés injection d’'une masse constante
d’élément x, donc variable en fonction du MRC utilisé, ou sur la réponse normalisée par rapport a la
masse introduite. De plus, cette étude sert de base pour I'élaboration des cartes de contréle qui
doivent pouvoir étre utilisées aisément. Par conséquent, les réponses normalisées ont été préférées

(eq. 27).

T = — Eq. 27

My
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L’étude de la fidélité de la méthode se base donc sur ces ratios r (tableau 12).

Tableau 12 : Détermination des écarts types et coefficients de variation de la méthode
d’analyse dans des conditions de répétabilité et de fidélité intermédiaire

Ecart-type de répétabilité

Coefficient de variation de répétabilité RSQ,, = Srfp x100
r

—\2 S
S =s(ri) S

Variance inter-série q
2
. . S.
Sis(h)? — r;” < 0Oalors s2 =0
Ecart-type inter-série Ss = /S&
. e s _ 2 2
Ecart-type de fidélité intermédiaire Sq =4/Ss t+ Srep
S
Coefficient de variation de fidélité intermédiaire RSD, =—£-x100
r

n est le nombre de séries; g est le nombre de répétitions; i fait référence a une séquence d’analyse (1<

i< n); T, est la moyenne des q répétitions dans la séquence d’analyse j; r est la moyenne générale des
n

r.i
. = . ST ; . —\2 .
ratiosr: p _ i ; Si2 est la variance des g répétitions dans la séquence i et s(ri) est la variance de
n

la moyenne E : S(F)Z _ (ri _r)z
' n-1

L'estimation de la fidélité de la méthode d’analyse est essentielle pour étudier I'évolution des
compositions, et particulierement des teneurs en hydrogene, des échantillons aprés échange labile

puisqu’elle permet la définition de la variabilité intrinseque de I'outil.

1.2.5. Elaboration des cartes de contréle

Les cartes de contréles sont des outils essentiels pour suivre la variation du signal et pour
détecter tout écart lié a une dégradation des performances de I'analyseur. Elles sont construites a
partir d’'une ligne centrale, déterminée dans cette étude par la moyenne des ratios définis dans
I’équation 27, calculée lors de I'étude de fidélité. Les limites de surveillance sont situées de part et
d’autre de cette ligne centrale, a une distance égale a + 2 écarts-types. Ces écarts-types sont ceux
déterminés dans des conditions de fidélité intermédiaire. Les limites de contrdle sont quant a elles
situées de part et d’autre de la ligne centrale, a une distance égale a + 3 écarts-types de fidélité
intermédiaire [AFNOR, 1995].

Ces cartes permettent de mettre en évidence les limites de bon fonctionnement de la chaine
analytique. Celles-ci sont essentiellement dues a la dégradation des réactifs d’oxydation et de

réduction présents dans les tubes de réaction qui est directement liée au nombre d’analyses
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réalisées avec un méme tube. De plus, des cendres produites par I’utilisation des nacelles en étain et
par la présence de tout résidu inorganique dans I'échantillon, peuvent s’accumuler dans la partie
supérieure du tube en quartz [Analytical method committe, 2006]. Ces deux phénomeénes ont une
influence sur le débit du gaz vecteur et, le détecteur a conductivité thermique étant sensible a toute
variation de débit, une variation du signal est donc entrainée. Ainsi, une augmentation du débit de
1 % entraine une diminution de la réponse de 0,7 a 0,8 %. L'obtention d’une réponse stable ne peut
se faire qu’avec des débits stables. Par conséquent, tous les phénomeénes pouvant avoir une
influence quelconque sur le signal doivent étre maitrisés. En ce sens, les cartes de contrdle
permettent d’assurer un suivi de cette variation de signal pour définir la périodicité des opérations
de maintenance.

Les cartes de controle permettent également de définir la dispersion maximale autorisée des
valeurs expérimentales. Par conséquent, d’aprés ces dispersions, il est possible de comparer des
teneurs mesurées et de discriminer les variations intrinseques a l'outil de celles propres aux
échantillons. Ainsi, pour un méme échantillon, 95 % des teneurs mesurées doivent appartenir a
I'intervalle défini par les limites de surveillance. Ces limites ont donc été choisies comme définissant
la variabilité de l'outil, c’est-a-dire, définissant un intervalle au sein duquel deux valeurs ne peuvent

étre considérées différentes.

|.3. DETERMINATION DE L’ECHANTILLON SOLUBILISE AU COURS DE L’ECHANGE LABILE

Si 'on se réfere au protocole expérimental mis en place pour récupérer le solvant a analyser
(figure 21), plusieurs hypothéses sont nécessaires pour exprimer le résultat de carbone organique
total en fonction de I’échantillon de départ. Afin de déterminer la fraction de carbone solubilisée au
cours de I'échange, il faut convertir le résultat initialement exprimé en « milligramme de carbone
solubilisé par litre de solvant (mgc/L)» en « milligramme de carbone solubilisé par gramme de

carbone de I'échantillon solide initial (Mmgc/gc_ech) »-

Mise en contact d’un volume de solvant
Début d’échange labile e de masse m, et de 'échantillon solide

de masse m
l48h

Fin d’échange labile

%m\ﬁ%ﬂa\dif)ns
Solvant de masse m, ¢m | | = Fraction solide de

Masse Mg finale

| Analyse COT : mg./L |

Figure 21 : Schéma du protocole expérimental préalable a I’analyse COT.
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Le solvant d’échange labile étant de I'eau, un litre de solvant est considéré comme étant équivalent a
un kilogramme de solvant. Le résultat COT peut donc étre exprimé en milligramme de carbone par
gramme de solvant (mgc¢/gsovant). La concentration en carbone du solvant est une concentration
nette : la concentration en carbone mesurée dans les blancs pour chaque série d’échanges labiles est
soustraite a la concentration brute mesurée dans les solvants « échantillons ». Par conséquent,
I"approximation selon laquelle tout le carbone mesuré en solution provient de I’échantillon sec de
départ peut étre effectuée. De plus, a la fin de I'’échange labile, les concentrations en carbone dans la
fraction liquide et dans la fraction liquide « absorbée » par I'’échantillon sec initial sont considérées
équivalentes. La masse de carbone solubilisée dans le solvant de masse m; (Mc.sopiisée) Provient de
I’échantillon sec de masse m; placé en échange labile et peut donc étre déterminée par simple

multiplication. Le résultat peut s’exprimer en milligramme de carbone par gramme d’échantillon

(mgc/gech)-

[COT] _ [COT]mgC/gsolvant XMy _ Mc—solubilisé Eq 28

mgc/gech - mg mg

Finalement, la fraction de carbone de I’échantillon solubilisée est déterminée par rapport a la

guantité de carbone initiale dans I’échantillon (eq. 29).

MC—solubilisé
% Csolub — solubilisé Eq. 29
Mc_échantillon

Ou m¢_p, est la quantité de carbone dans I'échantillon sec de départ. Cette valeur est déterminée
par le calcul a I'aide de la relation 30.

M(_¢chantillon = X¢ X Mg Eq. 30

Ou x. est un nombre compris entre 0 et 1 correspondant a la proportion de carbone de I'échantillon

de départ, déterminée expérimentalement apres analyse élémentaire.

Il. ETUDE DE LA SPECIATION DU TRITIUM

L'étude de la spéciation du tritium passe par l'identification des composés solubilisés au
cours de l'échange labile et, en raison de la complexité des milieux étudiés, plusieurs outils
analytiques ont été utilisés (analyseur élémentaire, spectrophotométre UV-Visible,

spectrofluorimetre, spectrométre de masse haute résolution).
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[1.1. OUTILS ANALYTIQUES POUR L’OBTENTION D’ INFORMATIONS GLOBALES

Des outils (analyseur élémentaire, spectrophotomeétre UV-Visible, fluorimetre) permettant
de formuler des hypotheses sur les familles de molécules (glucides, protides...) solubilisées sont
exploités dans un premier temps. Ceux-ci sont en effet relativement simples d’utilisation et
permettent d’orienter les identifications. Ainsi, I'étude de I’évolution des compositions élémentaires,
et notamment des hétéroatomes (N, O) des échantillons solides avant et apres échange labile peut
fournir des informations quant au type de molécules solubilisées. En effet, une diminution des
teneurs en oxygene peut signifier la solubilisation de molécules a forte teneur en oxygéne comme
des glucides ou des acides organiques. De la méme maniére, une diminution des teneurs en azote
laisse présager la solubilisation de molécules a forte teneur en azote, comme des molécules de type
acides aminés ou protéines. Dans le cas de mélanges complexes, les interactions moléculaires
peuvent conduire a l'obtention de bandes d’absorption plus ou moins larges, sur les spectres
d’absorbance ou de fluorescence, qui soulévent des interrogations et entrainent des hypothéses
concernant les molécules présentes dans le milieu, sans possibilité de les identifier. Seule une
identification « macroscopique », par famille de molécules peut étre effectuée. Ces outils ne
fournissent donc pas d’indications unitaires sur les molécules individuelles solubilisées. Par
conséquent, I'introduction d’un outil plus adapté pour une identification a une échelle moléculaire

(sensibilité, résolution) est essentielle.

[1.2. OUTIL ANALYTIQUE POUR L'OBTENTION D’INFORMATIONS UNITAIRES : LA
SPECTROMETRIE DE MASSE HAUTE RESOLUTION
Le spectrometre de masse haute résolution du laboratoire (LTQ Orbitrap XL hybrid FTMS,

Thermo scientific©) (figure 22) permet l'identification des composés présents dans les solvants

d’échange labile par la détermination de leur masse exacte.

NS
Figure 22 : Spectrometre de masse LTQ Orbitrap Thermo scientific©.
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11.2.1. Principe et instrumentation

1.2.1.1. Principe

La spectrométrie de masse haute résolution permet [lidentification de structures
moléculaires en déterminant la formule brute (par I'intermédiaire de la masse exacte) des molécules
injectées. Ces calculs et identifications sont possibles si I'appareillage utilisé possede une tres bonne

résolution, c'est-a-dire si deux pics de masse trés proches peuvent étre différenciés (figure 23).

297.07214
¢ MH 150 NZCl‘)

100 R=10000

[}

29700 29705 29710

miz
297.05521
100 Cy4HisON,Cl,
297 08423
o R = 100 000

0

29700 29705 29710

Figure 23 : Illustration de I'effet de la résolution sur la détection de composés [Makarov et Scigelova, 2010].

La résolution se définit comme le rapport entre la masse d’un ion et la différence entre le pic
de I'ion considéré et un pic voisin tout juste différenciable (m/Am). La résolution de I'appareillage
utilisé dans cette étude est de 163 000. Typiquement, pour une masse exacte de 180,0634 (glucose),
des molécules ayant une différence de masse de 0,0011 unités de masse peuvent étre séparées. Lors
de l'interprétation des données d’un spectre de masse, pour chaque pic détecté, une ou plusieurs
formules brutes sont calculées par rapport aux masses exactes des atomes. Chaque formule brute
proposée est fournie avec un écart relatif (Appm) a la valeur théorique. De nombreuses formules
brutes sont susceptibles d’étre générées pour un méme ratio m/z. C'est pourquoi un critére

(Appm < 5) a été fixé pour exclure certaines formules et identifier le composé.

11.2.1.2. Appareillage

L'appareil se divise en plusieurs parties (figure 24) : le systeme de génération d’ions (source

d’ionisation), le systéme de transfert des ions, le systéme de séparation des ions et la détection.
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Figure 24 : Schéma du spectromeétre de masse [Makarov et Scigelova, 2010].
1 : source d’ionisation ; 2 : systeme de transfert des ions ; 3 : piége a ions linéaire (LTQ) ; 4 : C-trap; 5:
Orbitrap ; 6 : cellule de collision.

11.2.1.2.1. La source d’ionisation

La molécule ne doit pas étre fragmentée au cours de son ionisation pour s’assurer de la
détermination de sa formule brute. Par conséquent, une source d’ionisation douce est privilégiée.
L'électrospray a donc été utilisé dans cette étude. La solution est injectée dans le spectromeétre de
masse par nébulisation sous forme de gouttelettes chargées. Les molécules d’intérét sont dé-
solvatées sous |’action jumelée de I'évaporation accélérée du solvant suite a I'application d’un gaz de
nébulisation (N,) et de la répulsion coulombienne. En fonction de la polarité des tensions appliquées,
les ions formés peuvent étre chargés positivement ou négativement. D’'une maniere générale,
I’électrospray conduit a la formation d’ions moléculaires protonnés [M+H]*, déprotonnés [M-H] ou
d’adduits de type [M+Na]" ou [M+Cl]. Ce mode d’ionisation peut également entrainer la formation

d’ions multichargés.

1.2.1.2.2. Le systeme LTQ-Orbitrap

Les ions formés sont entrainés dans un piege linéaire (LTQ) qui permet la sélection des ions.
lIs s’accumulent et sont ensuite stockés dans la « C-trap », quadripole de stockage nécessaire lorsque
I"analyseur « Orbitrap » est couplé a la source électrospray. En effet, cette derniere fonctionne en
continu tandis que I'Orbitrap opére par pulses. Lorsque suffisamment d’ions ont été accumulés dans
la « C-trap », ils en sont extraits par lI'intermédiaire d’'un champ électrique et sont délivrés par

« paquets » a I'entrée de I'orbitrap (figure 25).

Analyseur
Orbitrap

Amplificateur

Figure 25 : Schéma de la « C-trap » couplée a I'orbitrap [Zubarev et Makarov, 2013].
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L’analyseur Orbitrap est basé sur le piégeage d’ions dans un champ électrostatique. Les ions piégés
dans I'analyseur décrivent un mouvement rotatoire autour de I'axe central ainsi que des oscillations
le long de I'axe z. Le mouvement des ions peut étre décrit comme celui d’un oscillateur harmonique
et est indépendant du rayon de l'orbite et de la vitesse angulaire. Le ratio m/z est simplement

dépendant de la fréquence d’oscillation des ions le long de I'axe z (relation 31).

z
o=_| — |xk Eq. 31
m

Ou z est la charge de I'ion, m la masse de I'ion et k est une constante caractéristique du champ.

Tous les ions de méme masse vont former des anneaux autour de I'axe central qui vont osciller a une
fréquence caractéristique. Les différents paquets d’ions générent donc un signal transitoire
multifréquence qui est enregistré puis converti en signal exploitable par transformée de Fourier [Hu

et al, 2005 ; Makarov et Scigelova, 2010 ; Zubarev et Makarov, 2013].

CONCLUSION

Dans ce chapitre, les outils analytiques utilisés pour répondre aux problématiques de I'étude
ont été présentés. La combinaison de ces outils est indispensable, aussi bien pour les problématiques
analytiques que pour I'étude de la spéciation du tritium.

Les mesures de carbone organique total doivent étre corrélées aux proportions en carbone des
échantillons secs pour estimer la fraction d’échantillon solubilisée au cours de I’échange labile.
L'identification de ces composés solubilisés passe par la combinaison de nombreux outils
analytiques, des plus simples a mettre en ceuvre (spectrophotométrie) aux plus complexes
(spectrométrie de masse haute résolution).

Les compositions élémentaires des échantillons (C, H, N, S, O) sont déterminées par analyse
élémentaire. Cette mesure permet d’évaluer I'impact de I’échange labile sur la quantification du
tritium organiquement lié non échangeable (% C et % H) mais également d’estimer le type de
composés solubilisés lors des échanges labiles (% O, % N). Par conséquent, la mise en place d’'une
méthode d’analyse robuste et la détermination de la variabilité de I'outil sont essentielles pour (i)
s'assurer de la valeur mesurée et écarter I'hypothése d’introduction de biais, (i) définir les
incertitudes a utiliser pour le calcul des activités tritium organiquement lié, et (iii) étudier I’évolution
des compositions élémentaires des échantillons au cours de I'’échange labile. Cette étude fait I'objet

du chapitre 3.
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Chapitre 3

L'analyseur élémentaire : un outil pour I'analyse et la

spéciation du tritium
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Introduction

L’analyseur élémentaire est I'outil analytique de base de cette étude puisqu’il est a la fois
nécessaire pour répondre aux problématiques analytiques et de spéciation. Ainsi, le pourcentage
d’hydrogéne utilisé pour la conversion des activités du tritium organiquement lié et du tritium
organiquement lié non-échangeable est déterminé expérimentalement avec I'analyseur élémentaire.
Une méthode d’analyse doit donc étre développée pour assurer la fiabilité des résultats de mesure et
pour disposer d’outils permettant de valider les données. Quelle que soit la nature de I’échantillon
étudié, cette procédure doit écarter I'hypothése de l'introduction éventuelle d’un biais lié a une
détermination erronée des teneurs en hydrogéne pour le calcul des activités du tritium
organiquement lié. Le développement de la procédure doit également permettre la réduction des
incertitudes généralement associées a la valeur du pourcentage d’hydrogene (20 %) et donc la
diminution des incertitudes associées aux activités du tritium organiquement lié exprimées en
Becquerels par kilogramme d’échantillon. De plus, afin d’étudier I'évolution des compositions
élémentaires des échantillons au cours de I’échange labile, il est essentiel de pouvoir discriminer les
variations liées aux échantillons des variations propres a lI'outil analytique. Cette discrimination
permettra a la fois d’étudier I’évolution des teneurs en hydrogene au cours de I'échange labile et
I’évolution des teneurs en hétéroatomes pour l'identification des familles de molécules organiques
solubilisées.

Afin de définir I'étalonnage optimal a mettre en place, de vérifier la linéarité de la réponse et
la justesse des résultats, et d’estimer la variation de l'outil dans des conditions spécifiques
(répétabilité, fidélité intermédiaire), une étude statistique a été effectuée. Le présent chapitre en
présente les résultats. La distribution normale des données utilisées pour les différents tests
statistiques a systématiquement été vérifiée (SHAPIRO-WILK), et les valeurs aberrantes recherchées

au préalable (GRUBBS, DIXON, t-test).

I. ETUDE DE L'ETALONNAGE

I.1. RESULTATS

Le présent paragraphe se focalise essentiellement sur les résultats obtenus pour I'analyse de
I’hydrogéne. Ceux concernant les autres éléments sont disponibles en annexe C.1. Ainsi, les droites
« simples » (construites a partir d’'un seul matériau de référence certifié) et la droite mixte
(construite a partir de tous les matériaux de référence certifiés) ont été comparées suivant la

procédure décrite dans le chapitre 2 (tableau 13) [Cetama, 1986].
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Tableau 13 : Parametres calculés pour la comparaison des droites d’étalonnage simples et mixte, cas de I’hydrogéne.

Degrés de

Source de variation Somme des carrés liberté el Frab
Fluctuation des valeurs A; autour des droites i Q= 2,44x 10° v= 25
Fluctuation des droites i par rapport a la droite commune (F°™) Q.= 1,09x 10 v.= 8 1,40 2,34
Dispersion des pentes des n droites (FP) Q,= 3,06 x 10° Vo= 4 0,78 2,76
Dispersion des points moyens autour de la droite moyenne (FP™) Qym = 6,98x 10° Vpm = 3 2,38 2,99
Ecart entre les pentes commune et moyenne (F¢~P™) Qcpm= 8,65x 10’ Vepm= 1 0,89 4,24
Fluctuation des valeurs A;; autour de la droite commune Qr= 3,53x 10° vi= 33

Avec Fcfflrclf < Ftil%"f, I’hypothése nulle de départ « les n droites d’étalonnage sont confondues avec
la droite commune » est vérifiée. Par conséquent, il est possible d’admettre au risque a choisi (a =
0,05) que toutes les droites d’étalonnage sont confondues. Les mémes résultats sont obtenus pour
les éléments C et N (annexe C.1.). Pour I'oxygéne et le soufre cependant, I'étude statistique ne valide
pas |'égalité des droites d’étalonnage (annexe C.1.).

Les teneurs en hydrogene d’'un échantillon déterminées expérimentalement doivent donc étre
similaires indépendamment de I'étalonnage considéré. Ce point est vérifié expérimentalement par

I'analyse des 4 matériaux de référence certifiés et par le calcul de leur composition élémentaire a

|"aide de chacune des 5 droites d’étalonnage (tableau 14).

Tableau 14 : Moyennes expérimentales des teneurs en hydrogéne des matériaux de référence certifiés déterminées avec
chacun des 5 étalonnages testés (k=2)

Etalonnage
Mixte BBOT Sulfanilamide Méthionine Cystine
BBOT
6,06 + 0,25|/6,07 + 0,23 |603 + 0,27|6,09 + 0,27|6,03 + 0,23
XH-certifi¢ = (6:09 t 0: 12) %
Sulfanilamide 469 + 0,23|4,70 =+ 0,18 |467 + 0,21|4,72 + 0,25|4,67 + 0,18
L= + 0 ’ - ’ ’ - ’ ’ - ’ ’ - ’ ’ - ’
Echantillon XH'Ce't'f';ﬂé(ti’iiii_ng'ZS)A’
741 + 0,24(7,44 + 0,22 /738 + 0,27(745 + 0,27|7,39 + 0,27
Xp-certific = (7,43 * 0,40) %
Cystine
506 + 024|505 + 0,19 {502 + 0,26|5,10 + 0,27|5,02 + 0,19
XH-certifi¢ = (5:03 * 0128) %

Les résultats reportés dans le tableau 14 semblent confirmer I’hypothése d’une égalité des valeurs
expérimentales et des valeurs certifiées quel que soit I'étalonnage utilisé. L'emploi du test de I'écart
normalisé (E,) pour comparer les moyennes expérimentales aux valeurs certifiées confirme a chaque
fois I'égalité des valeurs (E, < 1). Il n’y a donc pas de différence significative entre les résultats
obtenus pour les échantillons avec les 5 droites d’étalonnage testées. Des résultats similaires sont

obtenus pour les éléments C et N (annexe C.2.).
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[.2. DISCUSSION

Les résultats montrent que les droites d’étalonnage simples et la droite mixte sont
équivalentes pour les éléments hydrogéne, carbone et azote. De plus, les moyennes expérimentales
déterminées avec les 5 étalonnages pour un matériau de référence certifié sont équivalentes aux

valeurs certifiées. Par conséquent, pour la détermination du pourcentage d’hydrogene dans le cadre

de I'analyse du tritium organiquement lié, I'utilisation de I'une ou I'autre de ces droites n’entraine
pas de différence statistiquement significative.

Cependant, I'utilisation d’une droite d’étalonnage simple peut entrainer des écarts aux valeurs de
référence systématiquement négatifs ou positifs alors qu’une distribution aléatoire autour de la
valeur certifiée semble étre obtenue avec un étalonnage mixte (figure 26). En effet, les teneurs

moyennes déterminées avec les étalonnages sulfanilamide et cystine sont systématiquement

légerement inférieures aux valeurs certifiées tandis que celles déterminées avec les étalonnages

BBOT et méthionine sont légérement supérieures aux valeurs certifiées.

Ecart a la valeur certifiée Ecart a la valeur certifiée

Ecart a la valeur certifiée

1.60%

0.96%

0.32%
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Figure 26 : Ecart a la valeur certifiée des teneurs expérimentales en hydrogéne des matériaux de référence

certifiés pour chaque étalonnage testé écart[xexp—xcemﬁé} (a) étalonnage BBOT, (b) étalonnage
Xcertlflé

sulphanilamide, (c) étalonnage cystine, (d) étalonnage méthionine, (e) étalonnage mixte. ( M ) Echantillon
méthionine, (®) échantillon BBOT, (A ) échantillon sulphanilamide, (‘) échantillon cystine.
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Quels que soient les matériaux de référence certifiés, ou mélanges de matériaux de référence
certifiés, utilisés pour établir la droite d’étalonnage, I’écart a la valeur certifiée est toujours inférieur
a 2 %. Cest pourquoi l'égalité des valeurs expérimentales et certifiées est toujours vérifiée.
L'utilisation d’étalonnages simples entraine systématiquement une légére sous- ou surestimation des
teneurs en hydrogéne au contraire de I'utilisation d’un étalonnage mixte qui est caractérisé par une
distribution aléatoire des écarts aux valeurs certifiées autour de zéro. La distribution normale de ces
écarts autour de zéro a été vérifiée en utilisant une droite de Henry (figure 27) [AFNOR, 1995]. Celle-

ci permet notamment d’estimer approximativement la moyenne de la distribution par l'intersection

a l'origine.
0.002 +
*
0.001 4
*
0.001 +
— *
=
*

faWal
-0.010 -0.008 -0.006 -0.004 -0.002-0®Q00 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

* Ecart relatif
-0.001 -
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-0.002 -

Figure 27 : Droite de Henry construite a partir des écarts relatifs entre les teneurs en hydrogéne, de chaque
matériau de référence certifié déterminées expérimentalement avec un étalonnage mixte, et les valeurs
certifiées. u; correspond au « normit de x » pour « normal unit ». Cette valeur est calculée a partir de la variable
normale réduite [AFNOR, 1995].

L’ajustement des points étant voisin d’'une droite, I’"hypothése d’une distribution normale des écarts
relatifs entre les valeurs expérimentales et certifiées est acceptée. En outre, la distribution des écarts
relatifs entre les teneurs en hydrogéne déterminées expérimentalement avec un étalonnage mixte et
les valeurs certifiées, soit I'intersection a I'origine de la droite de Henry, est quasiment égale a zéro
(1,7 x 10®). Ceci signifie que I'écart moyen entre les valeurs expérimentales déterminées avec une

droite d’étalonnage mixte et les valeurs certifiées est quasiment nul (tableau 15).

Tableau 15 : Estimation de la valeur centrale de la distribution des écarts relatifs entre les teneurs
en hydrogene déterminées expérimentalement avec chaque étalonnage testé et les valeurs

certifiées
Etalonnage Ecart relatif moyen entre les valeurs expérimentales et certifiées (%)
Mixte 1,7x 10"
BBOT 0,2
Sulfanilamide -0,5
Cystine -0,4
Méthionine 0,6
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Les écarts moyens entre les teneurs en hydrogéne déterminées expérimentalement avec un
étalonnage simple et les valeurs certifiées sont relativement faibles mais toujours supérieurs a celui
obtenu avec un étalonnage mixte (d’'un facteur 1000 environ). Ces valeurs confirment les
observations précédentes puisqu’avec des écarts moyens négatifs, |'utilisation des droites
d’étalonnage sulfanilamide et cystine entraine une légére sous-estimation des résultats tandis que
I'utilisation des droites méthionine et BBOT entraine une légére surestimation des résultats. Par
conséquent, I'étalonnage mixte qui permet de s’affranchir des biais associés a l'utilisation d’un

matériau de référence unique est a privilégier pour les analyses des teneurs en hydrogéne.

L'hydrogene étant I'élément d’intérét dans le cadre de I'analyse du tritium organiquement lié, il
conditionne le choix de I'étalonnage. Les éléments C, N et S sont donc déterminés simultanément
avec un étalonnage mixte. Les teneurs en carbone et azote des différents MRC déterminées avec
chacune des droites d’étalonnage testées sont équivalentes aux valeurs certifiées. Par conséquent,

I'utilisation d’un étalonnage mixte pour ces éléments est tout aussi cohérente que pour I'hydrogéne.

Pour les éléments oxygene et soufre, les résultats sont quelque peu différents. En effet,

BN

|’étude statistique ne valide pas, a I'heure actuelle, I'égalité des droites d’étalonnage

(Fconf

" alc >th;,nf). Cependant, cette dérive s’explique par différents points liés a la procédure

analytique.

L’oxygene fait partie des éléments majoritaires dans les échantillons de I’environnement. Par
conséquent, l'optimisation de la procédure d’analyse de l'oxygéne est d'un intérét majeur,
notamment pour I'étude de la spéciation du tritium. La non-validation de I’hypothése d’une égalité
des réponses observées, pour une méme masse d’oxygene injectée, s’explique par une dégradation
de la colonne chromatographique au cours des expériences réalisées pour I'évaluation des
performances analytiques de I'analyseur élémentaire. En effet, sur 150 analyses réalisées, un
décalage de 26 % du temps de rétention du pic « oxygéne » vers les faibles temps de rétention est
observé (Tr; = 2,42 min; Tr, = 1,79 min). Ce dernier peut s’expliquer par une saturation rapide du
piege a eau situé en amont de la colonne chromatographique puis, par une dégradation de la
colonne chromatographique. Cette dégradation a probablement entrainé I'obtention de réponses
variables pour I'oxygene. En effet, pour toutes les analyses ultérieures, une attention particuliere a
été portée a la périodicité de maintenance du piege a eau (toutes les 50-100 analyses). Les données
ainsi acquises présentent une variation du temps de rétention de l'ordre de 5 %
(n > 300). Cette variation est tout a fait acceptable par rapport a I'incertitude associée au temps de
rétention et fixée a 10 % (chapitre 2). Ces données n’ont pas été acquises spécifiguement pour

I’évaluation des performances de I'analyseur, mais leur utilisation pour une étude succincte des
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différents étalonnages tend a valider I'égalité des réponses pour une méme masse injectée, quel que
soit le matériau de référence considéré.

Pour I'analyse du soufre, un catalyseur (V,05 par exemple) doit étre ajouté dans la nacelle
lors de la préparation de I’échantillon pour optimiser la combustion et la conversion catalytique des
composés soufrés (chapitre 2) [Marco et al, 2002 ; Marco et al, 2003]. En fonction du catalyseur et de
I’échantillon, le ratio quantité d’échantillon/quantité de catalyseur doit étre optimisé. Les résultats
issus de la littérature montrent qu’en fonction de la nature du catalyseur et du ratio
échantillon/catalyseur, les teneurs déterminées en soufre pour un méme échantillon varient [Marco
et al, 2003]. A titre d’exemple, un échantillon ayant une teneur en soufre certifiée a 19,12 % a été
analysé avec un catalyseur (oxyde de tungsténe et oxyde de magnésium) et deux ratios
échantillon/catalyseur différents. Le résultat de la mesure obtenue avec un ratio 2/1 est de 18,25 %
tandis qu’il est de 19,25 % pour un ratio 1/2. Par conséquent, I'introduction de quantités variables de
V,0s lors des analyses est susceptible d’avoir une influence sur la combustion des groupements
soufrés, et d’entrainer des variations importantes dans les aires détectées pour une méme masse de
soufre injectée. Les quantités de catalyseur introduites lors des analyses dans le cadre de cette étude
ont été aléatoires, pour I'obtention de ratios échantillon/catalyseur de I'ordre 1/2. Ce ratio doit donc
étre optimisé et de nouvelles données acquises pour conclure sur I'étalonnage optimal a utiliser. Le
soufre étant cependant un composé minoritaire, dans les échantillons environnementaux, pour la
détermination des activités du tritium organiquement lié, cette optimisation n’a pas été entreprise
dans le cadre de ces recherches.

Les données concernant ces deux éléments sont donc également basées sur un étalonnage

mixte.

1.  VERIFICATION DE LA LINEARITE

I1.1. RESULTATS

La linéarité est vérifiée en calculant deux fonctions discriminantes F.,. et en les comparant
avec les valeurs tabulées dans les tables de Fisher-Snedecor pour un risque

o = 0,05 comme décrit dans le chapitre 2 (tableau 16) [AFNOR, 1999].
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Tableau 16: Validation du modele linéaire sur la gamme
d’étalonnage choisie. Comparaison des valeurs critiques calculées
et des valeurs tabulées.

114 d d reg reg
élément  gamme (mg)  Fi0¢  Fp®  Foae Fap

[0,03;0,10] 0,035 3,634 1451 4,49
[0,03;0,10] 0,009 4,459 125 5,32
[0,37;1,13] 0,009 3,885 1079 4,75

o o 2 =T

[0,07;0,41] 0,784 2,485 6145 4,12

s 2 re re, . .z \ , . « s . .
Pour chaque élément, avec Fcalg > Ftabg, la variance associée a la régression linéaire est plus faible

que celle associée a I'erreur expérimentale. De plus, F9% est inférieur & F/72%, indiquant que

I’erreur de modele est négligeable sur le domaine choisi. Par conséquent, le modeéle linéaire et les

gammes d’étalonnage sont validés.

[1.2.  DiscussION

La réponse de I'analyseur élémentaire pour I'analyse des compositions élémentaires, et plus
particulierement pour la détermination des teneurs en hydrogéne est bien linéaire. Par conséquent,
une simple relation de proportionnalité lie la réponse observée a la masse injectée. De plus, la
gamme d’étalonnage choisie est optimisée pour la détermination des teneurs en hydrogeéne
d’échantillons de I’'environnement, typiquement autour de 6 % (cellulose). Les gammes d’étalonnage

pour les autres éléments analysés simultanément (C, N, S) sont conditionnées par I'hydrogene.

IIl.  JUSTESSE DE LA METHODE D’ ANALYSE

I11.1. RESULTATS

Afin de vérifier la justesse de la méthode d’analyse, la composition élémentaire des
matériaux de référence certifiés, considérés comme des échantillons inconnus, est déterminée a
partir d’un étalonnage mixte. Les moyennes expérimentales calculées a partir des n répétitions sont
ensuite comparées aux valeurs certifiées en utilisant le test statistique de I'écart normalisé (E,)

(tableau 17).
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Tableau 17 : Comparaison des valeurs expérimentales et certifiées des matériaux de
référence certifiés pour la validation de la justesse de la méthode d’analyse (k=2)

Echantillon  élément ngpetitions exlp\)/léoriyggrr:(taale Valeur certifiée E,
N 10 6,58 + 0,17 6,51 + 0,06 0,37

BBOT C 10 71,45 + 1,13 7253 + 054 0,87
H 10 6,04 £ 0,17 6,09 + 0,12 0,23

0] 6 744 t 0,49 743 + 0,22 0,02

N 7 11,65 = 0,17 11,66 = 0,26 0,04

Cystine C 7 29,76 = 0,87 29,99 + 0,56 0,20
H 7 501 = 0,16 503 £ 0,28 0,06

0] 8 2581 + 1,23 26,63 + 044 0,65

N 7 942 + 0,18 9,39 £+ 0,22 0,10

Méthionine C 8 39,84 £ 1,21 40,25 + 0,68 0,30
H 8 7,32 + 0,19 743 £ 040 0,25

0] 8 20,92 = 1,06 21,44 + 0,38 047

N 4 16,38 = 0,28 16,27 = 0,50 0,20

Sulfanilamide C 4 41,80 + 0,99 41,84 + 048 0,02
H 4 4,70 + 0,25 468 + 0,28 0,06

0] 7 17,64 + 1,20 18,58 + 040 0,77

Pour chaque élément et chaque échantillon, les moyennes expérimentales sont équivalentes aux
valeurs certifiées (E;,, < 1). Par conséquent, I'écart entre ces valeurs est considéré statistiquement
négligeable. L'égalité des teneurs expérimentales et certifiées montre que I'étalonnage mixte, et la
gamme de linéarité, sont bien adaptés pour la détermination des compositions élémentaires des

échantillons ayant des teneurs en hydrogéne proches de celle de la cellulose (= 6 %).

[11.2. DISCUSSION

Un des objectifs principaux de cette étude était de développer une procédure analytique
permettant d’assurer la fiabilité des teneurs en hydrogéne déterminées pour les échantillons
environnementaux analysés au laboratoire. L’étalonnage le plus adapté étant défini, la linéarité du
modele étant validée et I'égalité des moyennes expérimentales et des valeurs certifiées étant a
présent confirmée, la justesse de la méthode est vérifiée pour des échantillons purs ayant des
teneurs en hydrogene s’échelonnant de 4,7 a 7,4 % en masse. Ces teneurs étant représentatives de
celles retrouvées dans des échantillons environnementaux analysés dans le cadre des études liées au
tritium organiquement lié (algues, herbe, pommes de terre...) [Baglan et Alanic, 2011], I'hypothese
de [lintroduction d’un biais instrumental par lintermédiaire des teneurs en hydrogene
expérimentales est écartée, sur la gamme d’étalonnage validée. De la méme facon, les teneurs en

carbone des échantillons de fruits, de légumes, d’herbe et de bois avoisinent les 50 % (chapitre 1).
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Les échantillons purs de cette étude couvrant une gamme s’échelonnant de 30 a 70 %, les teneurs

expérimentales en carbone mesurées ne devraient également pas étre biaisées.

L'un des autres objectifs de cette étude était de réduire les incertitudes associées a la teneur
expérimentale en hydrogene utilisée pour la détermination des activités du tritium organiquement
lié et du tritium organiquement lié non-échangeable (20 % a k=2) [Pointurier et al, 2003]. Pour
I’hydrogene, l'incertitude relative (k=2) associée a la valeur expérimentale est globalement de 3 %.
Par conséquent, pour des activités bas niveaux, la teneur en hydrogene de I'échantillon ne doit plus
étre considérée comme le facteur dominant, par rapport a I'activité de I'eau de combustion, pour la
détermination des activités du tritium organiquement lié et du tritium organiquement lié non
échangeable. Une méthode pour évaluer les performances de la procédure d’analyse est de
comparer les incertitudes estimées a celles (i) données par le constructeur et (ii) publiées dans la
littérature, pour des molécules de compositions similaires.

Les spécifications techniques (gammes de concentrations, justesse déclarée par le constructeur...) de
plusieurs analyseurs élémentaires, incluant le modéle utilisé dans cette étude, ont été récemment
reportées dans la littérature [Eksperiandova et al, 2011]. Les auteurs ont mis I'accent sur le fait que
les constructeurs préconisent une incertitude constante sur une large gamme de concentrations
(incertitude relative de 0,3 % pour des gammes de 10 a 100 % en masse). Les incertitudes trouvées
dans cette étude different de maniére significative de celles publiées par les constructeurs (facteur
10) puisqu’elles sont de I'ordre de 3 %. Toutefois, cet ordre de grandeur, bien qu’en désaccord avec
les données des constructeurs, est en accord avec des valeurs publiées dans la littérature, malgré les
différentes conditions expérimentales (nature des réactifs d’oxydation, température des fours...).

Eksperiandova et al ont analysé de la cystine en utilisant un analyseur élémentaire EuroVector EA-
3000, avec des réactifs tels que de I'oxyde de tungsténe et du cuivre dans les tubes de combustion

[Eksperiandova et al, 2011]. Les incertitudes relatives ont été déterminées en considérant
uniquement l'incertitude statistique (6 = %, ou s est I'écart type, t le coefficient de Student pour
a = 0,05 et n le nombre de mesures paralléles). Les teneurs en hydrogéne expérimentales obtenues
sont de (5,04 + 0,12) % pour 5 mesures paralléles. lls obtiennent donc une incertitude relative de
I'ordre de 3 % comme dans cette étude, malgré la non prise en compte de l'incertitude liée a
I’étalonnage. Le facteur dominant dans le calcul des incertitudes de cette étude est I'incertitude liée
a I'étalonnage. En effet, I'incertitude relative liée a la pesée de I'échantillon est de I'ordre de 0,1 %
pour des masses d’échantillon de I'ordre du milligramme tandis que celle liée a I'étalonnage peut

s’étendre de 1 a 5 % en fonction du niveau de masse considéré. Cet aspect rejoint des informations

publiées dans la littérature affirmant que la principale source d’incertitude a I'incertitude combinée
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calculée est l'incertitude liée a I'étalonnage [Marco et al, 2007]. D’'une maniére générale, les
incertitudes relatives des teneurs en hydrogene déterminées dans des matériaux purs lors
d’exercices d’intercomparaison sont de I'ordre de 1,5 a 7 % pour des gammes de fractions massiques
d’hydrogéne de 1,7 a 5,3 % [Companyo et al, 2008]. Par conséquent, avec une moyenne de 3 %
d’incertitude relative, la méthode développée au laboratoire permet la détermination de teneurs en
hydrogene avec une dispersion comparable, et donc acceptable par rapport aux méthodes déja
existantes.

A I'exception de I'oxygene, les résultats pour les autres éléments s’expriment avec des incertitudes
relatives inférieures a 5 %. L'oxygéne est cependant a considérer a part puisque ces incertitudes
diminuent lorsque davantage de précautions sont prises vis-a-vis de la périodicité de la maintenance
du piege a eau. Le carbone est quant a lui I'élément pour lequel les incertitudes relatives sont les plus
faibles (incertitude relative moyenne de I'ordre de 2,5 %). D’une maniére générale, et pour tout type
de matrice (sols, lait en poudre, huiles végétales, matériaux purs...), le carbone est I'élément pour
lequel les teneurs sont déterminées avec les incertitudes relatives les plus faibles (incertitudes
relatives s’échelonnant entre 1 et 3 % pour des gammes de masse de carbone de 30 a 90 %)

[Companyo et al, 2008].

Toutes ces observations, relatives a la justesse et aux incertitudes associées a la procédure

d’analyse développée confirment la pertinence et 'adéquation de la méthode mise au point vis-a-vis

des objectifs liés a la détermination du tritium organiquement lié.

IV.  FIDELITE DE LA METHODE D’ ANALYSE

IV.1. RESULTATS

Les écarts-types reflétant la dispersion de la méthode sont déterminés comme décrit dans le
chapitre 2 [AFNOR, 2009]. Le constructeur préconise une dispersion, pour un méme tube de
combustion, ne devant pas excéder 5 %. Dans cette étude, les données utilisées pour les calculs sont
tirékes de séquences d’analyses réparties sur une large période de temps
(> 1 an) qui couvrent donc les phénomeénes associés au vieillissement des réacteurs, aux différentes

maintenances effectuées, incluant le changement de réacteur (tableau 18).
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Tableau 18: Coefficients de variation de répétabilité (CVr), inter-série (CV;) et de fidélité
intermédiaire (CVy)

Elément moyenne expérimentale de r CV, (%) CVi (%) CVq (%)
N 1,90 x 10° 1,42 2,59 2,95
C 4,44 x 10° 0,37 0,87 0,94
H 1,40 x 10’ 0,92 1,50 1,76
S 1,85 x 10° 2,04 2,49 3,22
0 3,12 x 10° 0,96 2,23 2,43

r a été défini dans le chapitre 2 et est la réponse détectée normalisée par rapport a la masse

d’élément injecté, parameétre constant quel que soit le matériau de référence considéré

_ A
(e =25).

Le coefficient de variation caractérisant la dispersion des mesures est défini comme le rapport des
écarts-types sur la moyenne de r. Pour chaque élément et dans des conditions normales de
fonctionnement de l'outil analytique, ce parametre est une constante. Par conséquent, ces
coefficients de variations doivent également étre constants. Pour tous les éléments, et quelles que
soient les conditions (répétabilité et fidélité intermédiaire), la dispersion des mesures est inférieure a
5 %. Cette faible dispersion des mesures confirme le fait que la méthode d’analyse est fidéle selon le

critere fourni par le constructeur.

IV.2. DIscussSION

Le coefficient de variation de fidélité intermédiaire (CVy) traduit la dispersion des mesures au
sein du laboratoire mais dans des conditions instrumentales pouvant étre variables (tubes de
combustion différents, quantités de cendres accumulées dans le tube variables...). Ce coefficient sert
donc a définir la variabilité intrinseque de I'outil. Il est déterminé a partir de deux autres indicateurs
de la dispersion des mesures :

(i) le coefficient de variation de répétabilité (CV,), qui traduit les dispersions des
résultats de mesures réalisées dans les mémes conditions, c'est-a-dire au sein d’'une
méme séquence d’analyse avec le méme tube de combustion et dans un laps de
temps relativement court (de I'ordre d’une journée),

(ii) le coefficient de variation inter-série (CV,), qui traduit les dispersions des résultats de
mesures entre les séquences d’analyse, donc obtenus dans des conditions différentes
(état des réactifs présents dans les tubes de combustion par exemple). Cette
variation est corrélée a I'état de I'outil analytique (« age » des réactifs dans les tubes
de combustion, encrassement des tubes de jonction des différents éléments ou de

I'injecteur, variations de débit, fuites, accumulation de cendres...)
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Ces deux facteurs conditionnent la variabilité de I'outil et doivent donc étre tous les deux considérés
pour mieux appréhender les phénomeénes pouvant entrainer une variation des teneurs en différents

éléments, et particulierement pour I'hydrogéne.

D’une maniére générale, tous les coefficients de variation de fidélité intermédiaire étant
inférieurs a 5 %, la dispersion des mesures est satisfaisante. Cette dispersion dépend de la maitrise
de la procédure analytique ainsi que de chaque élément. De ce fait, pour le soufre et I'oxygéne des
voies de réduction de cette dispersion existent.

Le soufre est I'élément pour lequel la variation des données est la plus importante
(CVE = 3,22 %), et est le seul élément pour lequel la variation au sein d’'une méme série est
équivalente a la variation entre séries. En effet, pour les autres éléments (C, H, N, S), un facteur
d’environ 2 est observé entre le CV, et le CV,. L'ajout de quantités variables de catalyseur a
I’échantillon et le fait que le ratio quantité d’échantillon/quantité de catalyseur ne soit pas encore
optimisé sont les principales causes identifiées pour expliquer ces dispersions. En effet, en fonction
de la quantité de catalyseur introduite, le rendement de combustion peut varier et donc influer
directement sur le paramétre r. Par conséquent, les données concernant le soufre sont a considérer
avec précautions et devraient étre améliorées aprées optimisation du ratio échantillon/catalyseur.

Le coefficient de variation de fidélité intermédiaire de I'azote est également proche de 3 %
avec une contribution prépondérante du facteur CVis. L'azote n’est pas retenu par la colonne
chromatographique et est donc logiquement le premier composé élué. De ce fait, I'azote est élué a
un instant ou le débit fluctue. En effet, les opérations successives ayant lieu au début du processus
(injection d’oxygene, combustion de I'échantillon, absorption de I'oxygéne en exces) entrainent une
zone de non-stabilité de débit. Il est donc essentiel d’avoir les mémes variations de débit a chaque
injection pour obtenir une réponse stable de l'azote. Pour conserver une variation de débit

constante, I'écoulement du gaz doit s’effectuer toujours de la méme fagon. Cependant, ce dernier

est principalement affecté par I'état du tube de réaction, notamment par I'accumulation de cendres
ou la formation d’oxyde de cuivre (piégeage de I'oxygeéne en excés par les fils de cuivre). Par
conséquent, au sein d’'une méme séquence analytique les fluctuations de débit sont a peu pres
similaires, mais elles varient entre les séquences analytiques en raison de I'évolution de la quantité
de cendres et de I’ « age » des réactifs. L'azote est donc un des éléments pour lesquels les
coefficients de variation sont les plus importants.

Pour I'oxygeéne, en dépit d’'un fonctionnement initialement non contrélé (saturation du piege
a eau, dégradation des performances de la colonne chromatographique), la variation des données

est proche de 2,5 %. Pour cet élément, ces valeurs doivent pouvoir étre réduites notamment en

prenant plus de précautions vis-a-vis de la périodicité de la maintenance du piége a eau. En effet, au
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sein d’'une méme séquence, les données sont répétables puisque le coefficient de variation de
répétabilité est inférieur a 1 %. Cependant, la probable accumulation d’eau dans la colonne
chromatographique a la suite de la saturation du piége a eau entraine de larges variations entre les
séries, expliquant ainsi la dispersion des valeurs de r entre les séquences d’analyse.

Le carbone est I'élément pour lequel les coefficients de variation sont les plus faibles, ce qui
est cohérent avec le fait qu’il est I'’élément majoritaire des échantillons. Le rapport signal sur bruit est
donc important et la réponse relativement stable.

Les données concernant I'hydrogéne sont satisfaisantes et |égerement supérieures a celles
du carbone. En effet, le signal de I’hydrogene, détecté sous forme d’H,0O peut étre perturbé par des
phénomeénes d’adsorption, dans le réacteur dans des zones de « vide », en sortie de réacteur a cause
de raccords chauds et dans la colonne chromatographique. Ces phénomeénes peuvent entrainer une
variation de signal, qui peut étre limitée par le « conditionnement » de la chaine analytique en début
de séquence. Ces phénomenes peuvent expliquer la différence de dispersion de données par rapport

au carbone.

Cette étude de fidélité de la méthode d’analyse est un point clé pour répondre aux problématiques
analytiques et de spéciation puisqu’elle permet la définition de la variabilité intrinséque de I'outil
utilisé. Ainsi, 95 % des données acquises pour un méme échantillon doivent appartenir a I'intervalle
défini par m £ 2sg; , ol m est la moyenne expérimentale et sg; I'écart-type de fidélité intermédiaire.
La variation propre a I'outil peut donc étre exprimée en termes de pourcentages de dispersion par

élément (tableau 19).

Tableau 19: Variations
relatives attribuées a
I'analyseur élémentaire pour
chacun des éléments
constitutifs des échantillons
(2xCVg)
variation (%)
N 5,91
C 1,89
H 3,51
S 6,44
6] 4,87

Toute différence, entre deux valeurs, inférieure a I'écart défini par 2sg; ne peut étre attribué
spécifiqguement a I’échantillon. En revanche, dans les conditions normales de fonctionnement de
I'outil, si cette différence est supérieure a 2sg;, la contribution seule de I'outil peut étre écartée, et
une différence non négligeable de composition doit étre considérée. Les conditions normales de
fonctionnement doivent donc étre validées expérimentalement a I'aide d’échantillons de

compositions connues, par I'intermédiaire de cartes de contréles.
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V. IMISE EN PLACE DES CARTES DE CONTROLE

V.1. RESULTATS

Les cartes de contrble sont établies a partir des ratios r définis précédemment et sont donc
utilisables quel que soit le matériau de référence certifié considéré. La ligne centrale, les limites de

surveillance et les limites de contréle sont définies a partir de I'étude de fidélité (tableau 20).

Tableau 20 : Expression de la ligne centrale, des limites de
surveillance et de contréle des cartes de contréles établies
pour chacun des éléments

r 23|:| 3S|:|
1,90x 10° 0,11x10° 0,17 x 10°

4,44x10° 0,08x10°  0,13x10°
1,40x10°  0,06x10° 0,07 x 10’
1,85x10°  0,12x10° 0,18 x 10°

O . T O Z

312x10° 0,15x10° 0,23 x 10°

A titre d’illustration, la carte de contrdle établie pour I'hydrogéne est présentée dans la figure 28.

20 (@ (b (c) (d) (e) (f)

19 1 .
18
17 1
16 1 . . . .
15 A ~‘_ _T:,,no_\..,:_'.,;.i-t- - -

14 gt e e E&m#
13 1° : . : ) -

12 4 .

r x 106

11 4
10
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Analyse
Figure 28 : Carte de contrble de I'hydrogene obtenue apres I'analyse de matériaux de référence certifiés sur
une période d’un an. (=== ) ligne centrale ; (==.) limites de surveillance ; (—) limites de contrdle ; (a) (c) (e)
changement de réacteur ; (b) (d) (f) retrait des cendres.

Les différentes augmentations de signal observées sur cette carte sont dues a une diminution du
débit de gaz entrainé par I'accumulation de cendres et/ou la dégradation des réactifs d’oxydation et
de réduction présents dans le tube de réaction.

Sur une période d’environ 1000 analyses, les phénoménes conduisant a ces dérives de signal ont été

appréhendés et ont entrainé la mise en place d’opérations de maintenance :
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- (a) (c) (e) font référence aux changements de réacteur,

- (b) (d) (f) font référence aux retraits des cendres dans le haut du tube de réaction.

V.2. DISCUSSION

Les principales sources de variation de signal sont (i) les dégradations des réactifs
d’oxydation et de réduction et (ii) les variations de débits, qui peuvent notamment étre entrainées
par des micros fuites présentes dans le systeme. Les performances du réacteur dépendent du
nombre d’analyses réalisées qui doit donc étre estimé pour limiter les dérives de signal. Il est reporté
que si les cendres s’accumulant dans le réacteur ne sont pas enlevées régulierement, elles peuvent
interférer dans les processus de combustion, entrainer des pertes de charge et perturber les mesures
[Analytical method comittee, 2006]. Ainsi, dans cette étude, les données montrent qu’un nettoyage
du réacteur est nécessaire toutes les 100 analyses environ, et un changement de réacteur toutes les
200-250 analyses. Ces valeurs sont en accord avec le constructeur qui préconise un retrait des
cendres toutes les 80-100 analyses. Il est reporté dans la littérature un changement des réactifs
d’oxydation du tube de combustion toutes les 125-150 combustions, avec un retrait des cendres a
chaque fin de séquence analytique [Marco et al, 2003]. Ces données sont moitié moindres que celles
de cette étude. Un retrait des cendres aussi fréquent implique I'extinction du four du tube de
réaction en fin de chaque séquence analytique pour effectuer cette opération. Plusieurs
inconvénients sont liés a ce processus. L'oxyde de cuivre présent dans le réacteur gonfle lors du
refroidissement du tube et peut donc le « boucher », entrainer des variations de débit et donc, de
signal. Le constructeur préconise de limiter le nombre de cycle chauffage-refroidissement des tubes
de combustion. De plus, en limitant les processus nécessitant I'ouverture de I’appareil, I’apparition

de fuites susceptibles de perturber les analyses est limitée.

Les cartes de contréle ont permis d’avoir une meilleure appréhension de tous les
phénomeénes pouvant perturber les mesures et de définir les plages de travail optimales. Ainsi, pour
I'analyse du pourcentage d’hydrogéne dans le cadre des mesures de tritium organiquement lié,
I’encadrement des échantillons par des matériaux de référence certifiés permettra a I'opérateur, via
)il R , . "

I"utilisation de ces cartes de contrble, de s’assurer que les résultats ont été obtenus dans des

conditions normales de fonctionnement de I'analyseur élémentaire.
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VI. VALIDATION DE LA METHODE D’ ANALYSE

VI.1. RESULTATS

Afin de valider la méthode d’analyse, des composés, autres que les matériaux de référence
certifiés utilisés pour la qualification de I'outil, mais de composition élémentaire connue, ont été

analysés. Les résultats expérimentaux sont comparés aux valeurs théoriques (tableau 21).

Tableau 21: Comparaison des compositions théoriques et expérimentales de
molécules connues pour la validation de la procédure analytique (exprimées en %, k =

2)
. , valeur
Elément valeur théorique , . n
expérimentale
C 19,999 + 0,003 19,93 = 0,92 0,08
H 6,710 = 0,001 6,66 £ 0,11 0,42
, N 46,650 + 0,016 48,00 + 2,20 0,62
urée
S / /
0] 26,641 + 0,009 25,73 + 2,80 0,54
somme 100,00 + 0,02 100,33 + 3,68
C 40,9167 + 0,0024 40,85 + 0,97 0,07
H 4,5783 + 0,0002 4,55 + 0,12 0,24
acide N / /
ascorbique S / /
0] 54,5050 + 0,0015 51,17 + 6,19 0,54
somme 100,0000 + 0,0029 96,58 + 6,26
C 40,0010 + 0,0024 40,04 + 1,01 0,04
H 6,7138 + 0,0003 6,66 £ 0,13 0,39
/ /
fructose S / /
0] 53,2852 + 0,0015 50,75 + 6,70 0,38
somme 100,0000 + 0,0028 97,45 + 6,78

Pour chaque élément et chaque échantillon, les valeurs moyennes expérimentales sont équivalentes

aux valeurs théoriques (En < 1), validant la justesse de la méthode d’analyse.

VI.2. DISCUSSION

Dans le cadre de la validation de la méthode d’analyse, un étalonnage mixte a été utilisé pour
déterminer la composition élémentaire des matériaux injectés. L'écart entre les moyennes
expérimentales et valeurs certifiées est considéré statistiquement négligeable, méme pour 'oxygene,
élément pour lequel I'optimisation de la méthode d’analyse est toujours en cours. La justesse des
résultats de mesure est donc vérifiée. Par conséquent, les résultats obtenus pour des échantillons de
compositions connues valident la méthode d’analyse. De plus, les teneurs en hydrogene sont

déterminées avec des incertitudes relatives élargies inférieures a 3 %. Elles ont donc diminué de
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maniére drastique par rapport a l'incertitude relative de 20 %, basée sur la composition de la
cellulose, préconisée pour la détermination des activités du tritium organiquement lié. Les plus
grandes incertitudes sont celles associées aux résultats de l'oxygéne qui n’a cependant pas été
déterminé dans les meilleures conditions expérimentales (dégradation de la colonne

chromatographique).

CONCLUSION

Dans ce chapitre, la procédure analytique utilisée pour la détermination des teneurs en
hydrogéne des échantillons nécessaires a la conversion des activités du tritium organiquement lié et
du tritium organiquement lié non-échangeable a été développée et validée. Les résultats montrent
gu’un étalonnage de type mixte est a privilégier pour déterminer la composition élémentaire des
échantillons. Celui-ci est en effet plus susceptible de compenser toute dérive liée a I'utilisation d’un
seul matériau de référence certifié. La linéarité du détecteur a conductivité thermique sur de larges
gammes de concentrations [Littlewood, 1970] a été vérifié expérimentalement. Ainsi, la validité du
modele linéaire des gammes d’étalonnage optimisées pour I'analyse des teneurs en hydrogéne a été
confirmée. La méthode d’analyse est, de plus, juste et fidele car pour des matériaux de référence
certifiés, les compositions élémentaires expérimentales sont équivalentes aux valeurs certifiées. La
dispersion des valeurs est également toujours inférieure a 5 %, valeur préconisée par le constructeur.
Par conséquent, cette méthode peut étre appliquée dans le cadre des analyses de tritium
organiquement lié.

Un des objectifs de cette étude était de réduire les incertitudes associées a la valeur du
pourcentage d’hydrogene utilisée pour convertir les activités du tritium organiquement lié en
Becquerels par kilogramme d’échantillon. En effet, jusqu’a présent, le pourcentage d’hydrogene était
un des facteurs dominant pour les incertitudes associées aux activités exprimées en Ba.kg™
d’échantillon et était estimé a 20 % pour couvrir la plus large gamme de teneurs possible [Pointurier
et al, 2003]. Dans ce chapitre, il a été montré que les résultats peuvent étre rendus avec des
incertitudes relatives inférieures a 3 % au lieu des 20 % utilisés précédemment. Par conséquent, a
présent, I'incertitude associée a I'activité de I'eau de combustion d’échantillons de faible activité
(inférieure 3 100 Bq.kg™" de matiere fraiche) est le facteur dominant pour la détermination des
incertitudes associées aux activités de tritium organiquement lié, en Bq.kg™ d’échantillon.

Un autre objectif de ce travail était de s’assurer de la nature (expérimentale ou analytique)
des variations observées entre des valeurs pour étudier I'impact de I'’échange labile, a la fois sur les
teneurs en hydrogéne et sur les hétéroatomes, pour l'identification des familles de molécules

organiques solubilisées. De plus, il était important de mettre en place un outil permettant de
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s’assurer du bon fonctionnement de I'appareil dans le temps et d’identifier les principales sources de
variation. Des cartes de controles ont donc été mises en place avec trois objectifs :
(i) contréler, en « routine », la chaine analytique,
(ii) avoir une meilleure appréhension sur tous les phénomenes susceptibles de perturber
le signal pour définir des plages de travail optimales,
(iii) définir la variation intrinseque de I'outil pour définir les limites a partir desquelles
une discrimination peut étre effectuée entre les variations de I'outil et celles propres
a I'échantillon.
Les cartes de controle ont été mises en place pour chaque élément a partir de I’étude de fidélité de
I'outil. Les coefficients de variation, calculés pour le parametre constant r dans les conditions de
fidélité intermédiaire, ont été utilisés pour définir les limites de contréle et de surveillance de ces
cartes. Ces cartes seront utilisées a I’avenir pour vérifier le bon fonctionnement de la chaine
d’analyse et assurer la fiabilité des résultats, notamment des teneurs en hydrogene des échantillons
de I'environnement. De plus, elles ont permis I'établissement de plages de travail optimales en
définissant la périodicité de la maintenance. Les principales sources de variations de signaux sont
liées aux sources de variation de débit, elles-mémes liées aux phénoménes de vieillissement des
tubes et de dégradation de la chaine analytique. Les cendres s’accumulant dans le tube de
combustion doivent étre éliminées régulierement (toutes les 100 analyses environ), et les réactifs
dans les tubes de combustion doivent étre remplacés toutes les 200-250 analyses.
La variabilité de I'outil a été définie a partir du coefficient de variation de fidélité intermédiaire.
Ainsi, 95 % des résultats de mesure d’'un méme échantillon doivent étre compris dans l'intervalle
(moyenne + 2 CVy). Pour I’hydrogéne, cette variation a été estimée a 3,5 %. Par conséquent, si le
résultat de la mesure d’un échantillon aprés échange labile differe de moins de 3,5 % du résultat de
la mesure de ce méme échantillon avant échange labile, alors les deux valeurs ne pourront pas étre
considérées comme différentes puisque la plage de variation propre a 'outil a été estimée a 3,5 %.
En revanche, si la différence entre les deux valeurs est supérieure a 3,5 %, alors une discrimination
entre ces deux valeurs peut étre établie. L'impact de I'échange labile sur le pourcentage d’hydrogéne
de I'échantillon peut donc étre mis en évidence. De méme, ce raisonnement s’applique pour la
problématique spéciation puisqu’il est également possible pour les autres éléments de discriminer
les variations propres a l'outil de celles liées a I'échantillon lui-méme. De plus, si la quantité
d’échantillon solubilisée est inférieure a la plage de variation de I'outil, I'impact de I’échange labile
sur les compositions élémentaires des échantillons ne pourra pas étre mis en évidence. L'étude de

I'impact de I'échange labile fait I'objet du chapitre 4.
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Chapitre 4

Impact de I'échange labile sur la détermination de l'activité
du tritium organiquement lié non échangeable
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Introduction

Dans ce chapitre sont présentés les résultats visant a définir si I'échange labile entraine une
solubilisation de matiere et a estimer son impact sur la quantification du tritium organiquement lié.
En effet I'hypothése d’une sous-estimation des activités du tritium organiquement lié non
échangeable suite a une solubilisation de matiére lors de cette étape doit étre écartée ou mise en
évidence. De plus, les activités du tritium organiquement lié non échangeable sont actuellement
calculées en utilisant le pourcentage d’hydrogene déterminé expérimentalement avant I'échange
labile. Les observations expérimentales, comme la coloration des solvants, aménent des questions
concernant |'évolution des échantillons et surtout I'évolution de la répartition des différents
éléments constitutifs de la matiére. Afin de définir si cette étape est susceptible de modifier la
composition élémentaire des échantillons, et donc d’entrainer un biais dans le calcul des activités du
tritium organiquement lié non échangeable, il faut vérifier expérimentalement la conservation, ou
non, de cette valeur au cours de I'’échange labile. De ce fait, le choix de I'utilisation du pourcentage
d’hydrogéne mesuré avant ou aprés échange labile pour les calculs des activités du tritium
organiquement lié non échangeable pourra étre effectué.

Les échanges labiles réalisés dans le cadre de la détermination des activités tritium
organiquement lié non échangeable sont réalisés avec de I'eau non tritiée. Par conséquent, dans ce
chapitre, les résultats obtenus aprés les échanges labiles effectués dans des conditions

« stomacales » ne sont pas considérés.

I DETERMINATION DE LA FRACTION D’ECHANTILLON SOLUBILISEE AU COURS DE L’'ECHANGE

LABILE

La détermination des fractions d’échantillon et de carbone solubilisées au cours de I’échange
labile s’effectue en 3 étapes. Dans un premier temps, les concentrations de carbone total, carbone
inorganique et carbone organique dans les solvants d’échange labile sont évaluées. Dans un
deuxiéeme temps, les teneurs en carbone de I'échantillon initial, essentielles pour faire le lien entre
les fractions liquides et solides, sont mesurées sur |’échantillon solide sec initial. Enfin, ces données
sont combinées pour déterminer la quantité de carbone solubilisée lors de I'’échange labile, et la

fraction d’échantillon solubilisée est estimée simplement par différence de masse.
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|.1. QUANTIFICATION DU CARBONE ORGANIQUE TOTAL DANS LES SOLVANTS D’ECHANGE

LABILE

1.1.1. Résultats

Les résultats des mesures de carbone organique réalisées sur les solvants d’échange labile
sont des résultats nets, déterminés en soustrayant les concentrations calculées dans les « blancs
d’expérience » aux concentrations brutes des solvants d’échange des échantillons. Des blancs
d’expérience ont donc été introduits dans chaque série d’échange labile effectuée. Ces « blancs
d’expérience » sont les solvants d’échange non mis en contact avec de la matiere solide seche. Ils ont
été traités exactement comme les échantillons (agitation pendant 48h, centrifugation et filtration).
Les concentrations de chaque type de carbone dans les blancs d’expérience sont données a titre

indicatif (tableau 22).

Tableau 22 : Concentrations nettes en carbone total [TC], carbone inorganique [IC] et carbone organique [OC]
des solvants d’échange labile dans les conditions « eau de forage »

Echantillon Série [TC(]k(=r721)g/L) [IC](k(ang)/L) [OC(]k(zr;)g/L)
Blanc 1 35 = 2 33 = 2 2 £ 2
Cedre 1 1331 + 48 <LQ 1331 + 48

Feuilles de chéne 1 2061 £ 59 <LQ 2061 £ 59
Pommes 1 16340 = 929 7 = 5 16333 + 929
Pommes de terre 1 7993 + 439 <LQ 7993 + 439
Blanc 2 35 + 1 34 + 2 1+ 2
Chéne 2 1599 + 65 <LQ 1599 + 65
Vert de poireau 2 3779 + 85 Résultat exclu (u> [IC]) 3779 + 85
Blanc de poireau 2 15725 + 632 70 + 15 15655 + 632
Herbe 2 971 + 22 35 £ 6 936 + 23
Carottes 2 24453 + 1307 <LQ 24453 + 1307

Limites de quantification calculées : [TC] = 1,63 mg/L ; [IC] = 0,33 mg/L

Ces valeurs confirment la solubilisation d’une quantité de carbone non négligeable qui reste a relier a

la quantité d’échantillon solide placé en échange.

1.1.2. Discussion

Les concentrations déterminées dans les eaux d’échange labile peuvent étre comparées a
des valeurs de carbone organique dissous typiqguement retrouvées dans des eaux naturelles. Les
teneurs les plus basses sont retrouvées dans I'eau de mer (0,5 ppm), les eaux de pluie (typiquement

< 1 ppm) et les eaux souterraines profondes (< 1 ppm). Des teneurs intermédiaires, entre 1 et 30
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ppm, sont retrouvées dans les eaux des fleuves et des rivieres. Enfin, les teneurs les plus élevées sont
rencontrées dans les eaux des sols, avec des maximums dans les eaux de tourbieres parfois
supérieurs a 100 ppm [Petitjean et al, 2004]. Les eaux d’échanges labiles de cette étude se situent
donc clairement parmi des eaux tres chargées puisque leurs teneurs s’échelonnent entre 1331 et
24 453 ppm. Ces concentrations sont probablement liées a la durée d’'immersion de I’échantillon lors
des échanges labiles. De ce fait, dans des conditions naturelles, le fait d’une lixiviation d’un
échantillon par I'eau de pluie ne conduira probablement pas a de telles teneurs tandis que
I'immersion d’un échantillon dans de I'eau pourra conduire a une solubilisation massive de composés

organiques.

La contribution du carbone inorganique a la quantité de carbone total est quasiment
négligeable pour tous les échantillons, excepté pour les blancs. Dans ces derniers, la tendance
inverse est observée puisque le carbone inorganique constitue la quasi-intégralité du carbone
dissous (94 %). Ce phénomeéne peut étre attribué a deux facteurs : I'altération ou la solubilisation des
roches constituant le puits de géothermie (calcaire et/ou craie CaCO;) dans lequel I'’eau de forage est
prélevée, et la contribution du dioxyde de carbone atmosphérique dissous. Cette fraction peut étre
estimée a partir de la loi de Henry, du pH des solutions et des constantes d’acidité des couples

H,CO3/HCO5 (K; = 6,35 & 25°C) etHCO3/CO;5™ (K, = 10,33 4 25°C) [Sigg et al, 1992] (relation 32).

+? +
b [ena o 03

[1C ] = Ko-Pog,

atm

Ou K, est le coefficient de solubilité du CO, atmosphérique (0,034 M.atm™), P(;Ozest la pression

partielle de CO, dans I'atmosphére (prise comme étant une constante égale a 0,0003 atm) et [H+] est

la concentration en ions H" déterminée a partir du pH des solvants d’échanges labiles.
La contribution du CO, atmosphérique dissous aux teneurs en carbone inorganique a été déterminée

par le calcul pour tous les échantillons (tableau 23).
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Tableau 23 : Contribution du CO, atmosphérique dissous a la concentration en
carbone inorganique mesurée

[IC] (mg/L) a 23°C

Echantillon Série pH (k=2) [1C]atm (Mg/L)
Blanc 1 7 33 + 2 12
Cedre 1 5,5 <LQ (0,33 mg/L) 0,6

Feuilles de chéne 1 5 <LQ (0,33 mg/L) 0,5
Pommes 1 3,5 7 = 5 0,4
Pommes de terre 1 5 <LQ (0,33 mg/L) 0,5
Blanc 2 7 34 + 2 12
Chéne 2 5 <LQ (0,33 mg/L) 0,5

Vert de poireau 2 5  Résultat exclu (u>[IC]) 0,5
Blanc de poireau 2 4 70 £ 15 0,5
Herbe 2 6,5 35 + 6 2,4
Carottes 2 3,5 <LQ (0,33 mg/L) 0,4

Le carbone dissous issu du dioxyde de carbone atmosphérique explique donc une partie de la
concentration en carbone inorganique présent dans les blancs (35 %), mais ce dernier a une
deuxieme origine. Celle-ci est attribuée a la dissolution des roches composant le sol. La contribution
du CO, atmosphérique dissous et du carbone inorganique, d’une maniére générale, est largement
dépendante du pH des solutions et diminue rapidement avec celui-ci. C’'est pourquoi malgré Ila
composition chimique de base de I'eau de forage, la majeure partie des échantillons présente des
teneurs en carbone inorganique inférieures a la limite de quantification. Le pH des échantillons a été
déterminé grossierement, il est donc entaché d’une large incertitude. Par conséquent, pour la
majorité des échantillons, le calcul est en accord avec la mesure. Seuls 3 types d’échantillons
(pomme, blanc de poireau et herbe) ont des concentrations en carbone inorganique supérieures a la
limite de quantification, qui ne s’expliquent ni par la contribution du CO, atmosphérique ni par la
composition de I'eau liée aux roches sédimentaires. De ce fait, ces teneurs peuvent étre liées a la
composition chimique minérale méme des échantillons considérés. Pour les analyses TOL et TOL-NE,
les échantillons sont « essuyés » mais ne sont pas rincés préalablement a leur traitement pour limiter
les échanges du tritium organiquement lié échangeable. L’herbe et le blanc de poireau poussant
directement dans le sol, ce carbone inorganique peut provenir de résidus de sols restés sur les
échantillons. Pour la pomme, la concentration en carbone inorganique est relativement faible et
déterminée avec une grande incertitude. Par conséquent, le carbone solubilisé est essentiellement
du carbone organique.

Compte tenu des différences de volumes d’échange introduits, les concentrations entre les

échantillons sont difficilement comparables a ce stade de I'étude.
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|.2. TENEUR EN CARBONE DES ECHANTILLONS SOLIDES SECS

1.2.1. Résultats

Les teneurs en carbone des échantillons solides secs avant I’échange labile sont un élément
essentiel pour déterminer les fractions de carbone solubilisées au cours des échanges labiles. Elles

sont déterminées par analyse élémentaire (tableau 24).

Tableau 24: Teneurs en carbone des échantillons secs avant échange labile déterminées
expérimentalement par analyse élémentaire et comparaison avec des données retrouvées dans la
littérature [Baglan et Alanic, 2010]

Cette étude [Baglan et Alanic, 2010]

% C (k=2) % C (k=2) En
Cédre 51,05 + 2,14 51,22 + 1,22 0,07
Feuilles de chéne 46,73 * 0,52 48,30 + 0,80 1,65
Pommes 39,84 + 2,56 40,81 + 0,98 0,36
Pommes de terre 40,82 + 0,81 42,55 + 2,08 0,78
Chéne 47,43 + 0,58 51,22 + 1,22 2,81
Vert de poireau 40,99 + 0,78 43,14 + 2,66 0,77
Blanc de poireau 40,70 + 0,79 39,89 + 2,28 0,34
Herbe 41,82 + 0,80 45,07 + 0,54 3,35

Carottes 39,90 + 2,10 / /

Les valeurs expérimentales sont des moyennes déterminées avec un nombre minimum de

répétitions égal a 5.

1.2.2. Discussion

Le carbone est un élément majoritaire pour chacun des échantillons étudiés. Ces teneurs
sont cohérentes avec la composition élémentaire de chacune de ces matrices. En effet, les
échantillons de type « fruits et légumes », qui sont essentiellement constitués de glucides CgH1,0¢
(chapitre 1), ont une teneur en carbone de 40 %. Les échantillons de type « bois » se composent
majoritairement de macromolécules complexes. En considérant les unités de base de celles-ci, la
cellulose et de I’hémicellulose dont les teneurs en carbone sont proches de 40 % et la lignine pour
laquelle les valeurs s’échelonnent plutét entre 60 et 70 %, les teneurs résultantes sont d’environ 50
%. Enfin, pour la catégorie « herbage », les teneurs en carbone sont moyennées autour de 45 %. De
plus, pour la majorité des échantillons, ces valeurs, aux incertitudes prés, sont en accord avec
d’autres données issues de la littérature (tableau 24) [Baglan et Alanic, 2010]. Pour 3 échantillons
(feuilles de chéne, chéne, herbe), la statistique ne valide pas I'égalité des teneurs en carbone entre

les deux études (Ey > 1). Cette différence peut s’expliquer par I'origine géographique différente des
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échantillons, par la nature méme des échantillons puisqu’au sein d’une méme espece (chéne), les
organismes sont divisés par « genre » (chéne blanc, chéne-liége...) ou par une analyse a différents

stades de développement des organismes (notamment pour les feuilles de chéne ou I’herbe).

|.3. FRACTION D’ECHANTILLON SOLUBILISEE AU COURS DE L’ECHANGE LABILE

1.3.1. Estimation globale de la quantité d’échantillon solubilisée

Une estimation globale de la quantité d’échantillon solubilisée est effectuée en supposant
qgue l'intégralité de la fraction d’échantillon « perdue » est en réalité solubilisée lors de I’échange
labile. Ainsi, cette information est obtenue par différence de masse entre I'échantillon sec de départ

placé en échange labile et I'échantillon sec récupéré aprés I’échange (tableau 25).

Tableau 25 : Estimation globale par différence de masse de la fraction d’échantillon solubilisée au
cours de I’échange labile

Msec-avant échange (g) Msec-apres échange (8)  Mechesolubiiiss (8) éCha.n-t",Ion

solubilisé (%)

Cedre 15,85 + 0,10 15,53 + 0,10 0,32 + 0,03 20 £ 0,2
Feuilles de chéne 15,22 + 0,10 12,31 + 0,10 2,91 + 0,27 19 + 2
Pommes 15,41 £ 0,10 8,75 = 0,10 6,66 + 0,67 43 + 4
Pommes de terre 16,77 + 0,10 12,13 £ 0,10 4,64 + 0,46 28 £ 3
Chéne 13,88 + 0,10 13,14 + 0,10 0,74 + 0,07 53 £ 05
Vert de poireau 14,35 + 0,10 8,71 + 0,10 564 + 0,56 39 =+ 4
Blanc de poireau 15,93 + 0,10 10,01 + 0,10 592 + 0,59 37 & 4
Herbe 11,79 + 0,10 8,81 + 0,10 2,98 + 0,30 25 + 3
Carotte 15,69 £+ 0,10 9,71 + 0,10 598 + 0,64 38 = 4

Ces valeurs font référence a I'ensemble de I’échantillon et incluent donc tous les éléments
constitutifs (C, H, N, S, O). Les incertitudes affichées pour les masses des fractions avant et apres
échange labile correspondent aux incertitudes de pesées (écart maximal toléré). L'incertitude liée a
la perte d’échantillon au cours des différentes étapes de séparation des fractions liquides et solides
n’est pas quantifiable. Cependant, compte tenu du nombre d’étapes mises en jeu et des différentes

méthodes employées, elle doit étre considérée comme étant égale a 10 % au minimum.

1.3.2. Estimation de la fraction de carbone solubilisée

La quantité de carbone solubilisée au cours de I’'échange labile est déterminée a partir des
concentration en carbone organique mesurées dans les solvants d’échange et des quantités de

carbone dans la matiére séche avant I'échange labile. La comparaison de la masse de carbone dans
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I’échantillon initial et de la masse de carbone solubilisée permet la détermination de la proportion de

carbone de I'échantillon de départ solubilisée (tableau 26).

Tableau 26 : Corrélation des résultats COT et AE pour la détermination de la fraction d’échantillon solubilisée au cours
de I'’échange labile

[COT] Mc-solubilisé M(-échantillon % Cooriics écha.n.tillon

(Mg/8solvant) (mg) (mg) RS solubilisé (%)

Cedre 1,33 + 0,05 318 = 11 8092 + 100 39 + 04 20 = 0,2
Feuilles de chéne 2,06 + 0,06 1520 + 44 7112 + 89 21 + 2 19 + 2
Pommes 16,33 + 0,93 3946 = 225 6139 = 76 64 = 7 43 + 4
Pommes de terre 799 + 044 1174 + 65 6845 *+ 83 17 + 2 28 + 3

Chéne 1,60 + 0,06 236 = 10 6583 + 84 366 + 04 53 = 0,5
Vert de poireau 3,78 + 0,09 1867 + 42 5882 = 75 32 + 3 39 + 4
Blanc de poireau 15,65 + 0,64 3887 + 158 6484 + 80 60 + 7 37 + 4
Herbe 0,94 + 0,04 695 + 31 4931 + 67 14 = 2 25 + 3
Carotte 24,45 + 1,31 3620 + 194 6260 = 77 58 = 7 38 + 4

Pour chaque échantillon, la fraction de carbone solubilisée a un ordre de grandeur similaire a la

fraction d’échantillon solubilisée.

1.3.3. Discussion

Ces données mettent en évidence que, quel que soit I'échantillon considéré, il y a une
solubilisation de matiére organique lors de I"’échange labile. De plus, en considérant les « familles
d’échantillons » définies au sens du chapitre 1, a quelques exceptions prés, une tendance se dégage,
aussi bien pour les fractions d’échantillon solubilisées que pour les fractions de carbone solubilisées

(tableau 27).

Tableau 27 : Estimation globale des fractions d’échantillon et de carbone solubilisées lors des échanges
labiles en fonction de la catégorie d’échantillon et composition moyenne des échantillons (annexe B.1.)

Fruits et [égumes Bois Herbage

Fraction d'échantillon solubilisée (%) 40 4 20
Fraction de carbone solubilisée (%) 60 4 20
Glucides 69 1 22
Lipides 2 - 3

Protides 2 - 14

Fibres 21 98 36,5
Acides organiques 4 - -
Composés phénoliques 0,9 1 0,5
Autres 0,1 - 24

Les familles de composés « bleues » sont essentiellement constituées de molécules solubles tandis que

les familles de composés « rouges » sont essentiellement constituées de molécules insolubles dans I'eau.
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Ainsi, pour les fruits et Iégumes, et a I'exception de la pomme de terre, environ 40 % de I'échantillon
de départ sont solubilisés durant I'’échange labile. Les fruits et légumes sont essentiellement
composés de glucides simples, solubles dans I’eau expliquant la forte solubilisation de matiére pour
ce type d’échantillon. La particularité de la pomme de terre (28 % d’échantillon solubilisée, 17 % de
carbone solubilisé) s’explique par sa composition de base. En effet, la pomme de terre fait partie des
produits amylacés (état de I'art, V.1.2.) et est essentiellement constituée d’amidon (environ 60 % de
la matiére seche) [Rodriguez-Galdon et al, 2012]. L’'amidon est un glucide complexe, insoluble dans
I’eau, mélange de deux polymeéres (amylose et amylopectine) dont I'unité de base est le glucose. Par
conséquent, la quantité de matiere organique solubilisée dans I'eau d’échange de la pomme de terre
est moins importante que pour les autres fruits et légumes. Elle résulte de la solubilisation de ses
autres constituants minoritaires et de la dégradation de I'amidon. En suivant cette logique, les
résultats sont cohérents puisque le bois, essentiellement composé de macromolécules (cellulose,
hémicellulose, lignine) est tres faiblement solubilisé. Les « herbages » sont quant a eux constitués a
la fois de macromolécules (cellulose, hémicellulose, lignine) faiblement solubles mais également de

glucides simples pouvant étre solubilisés aisément.

1.3.4. Conséguences pour I'analyse du tritium organiqguement lié non échangeable

Le tritium organiquement lié non échangeable concerne les atomes de tritium liés de
maniere covalente aux atomes de carbone. L'intérét est donc porté a la proportion de carbone
solubilisée par rapport a la quantité de carbone dans I'échantillon a I'état initial. En effet, en
considérant que tout le TOL-NE est lié aux atomes de carbone, que I'activité est répartie de maniere
homogéne au sein de I'échantillon, et qu’il n'y a pas de solubilisation préférentielle entre les
molécules non tritées et les molécules tritiées, la proportion de TOL-NE solubilisée au cours de
I’échange labile est la méme que celle de carbone solubilisée. Ainsi, lors des échanges labiles, pour
des échantillons de type « bois », 4 % du TOL-NE présent dans I’échantillon initial sont solubilisés
tandis que cette fraction vaut 60 % pour des échantillons de type « fruits et légumes » et 20 % pour
des échantillons de type « herbage ». D’'une maniere générale, pour des mesures bas niveau, les
activités TOL sont exprimées en Bqg.kg”’ de matiére fraiche ou séche et sont rendues avec des
incertitudes proches de 20 % [Pointurier et al 2004 ; Baglan et al, 2005 ; Workman et al, 2005 ;
Baglan et al, 2008 ; Baglan et al, 2009]. Pour des échantillons de type « bois », la quantité de TOL-NE
solubilisée lors de I’échange labile semble négligeable face aux incertitudes. La solubilisation de TOL-
NE pour des échantillons de type «herbage » est quant a elle du méme ordre de grandeur que ces
incertitudes. Concernant les échantillons de type « fruits et légumes », la proportion de TOL-NE

solubilisé lors de I'’échange labile est tres largement supérieure aux incertitudes habituelles des
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résultats. Une quantité d’informations non négligeable est donc « perdue » dans le solvant
d’échange labile. Cependant, pour le calcul des activités du tritium organiquement lié non
échangeable selon la procédure usuelle, seule I'activité mesurée dans I'eau de combustion de
I’échantillon sec récupéré aprés échange labile, et exprimée en Bq.kg™ d’eau (I'activité volumique),
est importante. En effet, I'échantillon sec récupéré apres I'échange labile est calciné pour cette
mesure. L'eau de combustion récupérée permet ensuite la conversion des concentrations en
activités, exprimées en Becquerels par kilogramme d’eau de combustion, en Becquerels par
kilogramme de matiére fraiche. Cette conversion est effectuée par I'intermédiaire des rapports de

masses séches et fraiches et du rendement hydrogéne comme rappelé dans I'équation 33.

% H m
roL-NE = C,uro X —ech o =5 Eqg. 33
mf comb % Heau mf

Cy

Oou CAHTOb est I'activité volumique mesurée dans I’eau de combustion, exprimée en Bg.kg™ d’eau de
com

. N—N, 1 . . .
combustion (C ,uro = W=No) 1 , voir chapitre 1), % H,.p, et % Hpgy, sont respectivement le
comb tXn m

pourcentage d’hydrogéne de I’échantillon et de I'eau, m; fait référence a la masse d’échantillon sec
récupérée apreés lyophilisation de I’échantillon frais, donc la masse d’échantillon sec avant échange
labile, mest la masse d’échantillon frais.

En supposant que l'activité du tritium organiquement lié non échangeable est répartie de maniere
homogeéne au sein de I'échantillon de départ, et qu’il n’y a pas de solubilisation préférentielle des
molécules tritiées, I'activité volumique mesurée dans I’eau de combustion, exprimée en Bq.kg™ d’eau
de combustion, sera inchangée quelle que soit la fraction d’échantillon solubilisée. De plus, en
gardant I'hypothese de base d’une répartition homogene de I'activité tritium organiquement lié non
échangeable dans I’échantillon initial, le ratio m,/m; est figé avant I’échange labile. Par conséquent,
si la teneur en hydrogeéne de I'échantillon est constante au cours de I’échange, le fait d’une
solubilisation plus ou moins massive de matiére durant les échanges aura un impact sur la masse
d’échantillon récupérée apres I'échange labile mais pas sur l'activité volumique de l'eau de
combustion. Le seul impact probable d’une solubilisation massive d’échantillon réside donc dans la
récupération d’une quantité d’eau de combustion de I'échantillon sec insuffisante pour la mesure par

scintillation liquide.

. . e . -1 .
En revanche, en raisonnant non plus en termes d’activité volumique (Bqg.kg™ d’eau de combustion)
mais en termes d’activité du tritium organiquement lié non échangeable de I’échantillon (Bq), deux
phénomeénes sont a considérer dans la matrice solide pour expliquer I’évolution de I'activité au cours

de I'échange labile: (i) le « confinement» d’'une certaine quantité de TOL-E en fonction de
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I'accessibilité de I'atome de tritium considéré et (ii) la solubilisation de molécules organiques
porteuses de TOL-NE. Dans une étude récente, la contribution du tritium dit « buried » a I'activité du
tritium organiquement lié a été déterminée en utilisant des agents dénaturants (dodécylsulfate de
sodium par exemple) pour libérer les atomes de tritium « coincés » dans les macromolécules
complexes [Kim et al, 2008]. Les auteurs ont montré que les concentrations en TOL dans des plantes
diminuent de 5 % apres dénaturation de I’échantillon. De ce fait, le tritium « buried » ne compte que
pour une faible fraction de I'activité TOL. Par conséquent, dans le cas de I'évolution des activités de la
fraction solide placée en échange labile, la contribution du TOL-E « buried » est négligée. La
solubilisation de molécules organiques porteuses de tritium organiquement lié non échangeable
peut quant a elle entrainer une diminution de I'activité mesurée. En effet, si I'activité est répartie de
maniere homogene dans I'échantillon de départ, alors I'activité de la matiére séche récupérée apres
I’échange labile est proportionnelle a la quantité de matiere solubilisée. De ce fait, la quantité de
molécules organiques porteuses de tritium organiqguement lié non échangeable solubilisée est
dépendante de la quantité d’échantillon solubilisée. Elle peut étre estimée par le calcul en comparant
I'activité de la matiére seche aprés échange labile, exprimée en Bq, a celle qui aurait été mesurée s'il
n’y avait pas de solubilisation de matiére lors de I'’échange labile. Le facteur de proportionnalité ainsi
déterminé sera représentatif de la proportion de molécules porteuses de tritium organiquement lié
solubilisées.

L’activité du tritium organiquement lié non échangeable, exprimée en Bq pour I'échantillon frais est

calculée a I'aide de la relation 34.

- % H Ms_apres ¢
A'{nOL NE _ Igg;?lb X ech % S—aprés échange Eq 34
f % Hequ mg

X _— : . N-N
ou AHATO" est lactivitt de l'eau de combustion exprimée en Bq (A’Z(,T,gb=%), et

Mg_apres échange €St la masse seche d’échantillon récupérée apres I'échange labile. L'équation 34
peut s’exprimer en fonction d’un facteur x représentant la solubilisation de matiere lors de I'échange

labile.

(1) Soit un échantillon ayant une teneur en eau de f.,,. La masse séche avant échange labile peut

s’exprimer en fonction de la masse fraiche :

Ms_qvant échange — (1 = feaw) X mg Eq. 35

(2) En considérant une solubilisation de matiére lors de I'échange labile égale a x, la masse
seche récupérée apres échange labile peut s’exprimer en fonction de la masse séche avant

échange labile, et donc en fonction de la masse fraiche initiale :
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rns—aprés’achange: (1_ X)X rns—avanéchange: (1_ X)(l_ feau)x mf Eq 36

X est donc compris entre 0 et 1, ou 0 correspondrait a un échange labile au cours duquel
aucune solubilisation ne serait entrainée et 1, un échange labile au cours duquel tout

I’échantillon serait solubilisé,

(3) En considérant que I'activité du tritium organiquement lié non échangeable est répartie de
maniére homogéne dans I'échantillon initial, I'activité dans I'eau de combustion (AHT0,*
peut s’exprimer en fonction de I'activité de I'eau de combustion mesurée s’il n’y avait pas de
solubilisation (A5T0,) .

Aoy = (1 —x) x AETD, Eq. 37

Par conséquent, en remplacant les termes de I'équation 34, I'activité du tritium organiquement lié
non échangeable, exprimée en Bq et déterminée aprés un échange labile au cours duquel une

solubilisation de quantité x est entrainée, peut s’écrire :

A‘:;?I:;NE _ (1_ feau)(l_ X)Z % AHTO o %H.,

D ech Eq. 38
o % Heau q

Pour estimer I'impact de la solubilisation sur les activités du tritium organiquement lié non
échangeable, les activités obtenues avec une solubilisation x lors de I’échange labile sont comparées
a l'activité obtenue si I’échange labile n’entrainait aucune solubilisation (x = 0) et I’équation 39 est
obtenue:

A.'I;OL—NE

ALB—LTNE =(1-x)’ eq. 39

f

Dans les conditions réelles, I'activité du tritium organiquement lié dans la matiere fraiche, exprimée

en Bq, correspond a la valeur calculée a partir de I'activité de I'eau de combustion récupérée apres

calcination de I’échantillon sec, lui-méme récupéré aprés I'échange labile. Comme la solubilisation de

OL-NE

o sy s , , , . N T
matiére a été démontrée pour tous les échantillons, la valeur obtenue correspond a Aﬂf_x . Par

conséquent, un facteur multiplicatif doit étre introduit pour remonter a I’activité réelle, en Bq, de
I’échantillon initial. Ce facteur est représentatif de la quantité de molécules organiques porteuses de
tritium organiquement lié non échangeable solubilisées lors de I'échange labile. Il peut étre

déterminé en fonction de la fraction x d’échantillon solubilisée suivant la fonction f(X) = (1— X)Z.
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Pour les familles d’échantillons de cette étude, il est donc possible d’estimer la proportion de
molécules porteuses de TOL-NE solubilisées en fonction de la fraction d’échantillon solubilisée

(tableau 28).

Tableau 28: Facteurs correctifs a appliquer a l'activité du tritium
organiquement lié non échangeable calculée pour la détermination de
I'activité réelle (Bq)

« Fruits et légumes » | « Bois » | « Herbage »
X 0,40 0,04 0,20
(1-x)? 0,36 0,92 0,64
Facteur correctif 2,78 1,09 1,56

De ce fait, la solubilisation de matiére lors de I'’échange labile entraine bien une sous-estimation des
activités du tritium organiquement lié non échangeable calculées en Bq pour les échantillons frais qui
avoisine un facteur proche de 3 pour les échantillons de type « fruits et légumes ». Par conséquent,
cette activité TOL-NE devrait étre retrouvée dans le solvant d’échange labile et mesurée en tant que
« TOL-E ». Afin de vérifier cette hypothése, un échantillon de type « fruit et légume » tritié pourrait
étre mesuré. En considérant que I'activité du tritium organiquement lié se répartit pour 70 % sous la
forme TOL-NE et 30 % sous la forme TOL-E, I'activité de chacune des formes TOL-NE et TOL-E peut
étre estimée en déterminant I'activité TOL a I'aide de la procédure validée. L'activité TOL-NE
déterminée ensuite expérimentalement devrait étre 3 fois inférieure a I'activité estimée tandis que
I'actvité TOL-E devrait étre surestimée. L’utilisation du facteur correctif déterminé dans cette étude

devrait permettre de retrouver par le calcul les activités des différentes fractions considérées.

Lors de I’échange labile, de la matiére organique issue de I’échantillon de départ est solubilisée. Cette
étape entraine donc:
- Un échange isotopique entre les atomes de tritium situés sur les positions échangeables
des molécules constituant I'échantillon,
- Une solubilisation de matiére organique, constituée de molécules ayant pu intégrer du
tritium aussi bien en position échangeable qu’en position non échangeable.
Les solubilisations sont largement dépendantes de la nature des échantillons et plus précisément de
leurs compositions chimiques. En considérant la définition des fractions tritium d’un organisme
vivant au sens de I'analyste, la combustion de la matiére seche récupérée apres I'échange labile
permet de déterminer I'activité volumique du tritium organiquement lié non échangeable, si et
seulement si I'activité est répartie uniformément dans I’échantillon initial et indépendamment de la
fraction solubilisée. Cependant, en termes d’activité, I'’échange labile entraine une perte

d’information liée a une solubilisation de molécules organiques, probablement constitutives de
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I’échantillon de départ. La définition des fractions du tritium organiquement lié au sens de I'analyste,
basée sur les propriétés de I'élément hydrogene, n’est donc pas suffisante pour rendre compte du
comportement du tritium lors de I'échange labile. En effet, I’échange labile entraine également la
solubilisation de matiére, donc de molécules dans leur intégralité avec les atomes de tritium situés
dans les positions non échangeable. Par conséquent, la description des fractions TOL-E et TOL-NE
n‘est pas aussi « simple » que la vision ne tenant compte que des propriétés élémentaires des
liaisons chimiques impliquant le tritium. Les fractions de tritium au sein d’un organisme dépendent
donc a la fois de 'origine du tritium, de la forme chimique du tritium au sein de I'organisme ainsi que
de la composition de I'échantillon [Kim et al, 2013a]. L’introduction d’une nouvelle définition
proposée par Kim et al [Kim et al, 2013a] et prenant en compte la solubilité des composés porteurs
de tritium est a envisager. Il est donc essentiel d’identifier ces molécules, a la fois pour mieux
comprendre le comportement du tritium dans I'environnement mais également pour avoir une
meilleure vision de la répartition du tritium dans les organismes et ainsi étre capable, in-fine,

d’évaluer I'impact du tritium chez ’lhomme [Baglan et al, 2013].

II. EVOLUTION DE LA TENEUR EN HYDROGENE AU COURS DE L’ECHANGE LABILE

Quelle que soit la fraction d’échantillon solubilisée, cela n’a pas d’impact sur |'activité
volumique du tritium organiquement lié non échangeable. Le seul facteur susceptible d’introduire un
biais dans le calcul des activités en Bq.kg™ de matiére fraiche est le pourcentage d’hydrogéne mesuré
avant I’échange labile. Il faut donc vérifier si cette teneur est modifiée au cours de I'’échange labile et
choisir la valeur la plus pertinente pour les calculs. Cette étude se fait par la comparaison des valeurs

obtenues avant et aprés échange labile.

I1.1. TENEURS EN HYDROGENE DES ECHANTILLONS

11.1.1. Résultats

Les données présentées dans le tableau 29 sont les moyennes expérimentales déterminées
aprées élimination des valeurs aberrantes et vérification de la distribution aléatoire des données

suivant une loi normale.
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Tableau 29: Teneurs moyennes en hydrogene des échantillons solides secs avant
échange labile (k=2) et comparaison avec des teneurs en hydrogéne des différents
échantillons répertoriées dans la littérature. Les incertitudes associées aux valeurs issues
de [Baglan et Alanic, 2011] et [CETAMA, 2013] correspondent aux écarts type des

mesures.
% H
Cette étude Bagla;g;flamc, Cetama, 2013
Cedre 6,09 + 0,26 6,03 + 0,08 6,01 = 0,26
Feuilles de chéne 589 + 0,16 5,77 + 0,22 580 *+ 0,18
Pommes 6,43 + 0,30 6,29 * 0,14 6,43 = 0,34
Pommes de terre 6,15 + 0,15 6,34 + 0,44 6,21 + 0,38
Chéne 571 = 0,16 578 + 0,18 577 = 0,24
Vert de poireau 582 + 0,13 6,22 + 0,30 -
Blanc de poireau 6,04 + 0,14 6,02 + 0,26 -
Herbe 559 + 0,13 587 * 0,14 592 + 0,36
Carotte 6,18 + 0,26 - 6,03 = 0,06

La teneur en hydrogéne des échantillons est globalement moyennée autour de 6 %, teneur
quasiment équivalente a celle de la cellulose (6,2 %) qui était utilisée précédemment dans les calculs
des concentrations en activité de tritium organiquement lié et tritium organiquement lié non

échangeable en Bq.kg™" de matiére fraiche.

1.1.2. Discussion

La teneur en hydrogéne de la cellulose utilisée précédemment pour la conversion des
activités TOL et TOL-NE induisait une large incertitude mais englobait bien I'intégralité des teneurs
retrouvées dans le tableau 29 (6,2 + 1,2) %. Celles-ci sont néanmoins plus justes et les incertitudes
sont réduites drastiquement puisqu’elles n’excédent pas 5 %. De ce fait, la méthode d’analyse des
teneurs en hydrogene développée permet bien de réduire les incertitudes liées a cette valeur.
D’autre part, les valeurs expérimentales sont globalement en accord avec d’autres teneurs
retrouvées dans la littérature (tableau 29) [Baglan et Alanic, 2011 ; CETAMA, 2013]. Pour chaque
échantillon, le test Ey de I'écart normalisé valide I'égalité des teneurs expérimentales et des valeurs
reportées dans [CETAMA, 2013] lorsque celles-ci sont considérées comme les valeurs de référence
(Ey < 1). Dans le cas ou les valeurs issues de [Baglan et Alanic, 2011] sont considérées comme les
valeurs de référence, seules les teneurs en hydrogene obtenues pour le vert de poireau et I’herbe
sont en désaccord (Ey > 1). L'écart est net pour le vert de poireau et pourrait s’expliquer par la
provenance de |’échantillon voire par une séparation entre le blanc et le vert de poireau
approximative et entrainant une dispersion des données importante. En revanche, pour I'herbe, le

test statistique ne valide pas I'égalité des teneurs alors que la différence entre les valeurs est plus
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faible que celle entre les valeurs de cette étude et celles issues de [CETAMA, 2013]. Cette différence
de conclusion s’explique par les incertitudes puisque dans le cas de I'étude menée par Baglan et
Alanic [Baglan et Alanic, 2011], l'incertitude affichée, correspondant a I’écart type des mesures, est
relativement faible et conduit a un Ey supérieur a 1 du fait d’'une petite valeur au dénominateur. De
plus, I'herbe analysée a différentes origines puisque dans le cadre de cette étude, elle a été
directement prélevée sur le site de I'étude (91) tandis que les valeurs répertoriées dans [CETAMA,
2013] proviennent a la fois du site de La Hague (50), du centre CEA de Valduc (21) ainsi que du centre
de Bruyéres-le-Chatel (91).

[1.2.  EVOLUTION DES TENEURS EN HYDROGENE AU COURS DES ECHANGES LABILES

1.2.1. Résultats

La teneur en hydrogene des échantillons est I'élément déterminant pour la conversion des
activités volumiques du tritium organiquement lié non échangeable en Bg.kg™ de matiére fraiche. La
mise en évidence d’'une évolution, ou non, lors de I'échange labile est donc un point clé pour la
validation de la procédure actuelle de quantification. Les teneurs en hydrogéne de chaque
échantillon déterminées expérimentalement avant et apres échange labile sont comparées en

utilisant les criteres de comparaison des valeurs définis dans le chapitre 2 (tableau 30).

Tableau 30 : Comparaison des teneurs en hydrogéne avant et apres échange labile en utilisant les
criteres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles
de confiances définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (S). 1 fait
référence a la population avant échange labile et 2 a la population apres échange labile.

% H avant % H apres statistique S
échange labile échange labile

Cedre 6,09 + 0,21 6,03 + 0,21 mi=m, oui
Feuilles de chéne 5,89 + 0,21 598 + 0,21 moyennes différentes  oui
Pommes 6,43 = 0,23 6,44 + 0,23 mi=m, oui
Pommes de terre 6,15 * 0,22 6,20 + 0,22 mi=m, oui
Chéne 571 + 0,20 580 + 0,20 my=m,* oui

Vert de poireau 582 + 0,20 6,21 + 0,22 moyennes différentes  oui
Blanc de poireau 6,04 + 0,21 6,13 + 0,22 moyennes différentes  oui
Herbe 559 + 0,20 593 + 0,21 moyennes différentes  oui
Carotte 6,18 + 0,22 6,29 + 0,22 moyennes différentes  oui

* Pour cet échantillon, le test de STUDENT n’a pas pu étre utilisé a cause de la non-validation de
I’'hnomoscédasticité. En effet, les valeurs obtenues apres échange labile étaient caractérisées par
une dispersion plus importante que la population avant échange labile (écart type relatif avant
échange = 0,4 % et écart type relatif aprés échange = 2 %). Cependant, les résultats sont validés
par les contréles encadrant les échantillons et restent dans les conditions de validité de I'outil
définies dans le chapitre 3. Aucune valeur aberrante n’a, de plus, été mise en évidence et
I’échantillon apres échange labile a été analysé dans les mémes conditions que celui avant
échange labile. L'échantillon a également été homogénéisé de maniére similaire a tous les autres.
De ce fait, les conditions expérimentales ne justifient pas cette différence observée. Par
conséquent, un test non-paramétrique de comparaison des moyennes a été utilisé (test d’ASPIN-
WELCH).
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Le recouvrement des intervalles de confiance définissant la variabilité propre de I'outil est validé
pour I'ensemble des échantillons. Il ne semble a priori pas possible de discerner une différence entre
les teneurs en hydrogéne avant et aprés échange labile.

Les conclusions du test statistique de comparaison des moyennes expérimentales sont néanmoins
variables. Ainsi, des échantillons pour lesquels les écarts entre les moyennes expérimentales
déterminées avant et apres échange labile sont quasiment similaires (par exemple la pomme de
terre, le blanc de poireau, la feuille de chéne et la carotte) ont des conclusions statistiques

différentes (tableau 31).

Tableau 31 : Comparaison des teneurs en hydrogéne des échantillons, déterminées avant
et apres échange labile. A représente I'écart entre les moyennes expérimentales

(R_g ), tearc est le critére de STUDENT calculé (chapitre 2), ty, et ty.q, sont les critéres

tabulés pour a = 0,05

STUDENT En
A tcaIc t(1/2 t1—01/2

Pommes 0,01 | -0,33 -2,31 2,31 ml=m2 0,04
Cedre 0,06 1,69 -2,36 2,36 ml=m2 0,19
Pommes de terre | 0,06 | -1,86 -2,31 2,31 ml=m2 0,19
Chéne 0,08 - 0,30

Blanc de poireau | 0,09 | -2,41 -2,31 2,31 moyennes différentes | 0,30
Feuilles de chéne | 0,10 | -3,21 -2,23 2,23 moyennes différentes | 0,32
Carotte 0,10 | 4,42 -2,31 2,31 moyennes différentes | 0,33
Herbe 0,34 | -10,00 -2,23 2,23 moyennes différentes | 1,18

Vert de poireau | 0,39 | -11,31 -2,31 2,31 moyennes différentes | 1,30

Le critere de STUDENT dépend de I'écart entre les moyennes, du nombre de mesures réalisées pour
un méme échantillon et de la dispersion des mesures (écart type commun aux deux populations
comparées). Ces valeurs sont toutefois équivalentes pour chaque série de données et ne permettent
donc pas de justifier d’'une différence de conclusion statistique. Lorsque le critére de sélection est
élargi (o = 0,01), la statistique valide I'égalité des moyennes expérimentales avant et apres échange
labile pour le blanc de poireau uniquement. Par conséquent, pour les autres échantillons la simple
prise en compte de la dispersion des valeurs expérimentales ne permet pas la validation statistique
des moyennes expérimentales. En revanche, lorsque I'écart normalisé est introduit et que les
données avant échange labile sont considérées en tant que référence, la statistique valide I'égalité

des teneurs en hydrogene pour tous les échantillons, a I’exception de I’herbe et du vert de poireau.

11.2.2. Discussion

Les deux critéres de comparaison utilisés permettent de définir 3 catégories d’échantillons :
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- Catégorie 1: le test statistique valide I'hypothese d’égalité des moyennes et les
intervalles de confiance se recoupent,

- Catégorie 2 : le test statistique ne valide pas I’hypothese d’égalité des moyennes mais les
intervalles de confiance se recoupent,

- Catégorie 3 : le test statistique ne valide pas I'hypothese d’égalité des moyennes et les

intervalles de confiance ne se recoupent pas.

Les échantillons de cette étude se répartissent dans les deux premiéres catégories définies (figure
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Figure 29 : Evolution des teneurs en hydrogéne avant et apres échange labile.

Les teneurs mesurées avant et aprés échange labile pour le cédre, les pommes, les pommes
de terre et le chéne sont strictement équivalentes. Le test de STUDENT est trés sensible puisque le
critere t. . calculé sort trés vite de l'intervalle de non-rejet de I’hypothése nulle, méme pour des
valeurs relativement proches comme celles obtenues pour les feuilles de chéne. Le deuxiéme critéere,
le recouvrement des intervalles de confiance, est donc nécessaire puisqu’il apparait nettement que
les pourcentages d’hydrogene mesurés avant et apres échange labile pour les feuilles de chéne, le
blanc de poireau et les carottes sont relativement similaires. De plus, le test de I’écart normalisé, qui
contrairement au test de STUDENT prend en compte l'incertitude élargie des données, valide
I’égalité des teneurs en hydrogéne avant et apres échange labile pour ces échantillons. L’herbe et le
vert de poireau ont, quant a eux, des moyennes expérimentales avant et aprés échange labile
différentes (STUDENT et Ey), et le recouvrement des intervalles de confiance est trés faible. Ces
eme

échantillons sont donc a la limite de la 3™ catégorie dans laquelle aucun des deux critéres n’est

respecté. Globalement, a I'exception de I'herbe et du vert de poireau pour lesquels le résultat doit
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étre pris avec précaution, 'ensemble des échantillons conserve le pourcentage d’hydrogene aprés les

échanges labiles.

Une premiere approche de I'étude de I'évolution des pourcentages d’hydrogéne au cours de
I‘échange labile a également montré que le pourcentage d’hydrogéne peut étre (i) inchangé pour
certains échantillons (chéne, feuilles de chéne, cédre, herbe, pommes de terre) ou (ii) variable au
cours de I'échange labile (blanc et vert de poireau, pommes, algues) [Baglan et Alanic, 2011]. Ces
données sont en accord avec les résultats de cette étude obtenus pour les échantillons de type
« bois » ainsi que pour la pomme de terre qui appartiennent a la catégorie 1. Cependant, pour des
échantillons de type « fruits et légumes » ou « herbage », les conclusions different. Ainsi, pour
les pommes notamment, les auteurs indiquent qu’il existe une variation des teneurs en hydrogéne
aprés I'échange labile tandis que dans cette étude, les teneurs avant et aprés échange sont
strictement équivalentes. De méme, pour I'herbe, cette étude met en évidence une possible
variation dans les teneurs avant et apres échange qui n"apparait pas dans I'étude menée par Baglan
et Alanic [Baglan et Alanic, 2011] (tableau 32). Ces divergences peuvent provenir de conditions
opératoires différentes (durée d’échange labile, température de la piéce...) ainsi que de I'échantillon

en lui-méme.

Tableau 32 : Comparaison de I’évolution des teneurs en hydrogéne au cours de I"échange labile. = : les teneurs avant et
apres échange labile sont équivalentes, + : les teneurs en hydrogéne apres échange labile sont supérieures a celles
mesurées avant échange labile, - : les teneurs apres échange labile sont inférieures aux teneurs mesurées avant
échange labile.

Cette étude [Baglan et Alanic, 2011]
% H avant % H apres Conclusion % H avant % H apres Conclusion
échange labile échange labile échange labile échange labile

Cedre 6,09 + 021 6,03 + 0,21 = 6,03 + 0,08 597 + 0,14 =
Feuilles de chéne| 5,89 + 0,21 598 + 0,21 = 577 + 0,22 582 + 0,18 =
Pommes 6,43 = 0,23 6,44 * 0,23 = 6,29 * 0,14 6,53 + 0,22 +
Pommes deterre| 6,15 + 0,22 6,20 * 0,22 = 6,34 + 0,44 6,45 + 0,20 =
Chéne 571 + 0,20 580 * 0,20 = 578 + 0,18 582 + 0,16 =

Vert de poireau 582 + 0,20 6,21 + 0,22 =ou+ 6,22 + 0,30 565 + 0,30 -
Blanc de poireau | 6,04 + 0,21 6,13 * 0,22 = 6,02 * 0,26 519 + 0,22 -
Herbe 559 + 020 593 + 0,21 =ou+ 587 + 0,14 597 + 0,10 =

Il est probable que I'impact de I’échange labile sur les teneurs en hydrogeéne soit dépendant de la
nature de I'échantillon (composition chimique de base, origine...) ainsi que du protocole suivi (durée
de I'échange labile). De ce fait, des échantillons principalement constitués de macromolécules

complexes (cellulose, lignine, amidon) sont peu affectés et se comportent de la méme maniere a
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chaque nouvel échange. Des « fruits et légumes » sont quant a eux plus fortement impactés et

susceptibles d’évoluer différemment en fonction de I’échange labile considéré.

Ces données peuvent étre corrélées aux résultats de carbone organique total. En effet, il
apparait que le chéne et le cédre, donc les échantillons de type « bois » pour lesquels la solubilisation
de carbone est négligeable, ont des teneurs en hydrogéne qui n’évoluent pas au cours de I'échange
labile. Ces résultats sont cohérents avec leur composition initiale. Cette « non-évolution » des
teneurs en hydrogéne au cours de I'échange labile peut laisser présager une solubilisation homogene

de I’échantillon.

11.2.3. Conséquences pour I’analyse du tritium organiquement lié non échangeable

Quelle que soit la catégorie a laquelle I’échantillon appartient, il n’y a aucun impact pour la
quantification du tritium organiquement lié puisque la combustion a lieu directement apres la
lyophilisation de I'échantillon frais. Seul le pourcentage d’hydrogéne déterminé avant I'échange

labile est important.

Les activités volumiques du tritium organiquement lié non échangeable sont quant a elle
déterminées a partir de la combustion de I’échantillon sec récupéré aprés échange labile. Par
conséquent, I'évolution du pourcentage d’hydrogéne lors de I’échange labile peut entrainer un biais
dans l'activité calculée a partir du pourcentage d’hydrogene mesuré avant I'échange labile. Les
résultats montrent que pour le cedre, la pomme, la pomme de terre et le chéne, les pourcentages
d’hydrogéne avant et aprés échange labile sont strictement équivalents. Par conséquent, les activités
calculées seront les mémes quelle que soit la valeur (avant ou aprés échange labile) utilisée. De plus,
pour les feuilles de chéne, le blanc de poireau et les carottes, compte tenu des incertitudes,
notamment liées a la variabilité propre de I'analyseur élémentaire, les activités calculées avec les
pourcentages d’hydrogéne mesurés avant ou aprés échange labile devraient également étre
similaires. Pour I'herbe et le vert de poireau, le choix du pourcentage d’hydrogéene a utiliser pour le
calcul doit se faire avec précaution. En effet, le recouvrement des intervalles de confiance des
résultats avant et aprés échange labile est limité, et I'écart entre les deux valeurs ne peut étre
négligé. Il est possible de calculer un biais potentiel entrainé par l'utilisation du pourcentage

d’hydrogéne mesuré avant échange labile dans le calcul des activités TOL-NE [Baglan et Alanic, 2011].

%Havantéchan e_% Hgpréeséchange
b = g L g Eq. 40

% Hgvant échange
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Ainsi, pour I'herbe et le vert de poireau, I'utilisation du pourcentage d’hydrogene mesuré avant
I’échange labile est susceptible de provoquer des sous-estimations des activités TOL-NE en
introduisant un biais, dans les calculs, de -6 % et de -7 % respectivement.

De plus, des auteurs ont quant a eux montré qu’une surestimation de 15 % pour le blanc de poireau
et de 10 % pour le vert de poireau pouvait étre entrainée par I'utilisation du pourcentage
d’hydrogéne mesuré avant I’échange labile [Baglan et Alanic, 2011]. Ces données supplémentaires
mettent en évidence le fait que chaque échange labile peut avoir un impact différent sur la
guantification du TOL-NE.

Compte tenu de ces observations, le pourcentage d’hydrogéne mesuré avant I'échange labile peut
étre utilisé pour le calcul des activités tritium organiquement lié non échangeable pour les
échantillons de type bois. Pour les autres catégories d’échantillons, il faut s’assurer de la
reproductibilité des échanges labiles pour mettre en évidence, ou non, une variation identique entre
les échanges ou une conservation des teneurs en hydrogene aprés chaque échange labile. Par
conséquent, a I’heure actuelle et pour tout autre échantillon que du bois, il est préférable d’utiliser le
pourcentage d’hydrogéne mesuré apres I'échange labile pour limiter I'introduction de tout biais

potentiel dans les calculs d’activités.

CONCLUSION

La méthode d’analyse élémentaire développée permet de réduire considérablement les
incertitudes relatives liées aux pourcentages d’hydrogene (de 20 a 5 %). L’étude de I'évolution des
teneurs en hydrogene au cours de I'échange labile et I'utilisation de critéres de comparaison
rigoureux a permis la définition de trois catégories pour classer les échantillons étudiés. Dans cette
étude, les teneurs en hydrogéne des différentes matrices ne varient pas drastiquement apres
I’échange labile. Pour les échantillons de type « bois », les teneurs en hydrogéene sont équivalentes
avant et apres échange labile, résultat en accord avec d’autres données publiées. Cependant, pour
les échantillons de type « fruits et légumes » et « herbage », les résultats divergent en fonction des
études. Par conséquent, il est possible de supposer que I’évolution des teneurs en hydrogéne est
dépendante des échantillons et des conditions expérimentales, et qu’elle peut ne pas étre
reproductible pour un méme échantillon. De ce fait, I'utilisation du pourcentage d’hydrogéne
mesuré apres I'échange labile, pour des échantillons de type « fruits et Iégumes » et « herbage » est
a privilégier.

La solubilisation de matiere organique lors de I'échange labile, pour tous les échantillons
étudiés, a été mise en évidence. Cette quantité de matiére solubilisée est dépendante de la nature

des échantillons, et essentiellement de la composition chimique de base des matrices étudiées.
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Ainsi, les échantillons de type « bois » sont moins impactés que les échantillons de type « fruits et
légumes ». Cette solubilisation ne devrait avoir aucun impact sur la détermination des activités
volumiques du tritium organiquement lié non échangeable si I'activité est répartie de maniere
homogene au sein de I’échantillon initial. De ce fait, aucun biais analytique ne doit étre entrainé pour
le calcul de ces concentrations. En revanche, suite a la solubilisation de molécules organiques lors de
I’échange labile, une certaine quantité de tritium, sous forme organiquement lié non échangeable
est retrouvée dans le solvant d’échange labile. La définition de I'analyste, qui ne tient compte que
des propriétés chimiques de I'élément hydrogene, ne rend donc pas bien compte de la distribution
réelle des fractions de tritium au sein de matrices biologiques. Ainsi, aprés |’échange labile, du tritium
organiquement lié non échangeable est retrouvé en quantité variable dans la fraction solide tandis
gue dans le solvant d’échange labile sont retrouvées aussi bien les fractions échangeables, suite a
I’échange isotopique, que les fractions tritium organiquement lié non échangeable entrainées par les
molécules organiques solubles. Par conséquent, I'introduction d’une définition des fractions tritium
considérant la nature de la molécule porteuse de I'atome de tritium et non plus la nature de la
liaison chimique doit étre considérée. Pour ce faire, I'identification de ces molécules est essentielle.
Elle devrait également permettre de mieux comprendre le comportement du tritium dans
I’environnement et chez I’homme en identifiant des cibles ou des voies de migration potentielles. Cet

aspect fait I'objet du chapitre 5.
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INTRODUCTION

Dans le chapitre 4, une solubilisation de matiere lors des échanges labiles, dépendante de la
composition de I'échantillon de départ, a été mise en évidence. Dans le cas d’échantillons tritiés, du
tritium organiquement lié non échangeable, au sens de I'analyste, est probablement inclus dans ces
composés. L'identification des molécules organiques potentiellement solubilisées, donc mobiles dans
I’environnement et chez I'homme est essentielle pour toute étude d’impact ultérieure. Il faut
s'attendre a la présence de molécules hydrophiles issues de la solubilisation de molécules
constitutives des échantillons (glucides, protides, acides organiques...), et/ou de la dégradation de la
matiere organique initiale. Les concentrations en carbone étant importantes, les solvants d’échange
labile sont des milieux complexes, c’est pourquoi plusieurs outils analytiques sont combinés pour

identifier ces composés.

I HYPOTHESES GENERALES SUR LES FAMILLES DE MOLECULES SOLUBILISEES

La connaissance de la composition de la matrice solide initiale ainsi que les résultats
expérimentaux obtenus avec des outils analytiques usuels sont les premiéres informations utilisées
pour étudier les familles de molécules organiques en solution.

Ces outils (analyse élémentaire, spectrophotométrie, fluorescence) sont relativement simples
d’utilisation et apportent des informations globales sur la nature des composés en solution.
L'interprétation des réponses pouvant se faire de maniéere systématique, I’'ensemble des échantillons

étudiés a été analysé.

[.1. ETUDE DE L’EVOLUTION DE LA COMPOSITION DES ECHANTILLONS AU COURS DE

L’ECHANGE LABILE

Outre I'application évoquée dans le chapitre 4, I'analyse élémentaire est également d’un
intérét majeur pour évaluer le type de composés solubilisés en fonction de I’évolution des
compositions des matrices solides. Dans ce but, les compositions élémentaires des échantillons
solides avant et aprés échange labile, dans les conditions « eau de forage » et « stomacales » sont
déterminées en utilisant la méthode développée dans le chapitre 3. L'évolution des compositions
élémentaires des fractions solides au cours de I'échange labile est directement liée a la fraction
solubilisée et quantifiée, pour les conditions « eau de forage », dans le chapitre précédent. Les
fractions solubilisées dans les conditions « stomacales » ont également été déterminées (annexe

C.3.) et sont similaires a celles observées dans les conditions « eau de forage ».
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1.1.1. Résultats

Les compositions élémentaires des échantillons sont comparées a I'aide des criteres définis
dans le chapitre 1 (test de STUDENT, recouvrement des intervalles de confiance définis par la
variabilité de I'outil). Cette comparaison des teneurs en éléments C, H, N, S, O avant et apres
échange labile permet de dégager une tendance sur la nature des composés solubilisés. Les résultats
expérimentaux obtenus pour les trois échantillons cibles (pomme, chéne, herbe) avant et apres
échange labile sont détaillés dans les tableaux 33 a 36. Les résultats obtenus pour les autres

échantillons sont disponibles en annexe C.4.

Tableau 33 : Comparaison des teneurs en carbone des échantillons avant et apres échange labile en
utilisant les critéres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des
intervalles de confiance définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1
fait référence a la population avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les
conditions « eau de forage » (F) et 3 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions
« stomacales » (ST).

5 5 -
Conditions , ACavant. AaCapres.echange statistique S
échange labile labile

ST ms= 44,27 + 0,84 moyennes différentes non

Pommes m;= 39,84 + 0,75 .
F m,= 41,62 + 0,79 moyennes différentes non
. ST ms= 47,45 = 0,90 my=mj oui
Chéne m,= 47,43 + 0,89 .
F m,= 47,55 + 0,90 mi;=m, oui
ST ms= 44,57 + 0,84 moyennes différentes non

Herbe m;= 41,82 * 0,79 .
F m,= 44,89 + 0,85 moyennes différentes non

Le chéne est le seul échantillon pour lequel I'échange labile n’a pas d’impact sur les teneurs en
carbone des fractions solides analysées avant et aprés échange labile. Pour la pomme et I'herbe, les

teneurs avant et aprés échange labile sont différentes, quelles que soient les conditions considérées.

Tableau 34 : Comparaison des teneurs en hydrogéne des échantillons avant et apres échange labile en
utilisant les criteres définis dans le chapitre 2: test de STUDENT (statistique) et recouvrement des
intervalles de confiance définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1
fait référence a la population avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les
conditions « eau de forage » (F) et 3 a la population aprées échange labile réalisé dans les conditions
« stomacales » (ST).

% H % H es éch
Conditions , 7 avant. % apres'ec ange statistique S
échange labile labile
ST ms;= 5,66 + 0,20 moyennes différentes non
Pommes m;= 6,43 + 0,23 .
F m,= 6,44 + 0,23 mi=m, oui
. ST ms= 5,69 + 0,20 mi=mj oui
Chéne m;= 5,71 + 0,20 )
F m,= 5,80 * 0,20 m;=m,* oui
ST ms= 5,87 + 0,21 moyennes différentes  oui
Herbe m,;= 5,59 * 0,20 . )
F m,= 5,93 + 0,21 moyennes différentes  oui

* Pour cet échantillon, le test de STUDENT n’a pu étre utilisé a cause de la non-validation de
I’'homoscédasticité. Par conséquent, un test non-paramétrique de comparaison des moyennes a été utilisé
(test d’ASPIN-WELCH).
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Une différence de comportement entre les conditions « eau de forage » et « stomacales » est mise
en évidence pour la pomme car les teneurs en hydrogéne des fractions solides avant et apres
échange labile sont différentes. Cette observation est cohérente avec « I’état » de I'échantillon

récupéré par rapport aux conditions « eau de forage » (figure 30).

Figure 30: Exemple d’'une pomme en fin d’échange labile dans les
conditions « eau de forage » (a) et « stomacales » (b).

En revanche, pour le chéne, aucune évolution n’est constatée pour les deux conditions testées,
observation cohérente avec la composition de I’échantillon (macromolécules complexes) et I'aspect
similaire des fractions solides récupérées apres les échanges labiles réalisés dans les deux conditions
testées. Pour I'herbe, le critére statistique ne valide pas I'égalité des teneurs avant et apres échange
labile tandis que les intervalles de confiance se recoupent. Il n’est donc, a priori, pas possible de
discerner une variation de I’échantillon par rapport a la variabilité intrinseque de I'outil. Cependant,
en considérant la valeur du pourcentage d’hydrogéne avant échange labile comme référence, I'écart
normalisé (Ey) valide I'égalité des moyennes aprés un échange réalisé dans des conditions
« stomacales » (Ey = 0,97) et non dans les conditions « eau de forage » (Ey = 1,18). Ce résultat est a
prendre avec précaution car si les deux valeurs mesurées apres les échanges labiles (« forage » et
«conditions stomacales ») sont comparées, la statistique valide I'égalité de ces valeurs (Ey = 0,21) et
les intervalles de confiance se recoupent. Les limites de significativité des tests statistiques étant
atteintes, il semble peu vraisemblable de mettre en évidence une différence de comportement en
fonction des conditions considérées. L’herbe est, comme les échantillons de type « bois », composée
de macromolécules complexes (cellulose, hémicellulose, lignine) mais également de composés
simples de type glucides ou de composés phénoliques comme les échantillons de type « fruits et
légumes ». De ce fait, I'’échange labile a un impact plus important que pour les échantillons de type
« bois » (environ 20 % de carbone solubilisé) sans pour autant faire apparaitre de différence en

fonction des conditions d’échange labile
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Tableau 35 : Comparaison des teneurs en azote des échantillons avant et aprés échange labile en utilisant
les critéres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de
confiance définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a
la population avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions « eau
de forage » (F) et 3 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

o p .
Conditions , A,Navant. ANapres'echange statistique S
échange labile labile

_ + s -
Pommes ST mi= 029 £ 0,02 ms= 0,32 + 0,02 moyennes différentes ou!
F m,= 0,28 + 0,02 mi=m, oui

T = 15 = 1 iffé *
Chéne S mi= 021 + 0,01 ms= 0,15 0,01 moyennes différentes non?
F m,= 0,18 + 0,01 m;=m,* oui
Herbe ST mi= 1,90 + 0,11 ms= 1,67 + 0,10 moyennes d?ff(?rentes non
F m,= 1,62 + 0,10 moyennes différentes non

* Pour cet échantillon, le test de STUDENT n’a pu étre utilisé a cause de la non-validation de

I’'homoscédasticité. Par conséquent, un test non-paramétrique de comparaison des moyennes a été utilisé

(test d’ASPIN-WELCH).
Pour la pomme, les résultats obtenus pour I'azote aprés les échanges labiles réalisés dans les
conditions « stomacales » sont différents de ceux obtenus apreés les échanges labiles réalisés dans les
conditions « eau de forage ». Ainsi, malgré le recouvrement des intervalles de confiance, les teneurs
mesurées apres échange labile dans les conditions stomacales sont différentes de celles mesurées
avant I'’échange labile (Ey = 1,47). Pour le chéne, a la différence des conditions « eau de forage », les
conditions « stomacales » entrainent une évolution des teneurs en azote. Cependant, pour ces deux
échantillons, compte-tenu des faibles teneurs, ces données sont a prendre avec précaution puisque
les réponses sont hors de la gamme d’étalonnage validée. Il est donc difficile de conclure quant a la
significativité des observations puisque les incertitudes calculées, en combinant les sources définies
dans le chapitre 2 (étalonnage, pesée) sont tres importantes et tres différentes de celles affichées qui
ne prennent en compte que la variabilité de I'outil. Enfin, dans le cas de I'herbe, quelles que soient
les conditions considérées, les teneurs mesurées aprés les échanges labiles sont différentes de celles

mesurées avant les échanges labiles.

Tableau 36 : Comparaison des teneurs en oxygéne des échantillons avant et aprés échange labile en
utilisant les criteres définis dans le chapitre 2: test de STUDENT (statistique) et recouvrement des
intervalles de confiance définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1
fait référence a la population avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les
conditions « eau de forage » (F) et 3 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions
« stomacales » (ST).

. o —
Conditions , AOavant' A:Oapres.echange statistique S
échange labile labile

= + iffé
Pommes ST mi= 49,91 + 2,43 ms= 43,11 + 2,10 moyennes d!ff(?rentes nor.1
F m,= 48,15 * 2,34 moyennes différentes oui
= 42 + 2 = i
Chéne ST = 43,00 + 2,10 M 4278 /08 Mi=Mms ou!
F m,= 42,64 + 2,07 mi;=m, oui
Herbe ST m= 3919 + 191 ms= 37,50 + 1,82 moyennes différentes ou?
F m,= 38,85 + 1,89 mi;=m, oui
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Quelles que soient les conditions considérées, les échanges labiles n’ont pas d’impact sur les teneurs
en oxygene du chéne. Dans le cas de I'herbe, la teneur en oxygéne est conservée dans les conditions
« eau de forage ». Dans les conditions « stomacales », les conclusions tirées des deux criteres choisis
different. Les intervalles de confiances se recoupant, il ne semble pas possible de discerner une
variation de I'’échantillon par rapport a la variabilité de I'outil. De méme, en considérant la valeur
avant échange labile comme référence, le test Ey valide I'égalité des valeurs avant et apres échange
labile (Ey = 0,64). Par conséquent, les deux valeurs avant et aprés échanges labiles réalisés dans les
conditions « stomacales » sont considérées comme équivalentes. Enfin, pour la pomme, la
conclusion est évidente dans les conditions « stomacales » puisque les deux critéres valident la
différence entre les deux valeurs. En revanche, dans les conditions « eau de forage », le méme
raisonnement que pour I’herbe est suivi. Le critére Ey valide I'égalité des moyennes expérimentales

(EN = 0,52)

D’une maniere générale, I'évolution des compositions élémentaires des fractions solides dans les
conditions « eau de forage » et « stomacales » est identique pour la plupart des échantillons (annexe
C.5.) et dépend essentiellement de la composition chimique initiale des matrices considérées. En
effet, seules les compositions des échantillons de type « fruits et [égumes » semblent plus impactées
par les échanges réalisés dans les conditions « stomacales ». Il a cependant été montré que la
fraction de carbone solubilisée lors des échanges labiles est similaire pour les deux milieux (annexe
C.3.). De ce fait, I'hypothése formulée ne peut étre vérifiée. Pour tenter d’expliquer la différence
d’évolution des compositions lors des échanges labiles réalisés dans les conditions « stomacales »,
deux hypothéses peuvent étre avancées, (i) dans les conditions « stomacales », I’échantillon est
dégradé (figure 30) en « briques individuelles » de petites tailles (ii) si la fraction solubilisée est
identique dans des conditions « stomacales » et « eau de forage », et si les deux fractions solides
aprés échanges labiles ont des compositions différentes, la différence proviendrait des résidus de
filtration restés sur les filtres. Une expérience mettant en jeu plusieurs seuils de filtration dégressifs
et incluant I'analyse de chaque fraction solide récupérée, apporterait probablement des éléments de

réponse.

1.1.1.1. Bilan

L’évolution des teneurs des différents éléments avant et aprés échange labile est un critére
qualitatif évalué a partir des compositions élémentaires expérimentales permettant de formuler les

premieres hypothéses concernant les molécules solubilisées.
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Lorsque la statistique (test de STUDENT) valide I'égalité des teneurs en éléments avant et
apres échange labile, et lorsque les intervalles de confiance définis par la variabilité de I'outil
se recouvrent, les teneurs sont considérées comme inchangées. Une égalité des compositions
élémentaires avant et aprés échange labile ne signifie cependant pas I'absence de
solubilisation de composés puisque la présence de carbone organique dans les solvants
d’échange de tous les échantillons (de I'ordre de 4 % pour le « bois », 20 % pour I’ « herbage »
et 60 % pour les « fruits et légumes ») a été démontrée. Par conséquent, une égalité des
compositions avant et apres échange labile peut étre synonyme d’une solubilisation respectant
la distribution stoechiométrique de I’échantillon de départ.

Lorsqu’aucun des deux criteres n’est validé, les teneurs diminuent ou augmentent. En effet,
I'analyse élémentaire étant une mesure relative, une teneur en un élément aprés I'échange
labile plus faible est compensée par une augmentation relative des teneurs des autres
éléments. Ainsi, pour toutes les conditions considérées, une diminution des teneurs en
oxygéne est représentative d’'une perte de cet élément et donc d’une solubilisation de
molécules a forte teneur en oxygene. De méme, une diminution des teneurs en azote de la
fraction solide est significative d’une solubilisation de molécules azotées.

Lorsque le critére statistique ne valide pas I'égalité des moyennes mais que les intervalles de
confiance se recouvrent, une ambiguité persiste. En effet, théoriquement le recouvrement des
intervalles de confiance définis par la variabilité de I'outil ne doit pas permettre de discerner la
variation due a I'outil de celle de I'’échantillon. Cependant, étant donné les résultats obtenus
pour I'herbe et le vert de poireau dans le chapitre 4, un recouvrement minimal des intervalles
de confiance ne peut valider explicitement I'égalité des valeurs avant et apres échange labile.
Dans ce cas, en considérant les teneurs déterminées avant échange labile comme valeurs de

référence, le critére Ey est utilisé pour conclure.

Parmi les trois échantillons ciblés, le chéne est le seul échantillon pour lequel les compositions avant
et apres échange labile sont invariantes, indépendamment des conditions expérimentales (excepté le
résultat obtenu pour I'azote dans les conditions « stomacales », résultat a prendre avec précaution).
L'égalité des teneurs avant et aprés échange labile peut étre synonyme d’une solubilisation des
« briques » constitutives de la matrice initiale. Les compositions des fractions solides avant et apres
échange labile du chéne n’apportent que peu d’informations exploitables pour I'identification des
composés solubilisés.

Pour I'herbe, une diminution des teneurs en azote est constatée dans les deux milieux considérés.

Les seules molécules constitutives de I’herbe ayant une teneur en azote non négligeable
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appartiennent aux catégories des protides ou des vitamines. De ce fait, leur solubilisation, en
guantité suffisante pour discerner une évolution, est suspectée.

Pour la pomme, la diminution des teneurs en oxygene dans les conditions « stomacales » associée a
la connaissance de la composition initiale de la pomme permettent de formuler des hypotheses sur
les familles de composés solubilisés. En effet, la pomme est essentiellement composée de glucides,
molécules hydrophiles a forte teneur en oxygene (> 50 %) ainsi que d’acides organiques présentant
également des teneurs en oxygéne supérieures a 50 %. Par conséquent, cette diminution des teneurs
en oxygene dans la matiere seche récupérée aprés échange labile laisse présager une solubilisation

de composés de type glucides et/ou acides organiques.

Les principales classes de molécules (lipides, glucides...) sont caractérisées par des ratios molaires
H/C, O/C voire C/N. Par exemple, les protides ont des ratios H/C compris entre 1,0 et 2,2 et des ratios
0O/C compris entre 0,1 et 0,67. De méme, les glucides sont caractérisés par des ratios H/C et O/C
respectivement supérieurs a 1,5 et 0,4 [Hockaday et al, 2009]. De ce fait, ces ratios ont été calculés
pour toutes les familles de molécules constitutives des échantillons étudiés (tableau 37) a I'aide des

marqueurs principaux repertoriés en annexe B.1.

Tableau 37 : Ratios H/C, O/C et C/N théoriques des familles de molécules
constitutives des matrices étudiées

H/C o/C C/N
Glucides 1,93 0,97 -
Lipides 1,87 0,11 -

Protides 2,02 0,59 4,46
Acides organiques 1,50 1,08 -
Composés phénoliques 0,91 0,42 -
Fibres (pectine) 2,00 0,97 -
Vitamines 1,17 0,78 -
Cellulose 1,67 0,83 -
Hémicellulose 2,00 0,97 -
Lignine 1,07 0,38 -

A partir des pourcentages massiques élémentaires déterminés expérimentalement (tableaux 33 a
36), les ratios molaires H/C, O/C et C/N sont calculés pour caractériser les échantillons analysés dans
cette étude (tableau 38). Leur évolution au cours de I"’échange labile peut étre un indicateur du type

de composés solubilisés.
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Tableau 38 : Ratios H/C, O/C et C/N caractérisant les matrices étudiées, calculés a
partir des données expérimentales (fractions massiques) et des compositions

théoriques
Formule empirique H/C 0O/C C/N
"Théorique" CH,0 1,91 0,94 -
Avant échange CH,0 1,92 0,94 -
Pommes
Aprés échange « Forage » CH,0 1,84 0,87 -
Aprés échange « Stomacal » CH,0 1,52 0,73 -
"Théorique" C,H,0 1,63 0,70
Avant échange CH,0 1,43 0,68 -
Chéne
Aprés échange « Forage » CH,0 1,45 0,67 -
Aprés échange « Stomacal » CH,0 1,43 0,68 -
"Théorique" C19H32011N 1,69 0,61 0,65
Avant échange Cy6H41050N 1,59 0,70 25,67
Herbe
Aprés échange « Forage » Cs,Hs5,05:N 1,57 0,65 32,31
Aprés échange « Stomacal » C31H4905N 1,57 0,63 31,12

Les ratios « théoriques » sont les moyennes pondérées par la teneur estimée de
chaque famille de molécules au sein de la matiére séche (annexe B.1.)

Les proportions relatives en chaque élément permettent également I'établissement d’une « formule
brute emprique » décrivant les échantillons analysés. Pour les échantillons pomme et chéne, les
teneurs en azote déterminées étant entachées d’incertitudes relatives de I'ordre de 100 %, elles ont
été écartées des calculs. De ce fait, les formules brutes estimées sont de la forme C,(H,0),, formule
générique de base des glucides, avec n = p =1. Cette observation est cohérente puisque la pomme est
essentiellement constituée de glucides et le chéne est essentiellement constitué de macromolécules
complexes ayant pour unité de base les hexoses de type glucose.

Pour la pomme, les ratios H/C et O/C déterminés avant échange labile sont similaires aux ratios
théoriques. Les valeurs diminuent respectivement de 4 % (H/C) et 7 % (O/C) pour les échantillons
mesurés aprés échange labile dans les conditions « eau de forage » et de 21 % (H/C) et 22 % (O/C)
dans les conditions « stomacales ». Ceci signifie donc que des molécules caractérisées par des ratios
H/C et O/C importants sont solubilisées. En considérant la composition de base de la pomme ainsi
que la solubilité des composés, ces molécules solubilisées peuvent appartenir aux classes des
« glucides », « protides » voire « acides organiques ».

Pour le chéne, les ratios H/C théoriques et expérimentaux avant échange labile difféerent. Cependant,
I'estimation théorique est entachée d’une large incertitude (non quantifiée) et doit juste étre
considérée a titre indicatif. Les ratios déterminés avant échange labile et aprés échange labile quelles

gue soient les conditions expérimentales considérées sont relativement stables et indiquent donc
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une solubilisation de molécules dans les mémes proportions que I’échantillon de départ, ou une
variation non discernable due a une faible solubilisation de matiére (= 4 %).

Pour I'herbe, les ratios H/C semblent stables au cours de I’échange labile tandis que des diminutions
relatives de 7 % (conditions « eau de forage ») et de 10 % (conditions « stomacales ») sont observées
pour les ratios O/C, pouvant étre reliées a une solubilisation de composés de type « glucides »,

« protides » voire « vitamines ».

La question concernant la reproductibilité de I'évolution des compositions élémentaires peut
se poser. En effet, I’évolution constatée lors de cette étude est-elle systématique ? Dans ce cas, les
composés solubilisés seraient toujours identiques pour des conditions expérimentales (ou naturelles)
identiques. Dans une étude récente [Baglan et Alanic, 2011], I’évolution des compositions
élémentaires lors des échanges labiles (conditions « eau de forage ») a été étudiée, et des
conclusions similaires ont été énoncées. Ainsi, les échantillons de type « bois » (chéne et cedre)
conservent les mémes compositions élémentaires avant et apres échange labile. Une diminution des
teneurs en azote est constatée apres échange labile pour I’herbe et la pomme de terre, favorisant
I’hypothése d’une solubilisation de molécules de type protides. Des conclusions différentes sont
cependant obtenues pour la pomme (diminution des teneurs en oxygene dans les conditions eau de
forage), la feuille de chéne (conservation des compositions élémentaires apres échange labile), et le
poireau (diminution des teneurs en azote). Ces différences de tendances peuvent étre dues a des
conditions expérimentales initiales (durée d’échange labile, température de la piece) différentes, aux
faibles teneurs en azote mesurées, a une maitrise de I'analyse de I'oxygéne moins aboutie lors de
I’étude effectuée en 2011 ou a la non-reproductibilité des échanges labiles avec une solubilisation de

molécules de nature différentes.

|.2. CARACTERISATION SPECTROPHOTOMETRIQUE DES SOLVANTS D’ECHANGE LABILE

En fonction de la complexité des milieux étudiés, la spectrophotométrie UV-Visible permet (i)
de confirmer la présence de matiére organique dissoute en solution grace a la réponse
caractéristique en décroissance exponentielle et (ii) d’identifier des catégories de molécules en

fonction des zones d’absorbance caractéristiques (chapitre 1).

Pour chaque échantillon, les spectres d’absorption UV-Visible dans les conditions « eau de
forage » et « stomacales » sont similaires (figures 31-a et -b) pour les échantillons cibles pommes,

chéne, herbe et annexe C.6. pour les autres).
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Figure 31 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile des échantillons cibles dans les conditions « eau de forage » (a)
et « stomacales » (b). Toute la zone du visible (jusqu’a 800 nm) a été balayée et I'échelle est coupée a 600 nm a cause du
retour a la ligne de base de la réponse.

Les réponses observées pour les trois échantillons cibles sont représentative de celles
observées pour le panel d’échantillons analysés. Les absorbances observées décroissent avec
I"augmentation des longueurs d’onde et les spectres obtenus ne présentent pas de pics distincts.
Cependant, des « épaulements » sont visibles dans la zone [265 — 285] nm, zone caractéristique des
composés organiques, notamment de type protides. Les spectres d’absorbance des solvants
d’échange labile de la pomme présentent quant a eux une plus large bande d’absorption ([265-370]
nm) reflétant également la présence de composés organiques (chapitre 1). Ces intervalles de
longueur d’onde sont en effet caractéristiques de groupements chromophores impliquant

systématiquement une liaison multiple de type C=C,C=0 ou C=N par exemple. En

considérant la composition chimique initiale des échantillons étudiés, ces liaisons peuvent étre
retrouvées dans les molécules de type acide aminé (figure 32-a), dans des composés phénoliques
(figure 32-b) ou des acides organiques (figure 32-c). A titre d’exemple, le groupement « cétone »

présente une transition électronique ayant une longueur d’onde maximale d’absorption a 280 nm.

(a) HQ CO,H

i S

Figure 32 : (a) Phénylalanine ; (b) Acide chlorogénique ; (c) Acide succinique

|.3. ETUDE DE LA REPONSE EN FLUORESCENCE DES SOLVANTS D’ECHANGE LABILE

A la différence de la spectrophotométrie UV-Visible, la spectrofluorimétrie en trois
dimensions permet d’identifier les familles de composés présents en solution méme pour des
mélanges complexes. Son utilisation apporte donc des informations complémentaires pour

caractériser la matiére organique dissoute en solution.
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Pour chaque échantillon, les réponses sont similaires dans les solvants « eau de forage » et

« conditions stomacales » (figures 33 a 35 pour les échantillons cibles, annexe C.7. pour les autres).
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Figure 33 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile de la pomme ; (b) Coupe transversale

avec l'identification des pics répertoriés dans le tableau 39.
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Figure 34 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile du chéne ; (b) coupe transversale avec

I'identification des pics répertoriés dans le tableau 39.
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v" Herbe:
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Figure 35 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile de I’herbe ; (b) coupe transversale avec
I'identification des pics répertoriés dans le tableau 39.

Pour chaque échantillon, une coupe transversale du spectre de fluorescence en 3 dimensions permet
de mieux distinguer les pics identifiés (tableau 39). L’interprétation de ces pics s’appuie sur les

données récapitulées dans le chapitre 1 (tableau 7).

Tableau 39 : Identification des pics caractéristiques des solvants d’échange labile pour les échantillons cibles.
F : conditions « eau de forage », ST : « conditions stomacales »

Echantillon Conditions  Pic  Aexcitation (NM)  Agmission (NM) Attribution / Interprétation
F+ST 1 230 310 Protéines, type tyrosine
F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
Pommes .
F+ST 3 240 420 Substances humiques
F 4 300 430 Substances humiques
F+ST 1 230 300 Protéines, type tyrosine
F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
. F 300 420-430 Substances humiques
Chéne 3 .
ST 300 450 Substances humiques
F 4 330 450 Substances humiques
ST 350 470 Substances humiques
F+ST 1 230 300-310 Protéines, type tyrosine
F 2 240 430-420 Substances humiques
Herbe F+ST 3 280 310 Protéines, type tyrosine
F+ST 4 300 430-440 Substances humiques
F+ST 5 320 440 Substances humiques
F 6 370 450 -

D’une maniere générale, pour les trois échantillons cibles, le méme type de réponse des solvants
d’échange labile est observé (protéinique, substances humiques). Des pics caractéristiques de

composés de type protéines sont détectés, permettant de supposer leur solubilisation.
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Des pics présents dans des zones caractéristiques des substances humiques sont également
observés. Les substances humiques sont définies comme étant une catégorie de composés d’origine
naturelle, formée par la dégradation de la matiere organique [McDonald et al, 2004]. Ces substances
sont en réalité des mélanges complexes de composés, encore mal définis, et sont issues de processus
tels que la condensation ou la polymérisation de composés de faible poids moléculaire. Ces
processus sont lents a se mettre en place, c’est pourquoi la formation de substances humiques dans
les solvants d’échange labile, a partir des composés solubilisés, est peu probable. De ce fait, la
réponse spectrale observée peut provenir de la solubilisation de molécules composant a la fois les
échantillons d’intérét et les substances humiques comme la cellulose, I’hémicellulose, les composés
phénoliques, les sucres, les acides aminés, les acides aliphatiques, les alcools, les protéines et/ou les
composés aromatiques. La détection de pics dans une zone caractéristique des substances humiques

ne permet donc pas d’affiner plus rigoureusement I'identification des composés solubilisés.

[.4. DISCUSSION

La combinaison de ces divers outils analytiques, associée a la connaissance de la composition
des échantillons permet de (i) mettre en évidence la complexité des systemes étudiés et (ii)
d’identifier les grandes familles de composés auxquels appartiennent les molécules solubilisées. Les
données ne montrent pas de différence significative entre les solvants « eau de forage » ou
« stomacal ». De ce fait, a ce stade de I’étude, les conclusions sont identiques pour les deux milieux.

Une solubilisation de matiere, déja mise en évidence dans le chapitre 4 pour les conditions
« eau de forage », est également confirmée pour les conditions « stomacales ». Mis a part la
détermination de la quantité de composés en solution, ces mesures ne permettent pas
I'identification de familles de molécules en solution. Le carbone étant essentiellement d’origine
organique, il peut étre issu de toutes les familles de composés constituants les échantillons : glucides,
acides organiques, protides... Outre la quantité de carbone en solution (> 1 000 ppm), la complexité
du milieu est également mise en évidence par la réponse en absorbance dans I'UV-Visible des
solutions. En effet, la décroissance exponentielle de I'absorbance vers les grandes longueurs d’onde
est la signature caractéristique de la matiere organique dissoute en solution [Pons et al, 2004 ; Coble,
2007]. Ce signal représente la réponse globale de I'échantillon, composé de molécules ayant des
spectres d’absorbance se superposant, sans composés réellement dominants (acides organiques,
composés phénoliques...). Cette observation permet donc également de supposer que ces milieux

sont en réalité des mélanges complexes.
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Les familles de molécules composant les solvants d’échange labile peuvent étre divisées en deux
catégories : les familles de composés présents initialement dans les échantillons et les familles des
composés issus de la dégradation des matrices.

Ainsi, la présence d’épaulements dans une zone d’absorbance caractéristique de la réponse

de groupements saturés de type C=C,C =0 laisse supposer une solubilisation de molécules

porteuses de ces groupements, tels que des protides [Schmid, 2001], des composés phénoliques ou
des acides organiques. La diminution des teneurs en oxygene des fractions solides récupérées apres
les échanges labiles corrobore cette hypothese puisque ces derniers sont des composés a forte
teneur en oxygene. De plus, cette observation est cohérente avec la solubilisation de glucides, non
détectables par spectrophotométrie [Pons et al, 2004]. L'analyse élémentaire tend également a
confirmer la présence de composés appartenant a la famille des protides suite a la diminution des
teneurs en azote observée apres les échanges labiles. Cette tendance est également validée suite a
I"analyse par spectrofluorimétrie des solvants. En effet, pour tous les échantillons étudiés, un signal
dans une zone caractéristique des protéines est détecté.

A ce stade de I'étude, il nest cependant pas possible d’identifier clairement les molécules en

solution, c’est pourquoi la spectrométrie de masse haute résolution a été utilisée.

1. IDENTIFICATION DES COMPOSES SOLUBILISES PAR SPECTROMETRIE DE MASSE HAUTE

RESOLUTION

La spectrométrie de masse haute résolution est un outil trés performant pour I'identification
des molécules puisqu’elle permet la discrimination de composés dont les masses sont tres proches.
En effet, la résolution de I'appareil étant fixée a 163000 (chapitre 2), I'’écart Am séparant deux pics
varie en fonction de la masse considérée mais est systématiquement inférieur a 0,01 unités de
masses pour des gammes de masses allant de 50 a 500 Da. De ce fait, cet outil est extrémement
intéressant pour l'identification de composés de poids moléculaires proches, et donc, des molécules
susceptibles de porter du tritium, pour I'estimation de leur impact potentiel.

Dans le cas de l'analyse de milieux complexes tels que les solvants d’échange labile, la
détection d’'une multitude d’ions complique le traitement des données puisque chaque pic du
spectre de masse résultant peut représenter un composé chimique distinct, un adduit ou un

fragment de composé (figure 36).
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Figure 36 : Spectre de masse de I'’eau d’échange labile de la pomme (eau de forage) enregistré en mode
d’ionisation positif
Pour limiter le traitement des données, cette étude s’est focalisée sur I'analyse des 3 échantillons
cibles, la pomme, le chéne et I'herbe. De plus, la solubilisation des molécules organiques semblant
indépendante du milieu, seuls les résultats obtenus pour les conditions « stomacales », ou la
dégradation de I'échantillon pourrait étre plus importante sont traités. En fonction du mode positif
ou négatif de la source d’ionisation, des spectres de masse tres différents sont obtenus pour un
méme échantillon. Les deux modes d’ionisation doivent donc étre considérés pour caractériser
complétement un échantillon. En effet, si un composé est particulierement sensible a un mode
d’ionisation, le spectre de masse résultant ne représentera pas I’'ensemble des molécules de maniere
équivalente. L'efficacité d’ionisation est déterminée par la nature des groupements fonctionnels
présents dans le milieu et par leur capacité a perdre (privilégier le mode négatif) ou accepter un
proton (privilégier le mode positif) [Sleighter et Hatcher, 2007]. Par exemple, pour un échantillon
avec des groupements acides de type acide carboxylique (portés notamment par des acides
organiques de type acide malique), le mode d’ionisation négatif sera trés efficace tandis que pour un
échantillon avec beaucoup de groupements basiques de type amine (acides aminés), le mode
d’ionisation positif est a considérer. Etant donné la composition des échantillons (glucides
essentiellement), les hypothéses émises quant a la nature des molécules solubilisées (glucides, acides

organiques) et les données issues de la littérature, le mode d’ionisation négatif a été privilégié.
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1.1.

RESULTATS

Les molécules constitutives des échantillons (Annexe B.1.) ont été systématiquement

recherchées dans les solvants d’échange labile. A titre d’illustration, certains des composés identifiés

dans le solvant d’échange labile de la pomme sont directement reportés sur le spectre de masse

résultant de son analyse (figure 37). La pomme est I’échantillon pour lequel le plus grand nombre de

composés est détecté, résultat cohérent avec la quantité de carbone organique mesurée en solution.

Le nombre de composés détectés décroit ensuite pour I’herbe puis le chéne (tableaux 40 a 43).
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Figure 37 : Spectre de masse du solvant d’échange labile de la pomme (« conditions stomacales »), enregistré
en mode d’ionisation négatif.

Tableau 40 : Molécules identifiées dans le solvant d’échange labile (conditions « eau de forage ») de la pomme,
analyses réalisées en mode d’ionisation positif. Les valeurs en gras correspondent a I'ion pseudo-moléculaire.

m/z Formule brute e , . e
A

détectds logiciel ppm Interprétation Molécule identifée 0/C H/C
116,07092 CsH,oO;N 2,713 [M+H]" CsHgNO, Proline 0,40 1,80
118,08657 CsH.,0,N 2,666 [M+H]" CsH.1NO, Valine 0,40 2,20
132,10241 CsH14NO, 3,821 [M+H]" C¢Hi13NO, Leucine /isoleucine 0,33 2,17

203,05352 CsH1,06Na 4,633 [M+Na]* CeH 1,06
. Glucose 1,00 2,00

198,09799 CsH1606N 3,919 [M+NH,] CeH1,06
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Tableau 41 : Molécules identifiées dans le solvant d’échange labile (conditions « stomacales ») de la pomme,

analyses réalisées en mode d’ionisation négatif. Les valeurs en gras correspondent a I'ion pseudo-moléculaire.

dé:;{:ztés ForT;LéliiizlrUte Appm Interprétation Molécule identifée 0/C H/C
59,01405 C,H30, 3,38 [M-HT C,H40, Acide acétique 1,00 2,00
89,02449 C3Hs0; 0,84 [M-HT C3HgO4 Acide lactique 1,00 2,00
103,00369 C3H;30, 0,07 [M-H] C3H,0, Acide malonique 1,00 1,00
115,00348 C4H30,4 -1,400 [M-HT C4H40,4 Acide fumarique 1,00 1,50
117,01920 C4Hs0,4 -1,270 [M-HT C4HeO4 Acide succinique 1,00 1,50
133,01398 C4Hs0s -2,004 [M-HT C4HeOs
112,98548 - - - C4HeOs
103,00367 C3H30,4 -0,115 - C4HeOs Acide malique 1,25 1,50
87,00879 C3H305 0,261 [M-H-CH,0,] C4HeOs
75,00890 C,H30; 1,769 - C4HeOs
153,01922 C,;Hs0, -0,72 [M-HT C;HgO, Acide dihydroxybenzoique 0,57 0,86
163,02400 CsH;0¢ -1,296 [M-HT CsHgOg Méthyl ester d'acide tartrique 1,20 1,60
169,01394 C;Hs0s -1,82 [M-H] C;HeOs Acide gallique 0,71 0,86
173,00896 CgHsOg -1,163 [M-HT CeHgO6 Acide déshydroascorbique 1,00 1,00
173,04523 C,Hy0s5 -1,81 [M-H] C;H1005 Acide shikimique 0,71 1,43
175,02458 CgH;O6¢ 2,666 [M-HT CeHgOs6
157,01407 CgHsOs -1,120 [M-H-H,0] CeHgOs

Acide ascorbique 1,00 1,33
115,00348 C,H;0, 1,400  [M-H-CHO-CH,0OH]  CgHgOs
87,00879 C5H30; 0,240 - CeHsOs
177,04018 CeHoOg -1,589 [M-H] CeH1006 A -ou y-gluconolactone 1,00 1,67
179,05578 CeH1106 -1,850 [M-H] CeH1,06

Glucose / Fructose 1,00 2,00
161,04535 CsHoOs -1,220 [M-H-H,0T] CsH1,06
181,07145 CeH1306 -1,710 [M-H] CeH1406 Sorbitol 1,00 2,33
191,01941 CsH,04 -1,653 [M-H] CsHgO4
173,00896 CeHsO6 -1,163 [M-H-H,0] CeHsO, Acide citrique 1,17 1,33
85,02951 - - - CeHsO;
191,05571 C;H,06 -2,101 [M-HT C;H1,06
168,98920 i i i C7H1206 Acide quinique 0,86 1,71
124,98408 - = - C7H1206
61,98852 - = - G7H1,06
193,03506  CcHsO, -1,636 [M-H] CH0, eide gag'fucct;‘rrs::g;‘:/ Acide 1 17 167
195,05063 CeH1,04 -2,081 [M-H] CeH1,04 Acide gluconique 1,17 2,00
207,05073  C,H;,0, 41,429 [M-H] C,Hp0, ga'l\gftt:ry;nel:tjg 7|:ftigses 1,00 1,71
209,02997 CgHqOg -1,53 [M-HT CgH1004 Acide saccharique 1,33 1,67
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Tableau 42 : Molécules identifiées dans le solvant d’échange labile (conditions « stomacales ») de I’herbe, analyses
réalisées en mode d’ionisation négatif. Les valeurs en gras correspondent a I'ion pseudo-moléculaire.

m/z Formule brute L , . o
détectés logiciel Appm Interprétation Molécule identifiée 0/C H/C
73,02964 C3H50, 1,9 [M-HT C3Hg0, Acide propanoique 0,67 2,00
89,02453 C3Hs04 1,31 [M-H] C3HgO5 Acide lactique 1,00 2,00
11500376  C,H:04 0,65 [M-H] CaHaO4 Acide maléique / Acide 1,00 1,00
fumarique
117,01943 C4Hs0,4 0,81 [M-H] C4HeO4 Acide succinique 1,00 1,50
121,02962 C,;Hs0, 0,95 [M-HT C,;Hg0, p-Hydroxybenzaldéhyde 0,29 0,86
133,01422 C4Hs05 -0,21 [M-H] C4HgOs
112,98594 - - - C4HgOs
103,00384 C3H30, 1,55 - C4HgOs Acide malique 1,25 1,50
87,00893 C3H303 1,82 [M-H-CH,0,] C4HgO5
75,00898 C,H303 2,86 - C4HeO5
149,06120 CoHo0, 2,67 [M-HT CoH100, Alcool p-coumarylique 0,22 1,11
151,04014  CH,0; 0,48 [M-H] CsHz05 Vanilline / Méthyl d'acide 0 o5
salicylique
Acide dihydroxybenzoique
153,01940 C;Hs0, 0,45 [M-HT C;HgO. (acide gentisique / acide 0,57 0,86
protocatéchique)
167,03513 CsH,0, 0,88 [M-H] CsHgO, Acide vanillique 0,50 1,00
173,00920 CgHsOg 0,230 [M-HT CeHgOg Acide déshydroascorbique 1,00 1,00
175,02481 CsH,O¢ 0,01 [M-H] CsHgOg
157,01433 CeHsO5 0,51 [M-H-H,0] CsHgOg
Acide ascorbique 1,00 1,33
115,00376 C4H30,4 0,65 [M-H-CHO-CH,0OH]  Cg¢HgOg
87,00893 C3H303 1,82 - CsHgOg
179,05610 CsH1105 -0,06 [M-HT CeH1,06
Glucose 1,00 2,00
161,04552 CeHqO5 -0,15 [M-H-H,0] CeH1,06
179,07131 CyoH1103 -0,34 [M-HT Ci0H1205 Alcool coniférylique 0,30 1,20
181,05098 CoHo0, 1,91 [M-H] CoH100,4 Syringaldéhyde 0,44 1,11
193,05023 CioHo04 -2,06 [M-H] CaoH1004 Acide férulique 0,40 1,00
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Tableau 43 : Molécules identifiées dans le solvant d’échange labile (conditions « stomacales ») du chéne, analyses

réalisées en mode d’ionisation négatif. Les valeurs en gras correspondent a I'ion pseudo-moléculaire.

Formule brute

m/z détectés logiciel Appm  Interprétation Molécule identifiée 0/C  H/C
87,00892 C3H30; 1,79 [M-HT C3H405 Acide pyruvique 1,00 1,33
89,02454 C3Hs0; 1,37 [M-HT C3HeO5 Acide lactique 1,00 2,00
115,00361 CaHs0, 0,63 [M-H] CaHaOs Acide Ri‘zg:‘: e/ Adde 300 1,00
117,01935 C4Hs0,4 0,15 [M-HT C4HeO4 Acide succinique 1,00 1,50
149,06134 CqHq0, 3,62 [M-HT CgH100, Alcool p-coumarylique 0,22 1,11
167,03492 CgH; O4 -0,35 [M-HT CgHg Oy Acide vanillique 0,50 1,00

179,056337 CeH1106 1,78 [M-HT CgH 1,06

_ Hexose (Glucose) 1,00 2,00
161,04545 CsHgyOs -0,6 [M-H-H,0] CsH1,06
179,07118 CyoH1103 -1,047 [M-HT Cy0H1205 Alcool coniférylique 0,30 1,20
197,04547 CoHoOs -0,37 [M-H] CoH100s Acide syringique 0,56 1,11
209,08202 Cy1H1304 0,410 [M-HT C11H1404 Alcool sinapylique 0,36 1,27

De nombreuses molécules constitutives de chaque échantillon ou issues de la dégradation de ces
dernieres sont identifiées dans les solvants d’échange labile, confirmant I'hypothese de complexité
du milieu. Le tritium organiquement lié non échangeable lié a ces molécules peut donc étre entrainé

dans I'environnement et dans les organismes via leur solubilisation.

[1.2. DISCUSSION

Pour la pomme, des composés appartenant aux familles des « glucides » (glucose et/ou
fructose), des « protides » (proline, leucine et/ou isoleucine, valine), des « acides organiques » (acide
succinique, acide malique, acide shikimique, acide citrique et acide quinique), des « composés
phénoliques » (acide gallique, acide dihydroxybenzoique) et des « vitamines » (acide ascorbique)
sont identifiés. De nombreux composés, directement issus de la dégradation des premiers, sont
également identifiés. Ainsi, la gluconolactone, les acides galacturonique, glucuronique, gluconique et

saccharique sont des produits d’oxydation du glucose et du galactose (figure 38).

O OH OH

OH
HO

OH OH O

Figure 38 : Structure des composés dérivés du glucose identifiés dans I'’eau d’échange labile de la pomme.
De gauche a droite : glucose, gluconolactone, acide glucuronique, acide gluconique, acide saccharique.
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De méme, I'acide déshydroascorbique est une forme oxydée de I'acide ascorbique (figure 39).

Figure 39 : Structure de I'acide ascorbique (a gauche) et de I'acide
déshydroascorbique (a droite) identifiés dans I’eau d’échange labile
de la pomme

Des réactions chimiques ont également lieu dans les milieux d’échange labile puisque la détection
d’acide acétique, combinée a un dégagement gazeux lors de I'ouverture du flacon de conservation

est un indicateur de la mise en place de la fermentation alcoolique du glucose (équations 41 et 42).

CsH,,O, > 2C,H.OH+2COQO, +Energie Eq. 41
Glucose Ethanol
C,H.OH+0O, -»CH,COOH+ H,O+Energie Eq. 42
Ethanol Acide acétique

De méme, I'acide lactique peut étre produit par la fermentation lactique du glucose, et/ou par la

fermentation malolactique, a partir de I'acide malique (équations 43 et 44).

C,H,,0, > 2C,HO, Eq. 43

Acide lactique

C,H,O, - C,HO,+ CO, +Energie Eq. 44

Acide malique

Globalement, la plupart des composés identifiés dans les solvants d’échange labile de la pomme sont
soit des molécules régulierement retrouvées lors de la caractérisation des jus de fruits ou lors de
I’étude de la composition des fruits (pommes notamment), en fonction de leur stade de
développement par exemple [Chinnici et al, 2005 ; Eisele et Drake, 2005 ; Zhang et Cheng, 2010], soit

des composés résultant des processus de dégradation du glucose.
Pour I'herbe, des composés appartenant aux familles « glucides » (glucose), « composés
phénoliques » (acide férulique) ou « vitamines » (acide ascorbique) et composant la matrice initiale

[Paulickova et al, 2006] sont détectés dans le solvant d’échange labile. L'acide férulique est
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notamment un élément participant a la synthése des lignines, 'une des fibres constitutives de
I’'herbe. Des molécules directement issues de ces composés (acide déshydroascorbique) sont
également identifiées. Par ailleurs, plusieurs molécules identifiées lors de cette étude sont des
composés analysés dans des extraits de plantes herbacées (acide succinique, acide malique, acide
lactique) pour la caractérisation chimique de celles-ci [Schiller et al, 2002]. En plus de ces composés
« libres » dans la plante de départ, des « briques » constitutives des macromolécules composant
I’herbe [Xu et al, 2007] sont identifiées. Ainsi, I'alcool p-coumarylique et I’alcool coniférylique, deux
des trois principaux monolignols, monomeres constitutifs de la lignine (figure 40), sont retrouvés

dans le solvant d’échange labile de I'herbe.

OCH;

HO
HO :@.\/\/ HO
OH
= OH H,CO Z = CH

HsCO

Figure 40: Monomeéres constitutifs de la lignine. De gauche a droite : alcool p-coumarylique, alcool
coniférylique et alcool sinapylique

De méme, l'acide vanillique, l'acide férulique, le syringaldéhyde, la vanilline ou le para-
hydroxybenzaldéhyde sont des composés identifiés dans des fractions riches en lignine extraite de
plantes herbacées [Xu et al, 2007]. De plus, la présence d’acide lactique, combinée a celle du glucose
et de I'acide malique est un indicateur de la mise en place de réactions de fermentation conduisant a
la formation d’acide lactique.

Pour le chéne, les résultats sont similaires a ceux de I’herbe puisque les trois monomeres de
base de la lignine sont identifiés dans le solvant d’échange labile, ainsi que d’autres molécules

constitutives de tous les organismes vivants (glucose, acide succinique).

Malgré I'identification de nombreux composés dans les solvants d’échange labile, il reste une
majorité de pics non identifiés sur les spectres de masse. Afin de caractériser de la matiere organique
naturelle, et de discerner la nature des molécules présentes dans I’échantillon, il existe une approche
graphique, le diagramme de Van Krevelen, pour I'étude des spectres de masse haute résolution [Kim
et al, 2003 ; Sleighter et Hatcher, 2007 ; Hockaday et al, 2009]. Ces diagrammes sont construits a
partir des ratios O/C, en abscisse, et H/C, en ordonnée, calculés a partir des formules chimiques
brutes générées pour chaque pic. Les grandes familles de molécules d’origine naturelle (lipides,
cellulose, protéines...) sont caractérisées par des ratios spécifiques (figure 41). Ainsi, la nature ou

I’origine de chaque composé peut étre déduite en fonction de sa position sur le diagramme. De plus,
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sur ce type de diagramme, des droites apparaissent entre les massifs de points et sont indicatrices de

réactions entre les composés, impliquant des pertes ou des gains de groupements chimiques.

2.50

hipid Proten B8

hydrocarbons

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40
o/C

Figure 41 : Diagramme de Van Krevelen construit a partir d’'un spectre de masse résultant de I’analyse par
spectrométrie de masse haute résultion de matiére organique dissoute et positionnement des zones
caractéristiques définies par les ratios O/C et H/C pour les grandes familles moléculaires. Ligne A :
méthylation/dé-méthylation ; ligne B : hydrogénation/déshydrogénation ; ligne C : hydratation/condensation ;
ligne D : oxydation/réduction [Sleighter et Hatcher, 2007].

L'application de cette méthode pour le traitement des données expérimentales obtenues a permis
de construire des diagrammes pour les solvants d’échange labile de la pomme, du chéne et de
I’herbe. Les résultats étant similaires pour les trois matrices, seul celui de I’herbe, caractérisé par un

plus grand nombre de points expérimentaux est présenté (figure 42).

2.50 *
2.00 ®0000000 6006 o S * ° -
Se % 00, 0,
¢ ‘o. oy . ¢ ¢
1.50 - . * * * *
o :0 *?® o . 3 'S °
T e o % * o IS
N *
1.00 * & oo * * o o * .
3 -
* N N *®
0.50 ¢ ‘ ‘
. -
o o -
AR .
0.00 -+ T T T T T T T
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40
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Figure 42 : Diagramme de Van Krevelen construit a partir de I’analyse du solvant d’échange labile de I'herbe
(conditions « stomacales », mode d’ionisation négatif).

Les résultats expérimentaux ne permettent pas de mettre en évidence des points regroupés dans des
zones caractéristiques telles que proposées dans la littérature. Plusieurs explications peuvent étre

avancées pour expliquer ce résultat :
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(1)

(2)

(3)

I1.3.

Les points expérimentaux sont trop peu nombreux pour observer les zones
caractéristiques des différentes familles de molécules. De plus, pour de nombreux ratios
m/z détectés, aucune formule brute n’est générée, probablement a cause des critéres
treés sélectifs choisis pour le traitement des spectres de masse (choix des éléments - N, C,
H, O - en quantité restreinte pour le calcul des masses exactes notamment). Par
conséquent, un élargissement de ces critéres, en introduisant d’autres éléments
susceptibles d’étre présents en solution doit étre envisagé (inclure le soufre par
exemple). Par ailleurs, de nombreuses formules brutes générées mathématiquement ne
sont chimiguement pas envisageables (par exemple « CisHN » pour m/z 239,02368 avec
Appm = -0,28 ou « C,H;0;Ns5 » pour m/z 213,03536 avec Appm = -1,26). Ces composés
sont donc écartés de l'interprétation.

L'injection de solutions trop concentrées peut également influer sur la réponse,
notamment sur le bruit de fond. De ce fait, certains pics d’intérét peuvent se confondre
dans le bruit de fond et étre écartés de l'interprétation pour cause de rapports « signal
sur bruit » trop faibles.

Les diagrammes de Van Krevelen sont associés a la détection de formules brutes
obtenues suite a 'ionisation douce des molécules du milieu échantillon et ne sont pas
forcément adaptés pour traiter les fragments d’ions. Dans cette étude, malgré
I'utilisation d’une source d’ionisation douce, il a été montré que certaines molécules
(glucose, acides organiques) identifiées dans les solvants d’échange labile se
fragmentent. Ces composés sont les molécules majoritairement identifiées dans les
solvants d’échange labile de la pomme. De ce fait, ce phénoméne de fragmentation peut

également expliquer le non aboutissement de cette voie d’interprétation des données.

LIMITES ET VOIES D’ AMELIORATIONS

Les solvants d’échange labile sont des milieux complexes au sein desquels de nombreux

composés coexistent. |l existe donc probablement des phénomenes d’ionisations préférentielles de
certains composés lors de I'introduction de I’échantillon dans le spectrométre de masse. De ce fait,
certains composés peuvent ne pas étre identifiés lors de I'analyse de I’échantillon brut. Il existe de
nombreuses méthodes de purifications des échantillons préalables a la mesure, notamment des
séparations des composés par familles de molécules via des processus d’extraction sur phase solide
(SPE) qu’il serait intéressant de mettre en ceuvre [SUPELCO, 1998 ; Schiller et al, 2002 ; Ding et al,
2003 ; Chinnici et al, 2005 ; Sanz et al, 2007 ; Ignat et al, 2011]. Ces méthodes de purifications
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pourraient également étre mises en place afin de quantifier les différentes molécules solubilisées
(figure 43).

Cartouche SPE

"4

Solvant d’échange labile _

Elution solvantl —— @
- Elution solvant2 ———>
Acides organiques @
Elution solvant3 ——— — Dosage
Composés phénoliques Elution solvant4 ———— >
v Elution solvant5 — > V¥

Phase inverse (Styrénedivinylbenzéne)
Résine échangeuse d’ions

Figure 43 : Procédure envisageable pour une purification des solvants d’échange labile afin (i) d’améliorer les
identifications et (ii) de doser les composés d’intérét.

Les solvants d’échange labile étant des milieux aqueux, avec des analytes d’interét plus solubles dans
I’eau que dans des solvants organiques, des cartouches de type phase inverse (phase apolaire) et/ou
de type échangeuses d’ions pourraient étre utilisées pour la mise en place d'une procédure
d’extraction sur phase solide. Les mécanismes de séparation dépendent principalement du caractere
lipophile ou hydrophile des composés ainsi que des formes anioniques ou cationiques mises en jeu
en fonction du pH. Ainsi, en considérant la complexité du milieu « échange labile », des procédures
combinant différentes cartouches, utilisant des solvants d’élution de polarité variable et a caractere
acide ou basique, devront éte considérés. A titre d’exemple, chaque fraction liquide récupérée apres
percolation des solvants a travers la cartouche SPE sera analysée par spectrométrie de masse haute
résolution pour identifier les composés isolés. Ainsi, la fractions aqueuse obtenue aprés percolation
du solvant d’échange labile ne devrait plus contenir que les composés les plus polaires n’ayant pas
interagi avec la phase stationnaire. Un premier lavage de la cartouche, a I'aide d’une solution d’eau
distillée par exemple, permettrait ensuite la récupération des composés les plus polaires de type
glucide (log Pgiucose = -3,3) ou acides organiques (log Pacige citrique = -1,64). En utilisant des mélanges de
solvants, par exemple du méthanol et de I'acétonitrile, et en modifiant les proportions de chacun
pour diminuer la polarité du solvant d’élution, les composés pourraient étre extraits des phases SPE
en fonction de leur polarité. De méme, en utilisant des résines échangeuses d’anions ou de cations et
en modifiant le pH des solvants, les composés de type « acide aminé » (isoleucine : pKa;= 2,26 ;
pKa, = 9,60 a 25°C) et/ou acides organiques (acide malique : pKa;= 3,40; pKa, = 5,11 a 25°C)

pourraient étre séparés des composés neutres (sucres et alcools). A la suite de ces séparations et
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identifications, une procédure de quantification par chromatographie en phase liquide, associée par

exemple a un détecteur de type spectrométrie de masse, pourrait étre envisagée et developpée.

1. MOLECULES ORGANIQUES TRITIEES SOLUBILISEES : DISCUSSION GENERALE

Au sein de la matiére organique, le tritium est incorporé dans toutes les molécules
hydrogénées et est retrouvé en position « échangeable » ou « non-échangeable » en fonction du
processus d’incorporation impliqué (échange isotopique, photosynthése, processus biochimique...).
De ce fait, le comportement du tritium dans I’environnement et chez I’'homme est lié a la nature de la
liaison chimique et a la nature de la molécule organique dans laquelle il est incorporé. Le tritium
organiquement lié non échangeable est essentiellement incorporé aux molécules organiques lors des
processus photosynthétiques [Moses et Calvin, 1958 ; Thompson et Nelson, 1971 ; Guenot et Belot,
1984]. Il peut ensuite étre retrouvé dans toutes les molécules hydrogénées, parmi lesquelles le
glucose, 'acide malique, I'acide citrique, I'acide succinique et des acides aminés. Ces composés sont
précisément ceux identifiés dans les solvants d’échange labile. Par conséquent, le comportement du
tritium dans l‘environnement et dans les organismes dépendra également de la migration et/ou du
métabolisme de ces composés. De plus, la dose induite par le TOL-NE intégré dans I'organisme est

liée a son temps de résidence, et donc au métabolisme des molécules porteuses du tritium.

En se focalisant sur les résultats obtenus pour la pomme, directement ingérée par I’homme,
les informations essentielles sont l'identification de composés dont le role est crucial dans le
métabolisme : des acides aminés et du glucose.

En effet, les acides aminés sont directement impliqués dans la synthése des protéines,
éléments majeurs dans le régne végétal et animal et de ce fait dans I'organisme humain. Elles
constituent en effet 17 % de la masse et environ 50 % des substances organiques du corps. Ces
molécules sont les composants élémentaires des structures cellulaires, donnent leur forme aux
cellules et aux organites et forment I'essentiel du tissu conjonctif. De plus, les protéines catalysent
dans I'organisme la plupart des réactions chimiques de synthése et de dégradation des molécules
organiques. Enfin, certains messagers chimiques dans l'organisme, par exemple des hormones
comme l'insuline sont des protéines [Vander, 1977]. Tous les acides aminés essentiels ne sont pas
nécessairement présents dans une méme protéine, c’est pourquoi le devenir du tritium fixé a des
acides aminés tels que la leucine/isoleucine ou la valine dépend du réle de ces acides aminés dans les
synthéses protéiques. Globalement, les acides aminés tritiés vont marquer des protéines, et la
répartition du tritium, son temps de résidence et son métabolisme dans I'organisme seront

dépendants du métabolisme de la protéine dans laquelle il sera incorporé.
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Les glucides représentent seulement 1 % de la masse du corps humain mais ils sont au centre

de la biochimie, c'est-a-dire impliqués dans les réactions chimiques ayant lieu au sein des cellules

(production d’énergie, synthése de molécules, dégradation de molécules...). En effet, le réle essentiel

des glucides dans I'organisme est d’étre la principale source de I'énergie consommée par les cellules.

Le sucre le plus important de I'organisme, le glucose, peut étre catabolisé en présence d’oxygene en

dioxyde de carbone et en eau avec libération d’énergie (686 kcal). Cette voie de dégradation du

glucose est divisée en deux parties. La premiére consiste en la dégradation du glucose a partir de la

consommation de 2 molécules d’adénosine triphosphate (ATP), molécule transportant I'énergie

cellulaire. Cette réaction conduit a la formation d’acide pyruvique et de 4 molécules d’ATP (glycolyse,

figure 44).
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Figure 44 : Schéma résumé de la glycolyse [Vander, 1977].

La seconde consiste en la conversion de I'acide pyruvique en dioxyde de carbone et en eau, avec

synthése d’ATP (cycle de Krebs, figure 45).
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Figure 45 : Schéma du cycle de Krebs [Vander, 1977].

De nombreuses molécules identifiées dans le solvant d’échange labile de la pomme (acide malique,
acide fumarique, acide succinique, acide citrique) participent au cycle de Krebs. Par conséquent, si du
tritium est incorporé dans ces molécules, il est susceptible d’étre intégré au cycle de Krebs et de
participer aux syntheses en dérivant.

Par opposition aux végétaux, la capacité de stockage du glucose par les humains est faible. La plupart
du glucose des aliments est soit dégradée pour servir a la synthése de I’ATP, soit convertie en lipides
pour constituer des réserves. La faible quantité emmagasinée, essentiellement dans les muscles et le
foie, I'est sous forme d’un polysaccharide, le glycogéne, qui est semblable a I'amidon pour les
végétaux [Vander, 1977].

Le glucose étant le moteur énergétique de toutes les cellules, I'incorporation de glucose porteur de
tritium organiquement lié (échangeable et non échangeable) méne donc a une répartition
ubiquitaire de tritium dans l'organisme. De plus, sa consommation par la cellule est quasi-
instantanée. Le TOL-NE rejoint donc rapidement le pool « eau corporelle » et est éliminé avec une
période effective de 10 jours. Il est toutefois possible que du glucose tritié soit incorporé dans du
glycogéne et soit ainsi stocké dans les muscles et le foie. Dans ce cas, le temps de résidence du
tritium dans l'organisme est directement lié a la durée de stockage du glycogéne. Cette durée est
variable puisque le glycogéne est dégradé lors des efforts musculaires. Le tritium organiquement lié

incorporé dans le glycogéne pourrait entrainer un dépo6t d’énergie local et entrainer un détriment
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local en fonction de la radiosensibilité du muscle considéré, de I'activité incorporée et du temps de

séjour du composé [ICRP, 1995].

L'incorporation du tritium dans I'organisme humain dépend de sa répartition dans I'aliment
initial. Ainsi, en partant d’'une pomme, il est important de déterminer la localisation du tritium
(glucides, lipides, fibres...). Si le tritium organiquement lié est préférentiellement fixé dans les fibres,
il restera dans la fraction solide et suivra les processus digestifs apres I'ingestion de la pomme. De ce
fait, les composés tritiés rejoindront pour moitié le pool « eau corporelle » de l'individu. L'autre
fraction restera sous forme organique et pourra étre utilisée dans les divers processus biochimiques
de l'organisme. En paralléle, le tritium porté par les molécules solubilisées identifiées dans cette
étude, sera dispersé dans 'organisme et participera aux processus biochimiques corporels. Il serait
donc intéressant de réaliser des échanges labiles avec des échantillons tritiés pour vérifier
expérimentalement si les molécules identifiées dans les solvants d’échange sont celles contenant du

tritium.

CONCLUSION

Dans ce chapitre, une partie des molécules solubilisées lors des échanges labiles a été
identifiée. Ainsi, les premiers outils analytiques utilisés ont permis I'identification des familles de
molécules (« glucides », « protides », « acides organiques », « composés phénoliques » et
« vitamines ») dans les milieux d’échange. De nombreux composés constitutifs des échantillons de
départ mais également résultant de la dégradation de ceux-ci ont ainsi pu étre identifiés par
spectrométrie de masse haute résolution. Des molécules différentes ont pu étre détectées dans les
solvants d’échange en fonction de I’échantillon considéré (« briques » élémentaires de la lignine dans
le solvant du chéne et de I'herbe par exemple). Cependant, certains composés sont
systématiquement retrouvés (glucose notamment). Les molécules identifiées appartiennent aux
catégories définies précédemment avec les outils analytiques « simples » et corroborent ainsi les
hypotheéses formulées.

L'élément essentiel concerne lidentification de glucose et d’acides aminés dans les solvants
d’échange labile de la pomme puisque ces molécules sont directement assimilées par les
organismes vivants. Il serait intéressant de déterminer la quantité de ces molécules présentes dans
les solvants d’échange labile et de lier cette donnée a la concentration en carbone organique
déterminée dans les solvants d’échange labile pour estimer les proportions relatives de chaque
familles de molécules solubilisées. Ces quantifications pourraient étre réalisées suite a la mise en

place de procédures de purification des solvants étudiés puis par l'utilisation d’outils de type
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chromatographie en phase liquide. Les molécules identifiées dans les solvants d’échange labile sont,
de plus, les premiers produits de la photosynthése et ont déja été identifiées comme étant des
molécules porteuses de tritium. Ainsi, une fraction majeure de glucose tritié intégré dans
I'organisme se répartira de maniere homogéne et, compte-tenu de la consommation rapide du
glucose par la cellule, le tritium rejoindra rapidement le pool « eau corporelle » pour étre éliminé
avec une période effective d’'une dizaine de jours. En revanche, le stockage du glucose sous forme
glycogéne est susceptible d’induire une dose supplémentaire dans les muscles ou le foie. En fonction
de la protéine synthétisée a partir de I'unité de base initiale, le tritium porté par les acides aminés est
quant a lui susceptible de se répartir de maniére homogéne et/ou de se fixer sur un organe

spécifique et de perdurer dans |'organisme.
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Conclusion et perspectives
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Les objectifs de cette these étaient (i) d’optimiser et de valider la procédure analytique pour
la détermination du tritium organiquement lié et (ii) d’identifier les molécules organiques, porteuses

de tritium, responsables du transfert de ce radionucléide de I'environnement a ’lhomme.

Les activités du tritium organiquement lié, et du tritium organiquement lié non échangeable,
sont calculées en utilisant les teneurs en hydrogéne expérimentales des échantillons étudiés.
L'optimisation de la procédure d’analyse du tritium organiquement lié passe donc par la maitrise de
la méthode de détermination du pourcentage d’hydrogene. Ce parametre, ainsi que les teneurs en
carbone, azote, soufre et oxygéne sont déterminés par analyse élémentaire. La procédure analytique
a utiliser a été développée et validée (% H, % C, % N). Celle-ci peut donc étre appliquée dans le cadre
des mesures de tritium organiquement lié, et permet notamment une réduction drastique de
I'incertitude associée a la valeur du pourcentage d’hydrogéne. Afin de s’assurer de la justesse des
teneurs en hydrogene mesurées, des cartes de contréle ont également été mises en place. Celles-ci
permettent également le contrble en « routine » de la procédure et la définition de la variabilité
intrinseque de l'outil. Cette variabilité peut étre utilisée pour la discrimination de valeurs
expérimentales, notamment dans le cadre de la vérification de la stabilité des compositions
élémentaires lors des phases de traitement des échantillons, ou pour I'étude de I’évolution des
compositions des échantillons. La procédure d’analyse n’est cependant pas totalement optimisée
pour la mesure des éléments soufre et oxygéne. Certains parametres (définition de la périodicité de
maintenance du piége a eau, ratio quantité d’échantillon-quantité de catalyseur) peuvent encore
étre améliorés. Ainsi, pour I'oxygene, la source ayant entrainé de fortes variations au début de
I’étude a été identifiée (saturation rapide du piege a eau) et de ce fait , une attention particuliere
s'est portée sur le nombre d’analyses réalisées entre chaque maintenance. Par conséquent
I'optimisation de la mesure de cet élément est quasiment finalisée. En revanche pour I'élément

soufre, le ratio quantité d’échantillon/quantité de catalyseur doit étre optimisé afin de finaliser

‘étude.

Afin de maitriser completement I'analyseur élémentaire, notamment pour la mesure d’échantillons
liquides, des études supplémentaires doivent étre réalisées. Un développement de méthode, avec
par exemple une modification du schéma actuel de 'outil, comme I'introduction d’un piége a eau,
pourrait étre envisagé pour une application a des échantillons aqueux. Ce développement
permettrait en outre de déterminer la composition élémentaire de la fraction d’échantillon

solubilisée au cours de I'échange labile.

Le deuxieme point essentiel a Il'optimisation de la procédure d’analyse du tritium

organiquement lié, et particulierement du tritium organiquement lié non échangeable, était la
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compréhension des phénoménes se produisant lors de I'échange labile. Deux parametres clés
devaient étre vérifiés : (i) la conservation des teneurs en hydrogene au cours de I'échange labile pour
écarter, ou valider, I'hypothése de l'introduction d’un biais expérimental lors du calcul des
concentrations en activité et (ii) la vérification et la quantification d’une solubilisation de matiere lors
des échanges labiles.

L’étude de I'évolution des teneurs en hydrogene s’est basée sur la comparaison des valeurs
mesurées avant et apres les échanges labiles, suivant des criteres statistiques et expérimentaux,
définis en fonction de la variabilité de I'outil. Pour la plupart des échantillons étudiés, le pourcentage
d’hydrogéne est invariant au cours de I’échange labile. Cependant, pour certains d’entre eux,
|'égalité des valeurs avant et aprés échange labile ne peut étre affirmée. De plus, certaines
conclusions sont différentes de celles reportées dans la littérature [Baglan et Alanic, 2011]. De ce fait,
tant que la répétabilité et la reproductibilité des échanges labiles n’a pas été démontrée, Iutilisation
des teneurs en hydrogene mesurées aprés les échanges labiles doit étre privilégiée pour le calcul des
activités, pour limiter I'introduction de tout biais. En conservant la notion de tritium organiquement
lié non échangeable définie au sens de I'analyste, I'étude de la répétabilité et de la reproductibilité
des échanges labiles doit étre envisagée pour valider, ou invalider, les tendances observées
concernant le devenir du pourcentage d’hydrogéne lors des échanges labiles.

Cette étude a mis en évidence la solubilisation de matiére organique lors des échanges
labiles. Les quantités d’échantillons solubilisées sont dépendantes des compositions initiales des
échantillons. En effet, de faibles solubilisations (de I'ordre de 4 %) sont observées pour des matrices
de type « bois », essentiellement constituées de macromolécules complexes et insolubles, tandis que
pour des échantillons de type « fruits et légumes », des solubilisations de matiére de I'ordre de 60 %
sont atteintes, probablement liées au fait que ces matrices sont essentiellement composées de
glucides, molécules tres solubles dans les milieux aqueux. Le tritium organiquement lié non
échangeable est la seule fraction qui, aprés avoir été incorporée lors de la photosynthese, n’est pas
sujette a des échanges avec I'environnement. C'est pourquoi, cette fraction, définie au sens de
I'analyste, est intéressante pour des études rétrospectives de rejets de tritium dans I’environnement.
La concentration en activité du tritium organiquement lié non échangeable est classiguement
déterminée apres I'échange labile. Si I'activité est répartie de maniére homogene au sein d’un
échantillon, quelle que soit la fraction d’échantillon solubilisée, I'activité volumique calculée sera
inchangée. Cependant, étant donné les conclusions de cette étude, il apparait que des composés
organiques carbonés, donc trés probablement porteurs de tritium organiquement lié non
échangeable, sont solubilisés lors de I’échange labile. La définition de I'analyste selon laquelle le
tritium organiquement lié non échangeable (i) concerne les atomes de tritium liés aux atomes de

carbone et (ii) reste dans la fraction solide récupérée apres I’échange labile peut donc étre discutée.
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En effet, malgré leur position « non échangeable », certains atomes de tritium peuvent étre
retrouvés dans les solvants d’échange labile. De ce fait, doivent-t-ils étre considérés comme du
tritium organiquement lié échangeable ? En paralléle, la fraction tritium organiquement lié dite
« buried » doit-elle étre considérée comme du tritium organiquement lié non échangeable ?
Comment pourrait-on séparer les fractions TOL-E et TOL-NE afin de mesurer le TOL-NE? Par
conséquent, a I'heure actuelle, la pertinence d’une détermination du tritium organiquement lié non
échangeable, défini au sens de I'analyste, peut étre discutée. Cette définition n’est, en effet, pas
suffisante pour décrire le comportement du tritium dans I'environnement. C'est pourquoi, dans le
cadre de la surveillance de I'environnement et de I'analyse du tritium organique, et tant que
I'incertitude sur la nature des fractions analysées persiste, seul le tritium organiquement lié « total »
devrait étre considéré. La distribution du tritium au sein d’'un organisme est dépendante des
propriétés chimiques de la liaison dans laquelle il est impliqué mais également de la nature des
composés organiques le portant. Etant donné le nombre de molécules dans lesquelles du tritium est
susceptible d’étre incorporé, il parait peu vraisemblable de considérer chaque molécule
individuellement pour définir la nature du tritium organiquement lié. En paralléle, et comme déja
évoqué dans la littérature [Kim et al, 2013a], l'introduction d’une définition du tritium organique,

prenant en compte la solubilité des familles de molécules, peut étre envisagée.

Le devenir du tritium étant également lié aux propriétés physico-chimiques de la molécule
organique le portant, I'étude du transfert du tritium dans les différents compartiments
environnementaux, et dans les réseaux trophiques, passe par l'identification de ces molécules. Dans
ce but, I'échange labile a été choisi comme modele dynamique pour simuler des conditions
environnementales susceptibles de libérer ces composés (immersion d’un échantillon dans de I'eau,
lixiviation par de I'eau de pluie, ingestion par I'homme...). Les principales familles de molécules
constitutives des échantillons étudiés ont été identifiées dans les solvants d’échange labile en
combinant divers outils analytiques. Ainsi, les données expérimentales montrent que les familles
« glucides », « protides », « acides organiques », « composés phénoliques » et « vitamines » sont
présentes dans les solvants d’échange labile. L’identification de certaines molécules (glucose, proline,
acide malique, acide férulique, acide ascorbique...) a pu étre effectuée par spectrométrie de masse
haute résolution, confirmant les hypothéses concernant les familles de molécules émises.
Cependant, en considérant la complexité du milieu étudié, de nombreux composés solubilisés n’ont
probablement pas été identifiés. Dans ce but, et connaissant les familles de molécules en solution,
des méthodes analytiques de purification d’échantillon pourraient étre développées, notamment en

introduisant des étapes d’extraction sur phase solide et/ou de séparation par chromatographie en
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phase liquide. Ces développements permettraient d’affiner les identification et de quantifier les
composés d’intérét comme le glucose.

Un intérét particulier est porté aux échantillons de type « fruits et légumes » puisqu’ils sont
susceptibles d’étre directement ingérés par 'homme. De ce fait, dans une optique d’étude de
I'impact du tritium sur les organismes, il faut s’intéresser au métabolisme des composés identifiés
dans les solvants d’échange labile. Ainsi, en premiéere approche, cette étude s’est focalisée sur celui
de la pomme, dans lequel des acides aminés et du glucose ont été identifiés. Ces molécules ont un
réle majeur dans l'organisme puisque les premiers participent a la synthese des protéines, et le
glucose est le moteur énergétique des cellules. De ce fait, ces composés ont une répartition
ubiquitaire, et en fonction de leur utilisation par I'organisme, ils peuvent étre stockés, et donc
persister dans le corps, ou étre consommeés instantanément. Par conséquent, si ces composés
contiennent du tritium initialement, leur taux de renouvellement conditionne le devenir du tritium
dans l'organisme. Afin d’étudier I'impact du tritium dans les organismes, mais également dans
I’environnement, plusieurs études peuvent étre envisagées. Dans un premier temps, la répartition du
tritium dans la matrice de base doit étre définie. Aprés exposition d’'une pomme a de I'eau tritiée,
dans quelles molécules le tritium est-il retrouvé ? Pour répondre a cette question, apres
lyophilisation de I’échantillon, une séparation des composés par famille de molécules pourrait étre
tout d’abord envisagée. Les fractions récupérées seraient probablement de tres faible masse et de
tres faible activité. Leur mesure serait cependant compliquée a envisager puisque des appareils de
type « OXIDISER » sont adaptés pour I'analyse de faibles prises d’essai mais de fortes activités, tandis
qgue la calcination des échantillons dans les fours tubulaires nécessite une quantité d’échantillon
suffisante pour la récupération d’'une masse d’eau minimum pour les comptages par scintillation
liquide. La spectrométrie de masse, adapté pour de faibles activités, mais nécessitant des délais
d’attente, pourrait étre envisagée. Pour l'identification unitaire des molécules porteuses de tritium,
une séparation, au sein d’une famille de molécules pourrait étre envisagée. Dans un deuxiéme
temps, il faudrait réaliser des échanges labiles pour déterminer si les molécules solubilisées sont
celles porteuses de tritium. En fonction des données, une focalisation sur certaines molécules serait
d’un intérét majeur pour étudier le devenir du tritium dans les organismes, ou les voies de migration

probables de composés dans les différents compartiments.

En résumé, outre le développement d’'une méthode analytique pour la détermination des
compositions élémentaires de matrices solides, cette étude a mis en évidence plusieurs résultats
principaux :

- L’analyse du tritium organiquement lié est optimisée et adaptée pour la surveillance de

I’environnement,
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La définition des fractions de tritium organiquement lié de I'analyste n’est pas suffisante
pour décrire la répartition du tritium dans I'environnement et dans les organismes.
Cependant, les autres définitions, prenant notamment en compte la disponibilité du
tritium dans les macromolécules (tritium « buried ») ne sont pas plus adaptées,

Le comportement du tritium dans I'’environnement et dans les organismes dépend a la
fois des propriétés physico-chimiques de I'élément hydrogene et de celles des molécules
porteuses de tritium. De nombreuses molécules, appartenant a toutes les familles
constitutives de la matiere vivante, sont susceptibles d’étre impliquées dans le devenir
du tritium dans les organismes et dans I'environnement, notamment des molécules

ayant un réle majeur dans les organismes comme le glucose et les acides aminés.
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ANNEXE A : OUTILS ANALYTIQUES ET DESCRIPTION DES CALCULS

A.1. LA SCINTILLATION LIQUIDE

Le tritium est un émetteur B~ dont I'énergie (En.x = 18,564 = 0,003 keV) est trop faible pour
étre détectée par des détecteurs de type Geiger-Miiller [Simonnet et Oria, 1977]. En effet, le
parcours maximum de la particule B~ émise, proportionnelle a I’énergie de la particule, est de 5 mm
dans I'air et de I'ordre d’une dizaine de microns dans 'eau [Belot et al, 1996]. De ce fait, sa détection
nécessite la transformation du rayonnement ionisant consécutif a la désintégration de I'atome
radioactif en un rayonnement lumineux détectable et quantifiable [Cassette, 2004]. Le principe de la
scintillation liquide consiste donc a mélanger la solution radioactive a mesurer a un solvant, le liquide
scintillant ou scintillateur, qui doit (i) pouvoir étre excité suite a la désintégration de I'atome
radioactif (ii) transférer I'énergie d’excitation pour (ii) exciter des solutés fluorescents et permettre

ainsi la détection du nombre de désintégrations par I'intermédiaire de la lumiere émise (figure 46).

radio élément molécule fluores cente

zoup #* * hv détection des photonsp ar
——- —- W un photomultiplicateur

molécule de solvant

Figure 46 : Principe de la scintillation liquide [Cotton, 2012]

Lorsqu’un atome de tritium se désintégre, une particule B est libérée. Celle-ci excite les molécules de
solvant présentes dans le liquide scintillant. Ces molécules sont des molécules organiques
aromatiques dont les électrons m absorbent I'énergie libérée (solvants a base de di-
isopropylnaphtalene par exemple). Le nombre de molécules excitées sur la trajectoire d’une particule
B est proportionnel a I'énergie cédée par la particule. Les molécules de solvant peuvent ensuite
revenir a leur état fondamental en restituant I'énergie sous forme de photons de fluorescence, mais
également en dissipant I'énergie sous forme thermique (conversion interne) ou en transférant
I’énergie d’excitation a une autre molécule (formation de dimeéres, phénoméne étant la cause de
« 'auto-extinction »). Afin d’augmenter les rendements de fluorescence, des solutés (1,5-
diphényloxazole, ou PPO, par exemple), a I'état de traces, sont présents dans le scintillateur. Ainsi, le
solvant transmet |'énergie absorbée aux solutés qui émettent des photons lumineux par
fluorescence.

Les photons lumineux issus du scintillateur sont collectés a I'aide d’une cellule photoélectrique (tube

photomultiplicateur constitué d’'une photocathode et de dynodes). La photocathode émet des
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électrons par effet photoélectrique aprés I'absorption de lumiere. Afin d’optimiser le rendement de

détection des électrons, il est important de s’assurer que le scintillateur émet des photons dont la

longueur d’onde est située dans une zone ou le rendement de la cellule est maximum. C’est pourquoi

des solutés secondaires sont généralement introduits dans le milieu (le 1,4-bis-2-méthylstyryl-

benzéne, ou Bis-MSB, par exemple). Les électrons sont ensuite accélérés par un champ électrique

pour atteindre les dynodes ou ils sont multipliés (figure 47).

Electrode focalisatrice

Anode

&

§

Photocathode

Figure 47 : Schéma d’un photomultiplicateur [Cassette, 2004]

L'amplitude des signaux est proportionnelle au nombre de photoélectrons émis par la photocathode,

donc au nombre de photons ayant atteint le tube photomultiplicateur. Le signal est ensuite traité et

mis en forme par un circuit électronique associé.

Le bruit de fond associé aux photomultiplicateurs étant important (fortes tensions appliquées aux

photocathodes, bruit d’obscurité résultant de I'émission thermique de photoélectrons), le systeme

de détection des électrons intégre deux photodétecteurs fonctionnant en coincidence (figure 48)

pour discriminer le bruit de fond du signal.

Photomultiplicateur

Flacon de comptage
C—

Photons Photons
\ 7
<] o |—>
e ~

Photomultiplicateur

Convertisseur
analogique

Test de coincidence des
signaux dans un laps de
temps de 20 nanosecondes

Convertisseur
analogique

Si coincidence acceptée :
Somme

Amplification et traitement
du signal

Figure 48 : Chaine de détection des photons issus de la désintégration des atomes de tritium d’apres [Cassette,

2004 et Cotton, 2012]
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Le systeme ne prend en compte que les signaux détectés par les deux photomultiplicateurs dans un
laps de temps court. Seuls les signaux résultant de la désintégration du tritium sont observés
simultanément. De ce fait, ce systéme permet la réjection du bruit de fond mais entraine cependant
une diminution du rendement de détection. Les impulsions issues des photomultiplicateurs sont
ensuite envoyées vers des échelles de comptage et des spectres en énergie peuvent étre obtenus

grace aux analyseurs multicanaux.

A.2. ANALYSE ELEMENTAIRE : DESCRIPTION DES CALCULS ET INCERTITUDES

La réponse obtenue, pour chaque élément, a l'issue de l'injection de I’échantillon dans
I"analyseur élémentaire, est I'aire des pics identifiés sur le chromatogramme. La proportion d’un
élément x, exprimée en pourcents est calculée, a partir de la droite d’étalonnage, suivant la relation

45.

m -b
e M _| AcPox Eq. 45

m, | b,xm,

oum, , A, , b , b, font respectivement référence a la masse, a l'aire du pic sur le
X X 0,x 1,x

chromatogramme, et aux parametres de la droite d’étalonnage relatifs a I'élément x.

D’une maniére générale, les incertitudes liées aux résultats des mesures sont déterminées
suivant I'approche décrite dans le guide EURACHEM/CITAC Guide CG 4 [Eurachem/Citac, 2012] qui

consiste a identifier les différentes sources d’incertitudes puis a les combiner.

Deux sources d’incertitude associées a cette valeur sont identifiées :

- Incertitude liée a I'étalonnage (U.,) [Neuilly et CETAMA, 1993] :

U _ ta,v x Sy/x 1 1 (mx - mN,xi )2

ca —+ -+ Eq. 46
| by, g Nqg Z(mxi — My )2

Ou tgy est la valeur de Student tabulée pour un risque a (0,05) et v degrés de liberté, S/, est la
variance résiduelle liée a I'étalonnage, g est le nombre de mesures répétées pour un méme
échantillon, N estle nombre de points utilisés pour réaliser I'étalonnage, q’ est le nombre de
mesures répétées de chaque point de I'étalonnage, m,, est la masse de I’élément x dans I'échantillon
injecté pour analyse, m, fait référence a la masse de I'élément x dans I’étalon i et my , est la masse

moyenne de I'élément x injecté pour I'étalonnage.
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- Incertitude liée a la pesée de I'échantillon (U,) :

U, =k Xu, Eq. 47

Ces deux termes sont combinés pour déterminer I'incertitude relative sur x suivant I'équation 48 :

2 2
U U U
X — (—"E"J +| Eq. 48

X m m

X p

Pour améliorer la justesse du résultat pour chaque échantillon, n aliquotes sont mesurées (n > 5) et
I'incertitude statistique de la moyenne expérimentale est combinée avec l'incertitude relative

moyenne déterminée sur les n résultats de mesure (eq. 49).

— u S
U= || xx| = || +] = Eq. 49

Ou s est I'écart type calculé sur les n déterminations de la proportion de x dans I’échantillon

A.3. CARBONE ORGANIQUE TOTAL

Les mesures de carbone organique total (COT) sont réalisées, sur les solvants d’échange, a

I'aide d’un COTmetre SHIMADZU® TOC 5000-A (figure 49).

Figure 49 : COTmeétre SHIMADZU® TOC 5000-A du laboratoire de biogéochimie, biodisponibilité et transfert
des radionucléides (L2BT) de I'IRSN.

Le COT représente I'ensemble des molécules organiques dont la taille est inférieure au seuil
de coupure du filtre utilisé pour la séparation des phases liquides et solides a la fin des échanges

labiles (0,45 um).

Plusieurs voies sont disponibles pour doser le COT (analyse directe, analyse indirecte,
oxydation chimique, oxydation thermique...) et dans cette étude, un dosage indirect par la méthode

d’oxydation thermique a été utilisé [Bisutti et al, 2004]. La teneur en COT est ainsi déterminée par le
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calcul suite a la détermination des fractions « carbone total (TC) » et « carbone inorganique (IC) »

(relation 50).

COT=TC-IC Eq. 50

Le systeme se divise en plusieurs parties (figures 50 et 51): le passeur automatique

d’échantillons (ASI 5000-A), le systeme de prélevement, le four d’oxydation, le réacteur et le

détecteur (cellule infrarouge).

S eringue
Intro.
Echant.

Assécheur Filtres

Détecteur
Infra-Rouge

Réacteur

Figure 50 : Vue détaillée de I'analyseur SHIMADZU® Figure 51 : Schéma simplifié d’'un COTmetre (d’aprés [Petitjean
TOC 5000-A du L2BT & al, 2004]).

1 : Réservoir d’acide phosphoriquea 50 % ; 2 :

Réservoir d’eau pour I’"humidification du gaz ; 3 : Four ;

4 : Réacteur pour I'analyse IC ; 5 & 6 : assecheur et

filtres.

Les échantillons sont placés dans des tubes a essais, recouverts par de la paraffine pour
prévenir toute contamination par des composés organiques. Les échantillons sont prélevés a I'aide
d’une seringue automatique et transférés dans une boucle d’injection a 4 voies. En fonction de la
fraction carbone analysée, I’échantillon est injecté soit dans un réacteur en verre (carbone
inorganique), soit dans un tube en quartz placé dans un four (carbone total). Le gaz vecteur
transfére ensuite le produit de chacune des réactions (CO,) dans la cellule de détection infrarouge,

aprées passage par un systéme d’assechement, un piege a halogénures et un filtre a poussieres.

A.3.1. Détermination du carbone total

Le carbone total (TC), c'est-a-dire le carbone présent dans toute particule ou molécule de
I’échantillon, est déterminé par la méthode d’oxydation thermique. Cette méthode est basée sur la

combustion de I’échantillon en présence d’un catalyseur.
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L’échantillon est introduit dans le tube en quartz, rempli d’un catalyseur de platine, placé dans un
four a 680°C. La totalité du carbone de I’échantillon est alors transformée en CO,. Aprés combustion
de I’échantillon, le CO, est transféré par un flux d’oxygeéne vers le détecteur infrarouge, et I'aire du

pic formé est proportionnelle a la quantité de carbone détectée.

A.3.2. Détermination du carbone inorganique

Le carbone inorganique (IC) est la somme des espéces inorganiques en solution, constituées
du CO, dissous, des carbonates et bicarbonates de I’échantillon [Duval et al, 2007].
L’échantillon est prélevé puis injecté dans le réacteur en verre contenant de I'acide phosphorique a
50 %. Les espéces inorganiques en solution sont ainsi transformées en CO, suivant les relations 51 et
52.
CO5~ +H" - HCO3 Eq. 51
HCO3 + HY - H,C0; —» H,0 + CO, Eq. 52

Comme pour le circuit « carbone total », le CO, est transféré par un flux d’oxygéne vers le détecteur

infrarouge.
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ANNEXE B : DONNEES RELATIVES AUX ECHANTILLONS PLACES EN ECHANGE LABILE ET

PROCEDURE EXPERIMENTALE MISE EN CEUVRE

B.1. COMPOSITIONS DES ECHANTILLONS CIBLES

Le tableau 44 répertorie, de maniére non exhaustive, les principales molécules constitutives
des trois échantillons cibles pomme, chéne et herbe [APRIFEL ; ANSES ; Perez et al, 1991 ; Escarpa et
Gonzalez, 1998 ; Starke et al, 2000 ; Deglise et Donnot, 2004 ; Eisele et Drake, 2005 ; Morel et al,
2006 ; Paulickova et al, 2006 ; Xu et al, 2007 ; Wu et al, 2007 ; Raessler et al, 2008 ; Arvidsson et al,
2009 ; Raessler et al, 2010 ; Senila et al, 2011]. Ces molécules sont classées dans les grandes

catégories de composés constitutifs de la matiere séche de chaque échantillon.
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Tableau 44 : Compositions globales et marqueurs principaux des échantillons

Pomme

Chéne

Herbe

mBGlucides

mLipides

mProtides

oOFibres

DAcides organiques

mComposés phénoliques

Bcellulose
Bhémicellulose
DLignine

DAutres

@Cellulose

mLignine

DOHemicellulose

DlLipides

molucides

@protides

mComposés phénoliques

aminéraux
st )
Famill Famill Famill
. ami ’e/ Corr\p?safnts Formule brute . ami ’e / Corrlp?sa!nts Formule brute . ami ’e/ Corrlp(.)sa!nts Formule brute
Biomolécule majoritaires Biomolécule majoritaires Biomolécule majoritaires
Glucose CeH 1,06
Fructose CsH1,06 Saccharose CsH1,06
F H
Glucides (;'ll:cct(())ss: gslegs Glucides Glucose CeH1,06 Glucides Amidon (CsH1005),
(= 69 %) Saccharose c 6H12 06 (= 1%) Saccharose C1,H»,014 (=22 %) Galcatose C1,H,06
12tz Amidon (CeH1005)n Mannose CsH10s
Xylose CsH1005
Ac. palmitique C16:0 (CyH3,0,) Ac. palmitique C16:0
Lipides Ac. linoléique C18:2 (Cy5H3,0,) Lipides Ac. linoléique C18:2
c. stéarique :0 (C1gH360, - - - ~209 c. stéarique :
(~p2‘y) A dari C18:0 (Cy15H360,) (=3 %) A dari C18:0
Ten Ac. oléique C18:1 (Cy5H340,) Ac. oléique Cc18:1
Ac. linolénique C18:3 (Cy5H300,) Ac. linolénique C18:3
Proline CsHgNO, Ac. aspartique C4H,04N
Ac. aspartique C4H;04N Ac. glutamique CsHoO4N
Protides Ac. glutamique CsHgO4N Protides Leucine CsH1305N
(=2%) Leucine CeHq30,N - - . (=14 %) Alanine C5H,0,N
e Lysine CeH1,0,N, T Valine CsH110,N
Alanine CsH,0,N Arginine CgH140,N,
Sérine C3;H,03N Phénylalanine CoH41,0,N
Cellulose (CsH100s)n Cellulose (CeH1005)n
Fibres Pectine i Fibres Hémicellulose B Fibres Hémicellulose -
(=21 %) (= 98%) . (=37 %) Lignine -
Lignine -
Inuline _
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Pomme Chéne Herbe
Famille / Composants Formule brute Famille / Composants Formule Famille / Composants Formule
Biomolécule majoritaires Biomolécule majoritaires brute Biomolécule majoritaires brute
Ac. malique C4HgOs
Acides Ac. ql',uin'ique C;H1,06
. Ac. citrique CsHgO4
organiques L - - - -
(= 4 %) Ac. succinique C4HgO,
Ac. tartrique C4HeO6
Ac. shikimique C,;H1005
Ac.
chlorogénique C16H1505
N C15H1406
Composés Epicatéchine CoHgO Composés Composés ;
hén(?li Ues Coumarine c 9H602 hén(fli ues Ac. vanillique CgHgO,4 hén(?“ Ues Ac. ferLllllque C1oH1004
P q Phloridzine 211724710 P g Ac. syringique CgH1005 P d Glycérol C3Hg04
(=1%) S C15H1406 (= 1%) (= 0,5%)
Catéchine
. . CoHgO4
Acide caféique CooHoO
Quercétine 15107
Ac. i H
Vitamines ¢. ascorbique CeHs0s Autres .
(=0,1%) a-tocopherol Cy9H500, - - - (= 24 %) Ac. ascorbique CgHgOg
’ Niacine C¢HsNO,
Cellulose Cellulose
(~ 40%) Glucose CgH1,06 (= 22 %) Glucose CsH1,06
Glucose CgH1,06 Glucose CsH1,06
Galactose CgH 1,06 Galcatose CsH1,06
Hémicellulose Mannose CgH1,06 Hémicellulose Mannose CsH1,06
(= 29%) Xylose CsH1005 (= 18 %) Xylose CsHq00s
Arabinose CsH1005 Arabinose CsH1005
Rhamnose CgH1,05 Rhamnose CgH1,05
Alcool p-coumarylique CgH100,
Alcool coniférylique Cy0H1205
Alcool sinapylique C11H1404
Lignine Alcool. p-coumarylique  CgH,00, p-Hydroxybenzaldehyde C;Hg0,
& Alcool coniférylique CyoH1,03 Lignine Ac. syringique CgH105
(= 29%)
ST Alcool sinapylique C11H1404 Syringaldéhyde CgH100,
Ac. vanillique CgHgO,4
Vanilline CgHgO3
Acide ferulique Cy0H1004
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B.2. ANALYSE DES MOLECULES CONSTITUTIVES DES ECHANTILLONS PAR

SPECTROMETRIE DE MASSE : DONNEES DE LA LITTERATURE

Afin d’établir une « base de données » pour faciliter I'interprétation des spectres de masse
expérimentaux des solvants d’échange labile, les réponses caractéristiques des molécules
constitutives des échantillons (pics pseudo-moléculaires et fragments caractéristiques) trouvées dans
la littérature [Nielsen et al, 2006 ; Ozcan et Senyuva, 2006 ; Gogichaeva et al, 2007 ; Zhang et al,
2007 ; Termentzi et al, 2008 ; Rodriguez-Medina et al, 2009 ; Gomez-Romero et al, 2010 ; Palafox-
Carlos et al, 2012 ; Reis et al, 2012 ; De Paepe et al, 2013 ; Morales-Soto et al, 2013] sont répertoriées

dans les tableaux 45 et 46.
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Tableau 45 : Réponse issue de la littérature des molécules constitutives des échantillons analysés par
spectrométrie de masse en mode d’ionisation négatif (GALDI : Désorption-lonisation Laser Assistée par du
Graphite ; ESI: ElectroSpray lonisation; LTQ : trappe ionique linéaire ; TOF : temps de vol; Orbitrap : Piege

d’ions électrostatique)

Famille / Biomolécule Molécule lonisation - Analyseur m/z
Glucides Glucose GALDI - LTQ 179 [M-H]
Saccharose GALDI - LTQ 341 [M-H]
Acide palmitique GALDI - LTQ 255 [M-H]
Lipides Acide linoléique GALDI - LTQ 279 [M-H]
Acide oléique GALDI - LTQ 281 [M-H]
Acide linolénique GALDI - LTQ 277 [M-H]
Acide aspartique ESI- TOF 132,0308 [M-H]
Acide glutamique ESI - TOF 146,0466 [M-H]
Protides 128,0368 [M-H-H,0]
Sérine ESI - TOF 104,0339 [M-H]
Phénylalanine ESI - TOF 164,0721 [M-H]
Acide malique ESI-TOF 133,0144 [M-H]
115,0030 [M-H-H,0]
Acide quinique ESI - TOF 191,0567 [M-H]
Acides organiques 173,0444 [M-H-H:0]
Acide citrique ESI - TOF 191,0195 [M-H]
173,0092 [M-H-H,0]
111,0087 [M-H-CO, -2H,0]
Acide succinique ESI- TOF 117,0184 [M-H]
Acide chlorogénique ESI - Orbitrap 353,0872 [M-H]
Epicatéchine ESI-Orbitrap 289,07 [M-H]
Phloridzine ESI - TOF 435,1291 [M-H]
273,0755 [CysH130s]
167,0341 [CsH,0,]
Composeés pheénoliques Catéchine ESI - Orbitrap 289,07 [M-H]
Acide caféique ESI - TOF 179,0341 [M-H]
135,0452 [M-H-CO,]
Quercétine ESI - TOF 301,0341 [M-HJ
Acide vanillique ESI - TOF 168 [M-H]
Acide férulique ESI - Orbitrap 193,05 [M-H]
Vitamines Acide ascorbique ESI - TOF 175,0244 [M-H]
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Tableau 46 : Réponse issue de la littérature des molécules constitutives des échantillons analysés par
spectrométrie de masse en mode d’ionisation positif (ESI : lonisation par ElectroSpray ; GALDI : Désorption-
lonisation Laser Assistée par du Graphite ; APCI: lonisation Chimique a Pression Atmosphérique ; MALDI :
Désorption-lonisation Laser Assistée par Matrice ; Triple quad : triple quadripéble ; LTQ : trappe ionique linéaire ;
TOF : temps de vol ; Quad : quadripdle)

Famille / Biomolécule Molécule lonisation - Analyseur m/z
Glucose ESI - Triple quad 383 [2M+Na]’
203 [M+Na]"
198 [M+NH,]"
Fructose GALDI - LTQ & 203 [M+Na]"
Glucides ESI — Triple quad 219 [M+K]"
383 [2M+Na]*
198 [M+NH,]"
Saccharose GALDI - LTQ & 365 [M+Na]*
ESI - Triple quad 381 [M+K]"
Proline APCI & MALDI - TOF 116 [MH]*
70 [MH-CO,H,]*
Acide aspartique APCI & MALDI - TOF 134 [MH]*
116 [MH-H,0]"
88 [MH-CO,H,]*
Acide glutamique | APCI & MALDI - TOF 148 [MH]*
130 [MH-H,0]"
84 [MH-CO,H,-H,01"
brotides Leucine APCI & MALDI - TOF 132 [MH]*
86 [MH-CO,H,]"
Lysine APCI & MALDI - TOF 147 [MH]"
130 [MH-NH;]"
84 [MH-CO,H,-NH;]*
Alanine APC| & MALDI - TOF 90 [MH]*
44 [MH-CO,H,]*
Sérine APC| & MALDI - TOF 106 [MH]*
43 [MH-CO,H,-NH;]*
42 [MH-CO,H,-H,01*
Acide chlorogénique ESI - Quad 355 [MH]"
377 [M+Na]"
Composés phénoliques Quercétine ESI - Quad 303 [MH]*
Acide vanillique ESI - Quad 169 [MH]"
Acide syringique ESI - Quad 199 [MH]"
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B.3. ECHANGES LABILES : PROCEDURE EXPERIMENTALE

Comme déja abordé dans le chapitre 1, la procédure expérimentale est basée sur le processus

classique utilisé pour réaliser les échanges labiles [Pointurier et al, 2004].

B.3.1. Echantillon placé en échange labile

Pour I'extraction du tritium organiquement lié échangeable, I’échantillon est déshydraté par
lyophilisation pour éliminer la fraction TFWT préalablement a sa mise en échange labile. Le suivi de
cette déshydratation est effectué par pesée et, elle est arrétée lorsque les masses d’échantillon sont
stabilisées [CETAMA, 2013]. Une aliquote seche de chaque échantillon avant échange labile a été
conservée pour les analyses ultérieures.

Il n"existe, a priori, pas de recommandation précise concernant la granulométrie de
I’échantillon placé en échange labile. Afin d’optimiser les échanges, la surface de contact entre
I’échantillon et le solvant doit étre maximisée. L'échantillon doit également étre sous une forme
permettant une séparation des fractions solides et liquides aisée. Afin de combiner ces deux criteres,

les échantillons de cette étude ont été coupés finement.

B.3.2. Volume de solvant

Le solvant d’échange doit étre ajouté en excés afin de favoriser les échanges isotopiques
entre les atomes de tritium situés sur les positions dites « échangeables » et les atomes d’hydrogene
du solvant, en l'occurrence, I'eau. Il n’existe, a priori, pas de recommandations précises concernant le
volume de solvant a introduire, cependant, il doit étre suffisant pour immerger l'intégralité de
I’échantillon et ainsi entrainer toutes les surfaces de celui-ci dans des situations propices aux
échanges isotopiques [Baglan et al, 2010]. Par conséquent, pour des masses équivalentes
d’échantillon sec, la quantité de solvant varie en fonction du volume de I'échantillon. De plus, il n’est
pas nécessaire d’introduire le solvant a profusion puisqu’il a été montré qu’un volume usuel d’'un
litre pouvait étre divisé par 3 tout en conservant de bonnes capacités d’échange [Le Meignen et al,
2011]. A titre d’illustration, pour des masses d’échantillon sec similaires (environ 15 g), 150 mL de
solvant ont été introduits pour les échanges labiles des pommes de terre tandis que 750 mL ont été

nécessaires pour immerger les feuilles de chéne.

B.3.3. Durée des échanges labiles

Les solvants et les échantillons sont mis en contact dans des béchers en verre recouverts de

film pour limiter les pollutions. L’'ensemble est placé sous agitation magnétique pour une efficacité
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d’échange plus importante. Il a été montré que quelques heures sont suffisantes pour que I'activité
tritium organiquement lié totale diminue drastiquement, synonyme d’élimination de la fraction TOL-
E, puis qu’elle n’évolue plus pour des durées supérieures a 48 h [Pointurier et al, 2004]. Par

conséquent, la durée minimale choisie pour les échanges labiles réalisés dans cette étude est de 48h.

B.3.4. Protocole de séparation et traitement des fractions liquides et solides

B.3.4.1. Séparation des fractions liquides et solides

Le seuil de filtration choisi dans cette étude (0,45 um) correspond au seuil permettant de
retenir la phase particulaire ainsi que les plus petits organismes vivants (bactéries) pouvant étre
présents dans le milieu. Le compartiment dissous isolé peut ainsi rassembler de nombreux composés
simples tels que des glucides ou acides organiques mais également des substances plus complexes
comme les substances humiques [Petitjean et al, 2004].

En considérant I'aspect physique du milieu « échange labile » en fin d’opération (figure 52),
plusieurs étapes ont été introduites afin de parvenir a la distinction précise des fractions liquides et

solides.

Figure 52 : Aspect général des béchers en fin d’échange labile. Les échanges réalisés dans I'’eau de forage sont
au premier plan, ceux réalisés dans les « conditions stomacales » sont a I'arriere-plan. De gauche a droite :
blanc, pomme de terre, cédre, feuilles de chéne, pomme.

Certains fragments d’échantillon peuvent étre récupérés manuellement. Cependant, pour
séparer les particules en suspension du milieu aqueux, diverses étapes sont nécessaires: la
centrifugation a d’abord été utilisée pour isoler les particules en suspension s’étant accumulées sur la
paroi sous forme de sédiment. Deux étapes successives de filtration ont ensuite été nécessaires. Afin
d’éviter la saturation du filtre a 0,45 um, chaque solvant d’échange labile a, dans un premier temps

été filtré a 8 um puis, dans un second temps, a 0,45 um. Les résidus solides présents sur les filtres

apres la filtration ont été récupérés lorsque cela était possible (figure 53).
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Figure 53 : Unité de filtration (8 um) de I'eau d’échange labile du cedre.

B.3.4.2. Traitement des échantillons solides

Dans la procédure de détermination des activités tritium organiquement lié non
échangeable, la matiére solide récupérée aprés échange labile est déshydratée avant combustion. De
la méme maniere que pour I'étape « extraction de I’eau constitutive de I'’échantillon », I’échantillon a
été déshydraté par lyophilisation [CETAMA, 2013]. Globalement, le temps de séchage nécessaire

pour chaque fraction solide est de 48 a 72 heures.

Pour les déterminations des compositions élémentaires des échantillons, les fractions solides

seches avant et apres échange labile sont broyées finement a I'aide d’un robot ménager
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B.4. DONNEES EXPERIMENTALES

Tableau 47 : Données expérimentales relatives aux échanges labiles réalisés dans les conditions « eau de
forage » et « stomacales »

Echantillon  Série Conditions Mseche avant Mseche apres Quantité de , ,Duree de
échange labile (g) échange labile (g) SOIVant (g) I eChange (h)
Eau de forage - - 148,52 + 0,10 46h
Blanc 1
Stomacales - - 145,15 + 0,10 69h40
cad 1 Eau de forage |15,85 * 0,10 |15,53 + 0,10 238,83 + 0,10 66h
edre
Stomacales |15,87 + 0,10 | 15,55 + 0,10 (247,45 + 0,10 68h45
Feuilles de 1 Eau de forage |15,22 + 0,10 |12,48 + 0,10 |737,79 = 0,20 65h30
chéne Stomacales |15,17 + 0,10 [13,09 + 0,10 | 742,23 + 0,20 71h05
Eau de forage | 15,41 + 0,10 | 8,75 + 0,10 |241,57 + 0,10 64h
Pommes 1
Stomacales |15,58 + 0,10 9,2 + 0,10 |246,58 + 0,10 70h25
Pommes de 1 Eau de forage | 16,77 + 0,10 {12,413 + 0,10 |146,82 + 0,10 45h45
terre Stomacales |15,65 + 0,10 | 6,59 + 0,10 | 148,47 = 0,10 50h15
Eau de forage - - 147,82 + 0,10 65h20
Blanc 2
Stomacales - - 147,80 + 0,10 72h10
Carott 5 Eau de forage | 15,69 + 0,10 | 9,32 + 0,10 |148,05 + 0,10 46h30
arottes
Stomacales |16,41 + 0,10 11,12 + 0,10 | 148,53 * 0,10 69h50
Che 5 Eau de forage |13,88 + 0,10 | 9,34 + 0,10 |147,78 + 0,10 46h
éne
Stomacales |14,50 + 0,10 | 14,17 + 0,10 | 146,34 * 0,10 66h
Herb 5 Eau de forage | 11,79 + 0,10 | 8,81 + 0,10 |742,18 + 0,20 64h20
erbe
Stomacales |11,56 + 0,10 | 8,80 + 0,10 742,40 + 0,20 70h50
Blanc de 5 Eau de forage | 15,93 + 0,10 10,01 £+ 0,10 |248,27 + 0,10 47h05
poireau Stomacales |15,33 + 0,10 | 10,32 + 0,10 | 246,28 * 0,10 70h30
Vert de 5 Eau de forage | 14,35 + 0,10 | 8,71 + 0,10 |494,06 + 0,10 47h50
poireau Stomacales [14,33 + 0,10 | 9,71 + 0,10 [504,77 + 0,20 69h45
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ANNEXE C : RESULTATS COMPLEMENTAIRES

C.1. QUALIFICATION DE L'ANALYSEUR ELEMENTAIRE : COMPARAISON DES DROITES

D’ETALONNAGE SIMPLES ET DE LA DROITE D’ETALONNAGE MIXTE POUR LES ELEMENTS C, N, S ET

0]

Les parameétres répertoriés dans les tableaux 48 a 51 pour les éléments C, N, S et O

respectivement ont été déterminés suivant la procédure décrite dans le chapitre 2.

Tableau 48 : Parametres calculés pour la comparaison des droites d’étalonnage, du carbone, simples et mixte

Degrés de

Source de variation Somme de carrés liberté Faale  Fiap
Fluctuation des valeurs A; autour des droites i Q= 1,15E+10 v= 25
Fluctuation des droites i par rapport a la droite commune (F¢°*) Q.= 1,04E+09 v = 8 0,28 234
Dispersion des pentes des n droites (FP) Q= 9,09E+08 v, = 4 049 2,76
Dispersion des points moyens autour de la droite moyenne (FP™) Q= 1,21E+08 vp,,= 3 0,09 2,99
Ecart entre les pentes commune et moyenne (F¢7P™) Qcpm= 1,07E+07 vepm= 1 0,02 4,24
Fluctuation des valeurs A; autour de la droite commune Qr= 1,26E+10 vy = 33

Avec F<0Y < ﬂfl(;,nf, I’hypothese nulle de départ « les n droites d’étalonnage sont confondues avec

calc

la droite commune » est vérifiée. Par conséquent, il est possible d’admettre au risque a choisi (a =
0,05) que toutes les droites d’étalonnage sont confondues. La décomposition du test d’hypotheses

en plusieurs hypothéses nulles élémentaires n’est pas nécessaire mais les données sont reportées a

titre indicatif.

Tableau 49 : Parametres calculés pour la comparaison des droites d’étalonnage, de |'azote, simples et mixte

Source de variation Somme de carrés Dii;éri:e Fale  Ftab

Fluctuation des valeurs A;; autour des droites i Q= 5,99E+08 v= 20%*

Fluctuation des droites i par rapport a la droite commune (F¢°™) Q.= 2,39E+08 v, = 6 1,33 2,60
Dispersion des pentes des n droites (FP) Q,= 7,21E+07 v, = 3 0,80 3,10
Dispersion des points moyens autour de la droite moyenne (FP™) Qun = 4,04E+07  vom = 2 0,68 3,49
Ecart entre les pentes commune et moyenne (F¢~P™) Qepm= 1,27E+08 V¢ pm= 1 4,23 4,35

Fluctuation des valeurs A;; autour de la droite commune Qr= 8,38E+08 vr= 26

*La droite d’étalonnage BBOT n’est pas prise en compte dans les calculs car la part de variance liée a cette droite est

beaucoup plus importante que les autres, entrainant une inhomogénéité des variances,

Avec FEO < th;;)nf, I’hypotheése nulle de départ « les n droites d’étalonnage sont confondues avec

calc

la droite commune » est vérifiée. Par conséquent, il est possible d’admettre au risque a choisi (a =
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0,05) que toutes les droites d’étalonnage sont confondues. La décomposition du test d’hypotheses

en plusieurs hypothéses nulles élémentaires n’est pas nécessaire mais les données sont reportées a

titre indicatif.

Tableau 50 : Parameétres calculés pour la comparaison des droites d’étalonnage, du soufre, simples et mixte

Source de variation Somme de carrés D‘Ieiireéri:e e Frab
Fluctuation des valeurs A; autour des droites i Q= 2,65E+08 v= 20
Fluctuation des droites i par rapport a la droite commune (F¢°™) Q.= 2,65E+08 v = 6 3,33 2,60
Dispersion des pentes des n droites (FP) Q,= 1,53E+08 v, = 3 385 3,10
Dispersion des points moyens autour de la droite moyenne (FP™) Qun=  4,16E4+07 v,y = 2 1,57 3,49
Ecart entre les pentes commune et moyenne (F¢7P™) Qcpm= 7,03E+07 v pm= 1 5,29 4,35
Fluctuation des valeurs A; autour de la droite commune Q= 5,31E+08 wv;= 26

*La droite d’étalonnage cystine n’est pas prise en compte dans les calculs car la part de variance liée a cette droite

est beaucoup plus importante que les autres, entrainant une inhomogénéité des variances,

Fconf

calc

sont confondues avec la droite commune » n’est pas vérifiée. De ce fait, les tests complémenta

étant supérieur a la valeur critique, I’hypothése nulle de départ « les n droites d’étalonnage

ires

ont été réalisés pour déterminer 'origine de la divergence. A I'exception de I’hypothese « les points

moyens (mxl;Zl) sont alignés », toutes les hypothéses nulles sont invalidées. Les droites

d’étalonnage réalisées avec des matériaux de référence certifiés ainsi que la droite mixte sont

différentes. Ceci signifie que, pour une méme masse d’élément injectée, la réponse de I'analyseur est

différente en fonction de I’échantillon considéré. Ce résultat est cependant obtenu avant que

I'optimisation du ratio quantité d’échantillon/quantité de catalyseur ne soit effectuée. De ce fait, les

conditions de répétabilités n’étant pas établies, les données concernant le soufre sont juste estimées

et données a titre indicatif.

Tableau 51 : Parameétres calculés pour la comparaison des droites d’étalonnage, de I'oxygéne, simples et mixte

- . Degrés d
Source de variation Somme de carrés ﬁiﬁié € Fae  Fiab
Fluctuation des valeurs A; autour des droites i Q= 8,18E+08 v= 25
Fluctuation des droites i par rapport a la droite commune (F¢°™) Q.= 1,58E+09 v .= 8 6,05 2,34
Dispersion des pentes des n droites (FP) Q,= 4,97E+08 v, = 4 3,79 2,76
Dispersion des points moyens autour de la droite moyenne (FP™)  Qun = 8,49E+08 vy, = 3 865 2,99
Ecart entre les pentes commune et moyenne (F¢7P™) Qcpm= 2,38E+08 V.= 1 7,27 4,24
Fluctuation des valeurs Aij autour de la droite commune Qr= 2,40E+09 vy = 33
Fcfflrclf étant supérieur a la valeur critique, I’hypothése nulle de départ « les n droites d’étalonnage
sont confondues avec la droite commune » n’est pas vérifiée. De ce fait, les tests complémentaires

ont été réalisés pour déterminer I'origine de la divergence. Toutes les hypothéses nulles sont
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invalidées. Les droites d’étalonnage réalisées avec des matériaux de référence certifiés ainsi que la
droite mixte sont différentes. Ceci signifie que, pour une méme masse d’élément injectée, la réponse
de I'analyseur est différente en fonction de I’échantillon considéré. Ce résultat est cependant obtenu
avant que l'optimisation du nombre d’analyses a réaliser avant la saturation du piége a eau ne soit

effectuée.

C.2. TENEURS EN CARBONE ET AZOTE DES MATERIAUX DE REFERENCE CERTIFIES DETERMINEES

AVEC LES ETALONNAGES SIMPLES ET MIXTES

Tableau 52 : Teneurs en carbone des matériaux de référence certifiés déterminées avec chacun des 5 étalonnages testés (k=2)

Etalonnage
Mixte BBOT Sulfanilamide Méthionine Cystine

BBOT
Xc-certific = (72,53 £ 0,54) %
Sulfanilamide
Xc-certific = (41,84 £ 0,48) %
Methionine
Xc-certific = (40,25 = 0,68) %
Cystine
Xc-certifie = (29,99 £ 0,56) %

72,84 + 1,33 72,74 + 193 72,71 + 1,62 72,43 + 1,20 72,71 * 1,18

+

41,91 + 0,79 41,88

I+

1,38 41,85 + 1,08 41,81 * 0,70 41,86

I+

0,64

Echantillon

+

40,35 = 1,09 40,38

I+

2,01 40,33 + 1,55 40,49 + 0,83 40,35

I+

0,83

29,83 + 1,07 29,92 + 2,15 29,85 + 1,64 30,18 + 0,81 29,89 + 0,79

Il n'y a pas de différence significative entre les résultats obtenus pour les échantillons avec les 5
droites d’étalonnage testées. De plus, le test de I'écart normalisé (E,) utilisé pour comparer les

moyennes expérimentales aux valeurs certifiées valide a chaque fois I'égalité des valeurs (E, < 1).

Tableau 53 : Teneurs en azote des matériaux de référence certifiés déterminées avec chacun des 5 étalonnages testés (k=2)

Calibration
Mixte BBOT Sulfanilamide Méthionine Cystine

BBOT

« = (6,51 £ 0,06) % 6,41 + 050 643 + 029 691 + 124 6,57 <+ 049 652 + 0,58
N-certifié = \9, =Y o

Sulfanilamide

1595 + 0,42 15,78 + 0,26 1620 + 0,89 1586 + 0,49 16,09 + 0,44
XN-certifi¢ = (16,27 * 0,50) %
Echantillon Méthionine
931 + 065 929 * 047 981 + 136 943 * 063 944 + 0,63
Xn-certific = (9,392 0,11) %
Cysti
ystine 11,60 + 0,49 11,55 + 0,21 12,10 + 1,33 11,69 + 0,49 11,74 + 0,58

XN-certifié = (11;66 * 0113) %

Il n'y a pas de différence significative entre les résultats obtenus pour les échantillons avec les 5
droites d’étalonnage testées. De plus, le test de I'écart normalisé (E,) utilisé pour comparer les

moyennes expérimentales aux valeurs certifiées valide a chaque fois I'égalité des valeurs (E, < 1).
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C.3. DETERMINATION DES FRACTIONS D’ECHANTILLON ET DE CARBONE SOLUBILISEES LORS DES

ECHANGES LABILES REALISES DANS LES CONDITIONS « STOMACALES »

Dans les conditions « stomacales », plus agressives (pH 1) que les conditions « eau de
forage », une solubilisation de matiére plus importante, et donc une quantité d’échantillon
récupérée aprés I'échange labile plus faible devraient étre observées par rapport aux conditions
« eau de forage ». Les fractions d’échantillon solubilisées sont déterminées par la différence de

masse entre les fractions solides récupérées avant et apres échanges labiles.

Tableau 54 : Estimation par différence de masse de la fraction d’échantillon solubilisée au cours de I’échange labile
réalisé dans les conditions « stomacales »

Msec-avant échange (g) Msec-apres échange (g) Mech-solubilisé (8) éCha.n.t“,Ion

solubilisé (%)

Cedre 1587 + 0,10 1555 + 0,10 0,32 + 0,03 20 + 0,2
Feuilles de chéne 15,17 + 0,10 12,93 + 0,10 2,24 + 0,22 15 = 2
Pommes 1558 + 0,10 9,2 + 0,10 6,38 + 0,64 41 £ 4
Pommes de terre 15,65 + 0,10 6,59 + 0,10 9,06 + 0,91 58 = 6
Chéne 1450 + 0,10 13,72 + 0,10 0,78 + 0,03 5 + 1

Vert de poireau 14,33 + 0,10 9,71 + 0,10 462 + 0,46 32 3
Blanc de poireau 15,33 + 0,10 10,32 + 0,10 501 + 0,50 33 3
Herbe 11,56 + 0,10 8,80 + 0,10 2,76 + 0,28 24 £ 2
Carotte 16,41 + 0,10 11,12 + 0,10 529 + 0,53 32 ¢ 3

Les fractions de carbone solubilisées sont déterminées a partir des mesures de carbone organique
total réalisées sur les solvants d’échange labile et des teneurs en carbone des échantillons (chapitre

4).

Tableau 55 : Concentrations nettes en carbone total, carbone inorganique et carbone organique
des solvants d’échange labile dans les conditions « stomacales »

Echantillon Série [TC(]k(=n;)g/L) [IC](IELnZg)/L) [OC(]k(znzw)g/ Y
Blanc 1 2 = 1 <LQ 2 1
Cedre 1 1350 + 35 <LQ 1350 £ 35

Feuilles de chéne 1 2251 + 65 <LQ 2251 + 65
Pommes 1 17880 + 874 <LQ 17880 + 874
Pommes de terre 1 7449 + 533 <LQ 7449 + 533
Blanc 2 2 = 1 <LQ 2 1
Chéne 2 1723 + 55 <LQ 1723 £ 55
Vert de poireau 2 5030 + 643 <LQ 5030 + 643
Blanc de poireau 2 17033 + 1076 <LQ 17033 + 1076
Herbe 2 1463 + 32 <LQ 1463 £ 32
Carottes 2 25820 + 1281 <LQ 25820 + 1281
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Les teneurs en carbone déterminées dans le chapitre 4 sont utilisées pour estimer la fraction de

carbone solubilisée lors des échanges labiles.

Tableau 56 : Corrélation des résultats COT et AE pour la détermination de la fraction d’échantillon solubilisée
au cours de I'’échange labile réalisé dans les conditions « stomacales »

[COT] Mc-solubilisé Mc-echantillon % Coopubiice
(Mg/8solvant) (mg) (mg) o
Cedre 1,35 + 0,03 334 + 9 8102 + 100 41 + 04
Feuilles de chéne 2,25 + 0,06 1671 + 48 7088 + 88 24 + 2
Pommes 17,88 + 0,87 4409 + 216 6206 = 77 71 + 8
Pommes de terre 7,45 + 0,53 1106 + 79 6388 + 79 17 + 2
Chéne 1,72 + 0,06 252 + 8 6877 + 87 37 + 04
Vert de poireau 5,03 + 0,64 2539 + 325 5874 + 75 43 + 7
Blanc de poireau 17,03 + 1,08 4195 + 265 6240 *+ 78 67 + 8
Herbe 1,46 + 0,03 1086 + 23 4835 + 66 22 + 2
Carotte 25,82 + 1,28 3835 + 190 6547 + 80 59 + 7

Les taux de solubilisation de composés (échantillon et fraction de carbone) dans les conditions
« stomacales » sont comparés a ceux des conditions « eau de forage » (tableau 57) afin d’évaluer la

pertinence de I’hypothése d’une solubilisation préférentielle dans les conditions « stomacales ».

Tableau 57 : Comparaison des fractions d’échantillon et de carbone solubilisées lors des
échanges labiles réalisés dans les conditions « eau de forage » et « stomacales ». La
fraction d’échantillon solubilisée est déterminée par la différence entre la masse seche
récupérée avant échange labile et la masse seche apres échange labile. La fraction de
carbone solubilisée est déterminée a partir des mesures de carbone organique total et
d’analyse élémentaire.

Fraction d’échantillon Fraction de carbone
solubilisée (%) solubilisée (%)
Conditions Conditions Conditions Conditions
« eau de « eau de
forage » « stomacales » forage » « stomacales »
Cedre 2,0 = 0,2 2,0 £ 0,2 39 £+ 04 4,1 + 04
Feuilles de chéne 19 + 2 15 + 2 21 + 2 24 £ 2
Pommes 43 + 4 41 + 4 64 + 7 71 + 8
Pommes de terre 28 + 3 58 + 6 17 = 2 17 £ 2
Chéne 5+ 1 5 + 1 36 + 04 3,7 = 04
Vert de poireau 39 + 4 32 + 3 32 + 3 43 + 7
Blanc de poireau 37 £ 4 33 + 3 60 + 7 67 + 8
Herbe 25 + 3 24 £ 2 14 + 2 22 £ 2
Carotte 38 + 4 32 £ 3 58 + 7 59 =+ 7
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A guelques exceptions prés (pomme de terre notamment), les fractions d’échantillon et de carbone
solubilisées lors des échanges labiles réalisés dans les conditions « eau de forage » et « stomacales »
sont similaires, aux incertitudes pres. De ce fait, une différence significative entre les différentes
conditions n’est pas mise en évidence.

Cependant, en considérant « I'état » de I’échantillon récupéré apres échange labile réalisé dans les
conditions « stomacales » (figure 30, chapitre 5), ces derniéres doivent entrainer une dégradation de
la matiére organique, la réduisant a des fragments de matrices solides, récupérables avec un seuil de
filtration de 0,45 um usuel pour la séparation des fractions dissoutes et particulaires.

La pomme de terre est le seul échantillon pour lequel une différence de solubilisation aprés échange
labile dans les conditions « stomacales » est mise en évidence (58 % d’échantillon solubilisé). La
pomme de terre est un produit amylacé dont la matiere séche est composée d’amidon (16 %). Dans
les conditions « stomacales », I’hydrolyse acide de I'amidon, et sa dissociation en oses simples,
peuvent conduire a une solubilisation de matiére plus importante. Cependant, les quantités de
carbone solubilisées étant similaires, cette hypothése impliquerait une solubilisation plus massive de

composés a fortes teneurs en hétéroatomes.

Les résultats expérimentaux montrent que, pour la majorité des échantillons, les quantités
de carbone solubilisées lors des échanges labiles sont indépendantes des conditions expérimentales
considérées, mais que la quantité de matiére solubilisée est fonction de la composition de

I’échantillon.

C.4. COMPARAISON DES COMPOSITIONS ELEMENTAIRES DES ECHANTILLONS « NON-CIBLES »

AVANT ET APRES ECHANGE LABILE

L’évolution des compositions élémentaires des échantillons, pour les deux conditions « eau
de forage » et « stomacales » testées, est décrite dans les tableaux 58 a 62 pour les éléments C, H, N,
O et S respectivement. Les critéres de comparaison utilisés ont été définis précédemment (chapitre

2).
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Tableau 58 : Comparaison des teneurs en carbone des échantillons avant et apres échange labile en utilisant les
criteres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de confiance
définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a la population
avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions « eau de forage » (F) et 3 a
la population aprés échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

5 5 —
Conditions , ACavant- ACapres.echange statistique S
échange labile labile
_ + I -
Codre ST mi= 5105 + 0,96 ms;= 50,50 + 0,96 moyennesd!ff(?rentes ou!
F m,= 50,27 * 0,96 moyennes différentes  oui
ST = 49,22 + 0,93 différent
Feuilles de chéne m;= 46,73 *+ 0,88 Ms ! ! moyennes I (?ren es nor.1
F m,= 48,42 + 0,91 moyennes différentes  oui
ST = 40,86 + 0,77 = i
Pommes de terre m;= 40,82 + 0,77 Ms ! ! Mi=Ms ou!
F m,= 41,39 + 0,78 mi=m, oui
. ST ms= 42,92 + 0,81 moyennes différentes  non
= +
Vert de poireau F my= 40,99 + 0,77 m,= 44,27 * 0,84 moyennes différentes  non
. ST ms= 42,37 + 0,80 moyennes différentes  non
= +
Blanc de poireau F my= 40,70 * 0,77 m,= 41,82 * 0,79 moyennes différentes  oui
ST ms= 39,38 + 0,74 mi=m;j oui
= +
Carotte F my= 39,90 + 0,75 m,= 40,63 = 0,77 moyennes différentes  oui

Tableau 59 : Comparaison des teneurs en hydrogene des échantillons avant et aprés échange labile en utilisant les
critéeres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de confiance
définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a la population
avant échange labile, 2 a la population aprées échange labile réalisé dans les conditions « eau de forage » (F) et 3 ala
population apres échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

Conditions % Havant % H apres échange statistique S
échange labile labile
Cedre ST mi= 6,09 + 0,21 ms= 6,08 + 0,21 mi=m, oui
F S m,= 6,03 + 0,21 m;=m, oui
Feuilles de chéne ST m= 589 + 021 ms= 6,07 + 0,21 moyennes différentes oui
F s m,= 5,98 + 0,21 moyennes différentes  oui
Pommes de terre ST M= 615 + 022 ms= 6,27 + 0,22 moyennes différentes oui
F v s my= 6,20 + 0,22 m;=m, oui
. ST ms= 5,95 + 0,21 moyennes différentes oui
= +
Vert de poireau F mi= 5,82 + 0,20 m,= 6,21 + 0,22 moyennes différentes  oui
. ST ms= 5,57 £ 0,20 moyennes différentes non
Bl = 4 + 0,21
anc de poireau F m= 6,0 0, my= 6,13 + 0,22 moyennes différentes  oui
ST ms:= 6,19 * 0,22 my;=ms oui
= 18 + 0,22
Carotte F mi= 6,18 £ 0, my= 6,29 + 0,22 moyennes différentes  oui
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Tableau 60 : Comparaison des teneurs en azote des échantillons avant et aprés échange labile en utilisant les criteres
définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de confiance définis par
rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a la population avant échange
labile, 2 a la population aprés échange labile réalisé dans les conditions « eau de forage » (F) et 3 a la population
aprés échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

5 5 —
Conditions . %N avant. ANapres.echange statistique S
échange labile labile
= + = i
Cedre ST mi= 0064 + 0004 M= 0058 £ 0003 M=m; oul
F m,= 0,061 + 0,004 mi=m, oui
ST = 3,27 + 0,19 différent
Feuilles de chéne m;= 2,84 + 0,17 M3 ! ! moyennes I (?ren es non
F m,= 3,89 + 0,23 moyennes différentes non
ST = 0,67 + 0,04 différent
Pommes de terre m;= 1,81 + 0,11 M3 ! ! moyennes driterentes non
F m,= 1,26 + 0,07 mi=m, non
. ST ms= 3,04 £ 0,18 mi=mjs oui
= +
Vert de poireau F M 2,87 £ 0,17 m,= 3,20 + 0,19 moyennes différentes oui
. ST ms= 2,43 + 0,14 moyennes différentes non
= +
Blanc de poireau F M 190 + 011 m,= 2,34 + 0,14 moyennes différentes non
ST ms= 0,98 + 0,06 mi=mj oui
= +
Carotte F m= 091 £ 005 103 + 0,06 ma=m, oui

Tableau 61 : Comparaison des teneurs en oxygene des échantillons avant et aprés échange labile en utilisant les
critéres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de confiance
définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a la population
avant échange labile, 2 a la population aprés échange labile réalisé dans les conditions « eau de forage » (F) et 3 a
la population aprés échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

o o —
Conditions , A)Oavant. AOapres.echange statistique S
échange labile labile
Codre ST mi= 4007 + 195 ms;= 40,80 + 1,98 my=m,* oui
- m,= 83 + 1, moyennes différentes  oui
F v 40,83 + 1,99 y diff
Feuilles de chéne ST m= 3787 + 184 M 34,87 + 1,70 moyennes différentes  oui
F ! T 7T my= 34,82 + 1,69  moyennes différentes  oui
ST = 46,99 + 2,29 différent i
Pommes de terre m;= 45,90 + 2,23 ms moyennes diiterentes ou!
F m,= 46,88 * 2,28 my;=m, oui
. ST ms= 33,49 + 1,63 moyennes différentes  non
= +
Vert de poireau F my= 37,79 + 184 my= 34,70 * 1,69 moyennes différentes  oui
. ST ms= 37,09 + 1,80 moyennes différentes  non
BI = 44 + 21
anc de poireau F it 95 19 m,= 43,96 * 2,14 moyennes différentes  oui
ST ms= 43,65 + 2,12 moyennes différentes  oui
= 47,54 + 2,31
Carotte F it » 3 m,= 4569 * 2,22 moyennes différentes  oui

* Pour cet échantillon, le test de STUDENT n’a pas pu étre utilisé a cause de la non-validation de
I’'hnomoscédasticité. Par conséquent, un test non-paramétrique de comparaison des moyennes a été utilisé (test
d’ASPIN-WELCH)
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Tableau 62 : Comparaison des teneurs en soufre des échantillons avant et aprés échange labile en utilisant les
criteres définis dans le chapitre 2 : test de STUDENT (statistique) et recouvrement des intervalles de confiance
définis par rapport a la variabilité de I'outil déterminée dans le chapitre 3 (k=2). 1 fait référence a la population
avant échange labile, 2 a la population apres échange labile réalisé dans les conditions « eau de forage » (F) et 3 a
la population apres échange labile réalisé dans les conditions « stomacales » (ST).

5 5 —
Conditions , %53 avant. %S apres.echange statistique S
échange labile labile
Cedre S: n.d n.d n.d n.d
ST = 0,38 + 0,02 =m,* i
Feuilles de chéne m;= 0,38 + 0,02 M= 5 ! M n'fz . ou!
F m,= 0,41 + 0,03 moyennes différentes oui
ST
Pommes de terre . n.d n.d n.d n.d
. ST ms= 0,51 + 0,03 moyennes différentes non
= +
Vert de poireau F m= 0,71 + 0,05 m,= 0,55 * 0,04 moyennes différentes non
. ST ms= 0,54 + 0,04 mi=ms oui
= +
Blanc de poireau F m;= 0,56 + 0,04 m= 054 % 003 my=m, oui
Carotte SI;I' n.d n.d n.d n.d

* Pour cet échantillon, le test de STUDENT n’a pas pu étre utilisé a cause de la non-validation de
I’'hnomoscédasticité. Par conséquent, un test non-paramétrique de comparaison des moyennes a été utilisé (test
d’ASPIN-WELCH)

C.5. EVOLUTION DES COMPOSITIONS ELEMENTAIRES DES ECHANTILLONS

En fonction des conclusions statistiques et du recouvrement des intervalles de confiance
définis par la variabilité de I'analyseur élémentaire, des tendances concernant I’évolution des
compositions des matrices étudiées avant et apres échange labile se dégagent (tableau 63 et 64).
L’évolution des compositions élémentaires des fractions solides dans les conditions « eau de forage »
est identique pour la plupart des échantillons. De ce fait, seuls ceux pour lesquels une différence est

constatée sont répertoriés dans le tableau 64.
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Tableau 63 : Evolution des compositions des échantillons aprés échange labile, conditions

« stomacales ».

= les teneurs avant et aprés échange labile sont invariantes ; + et - : les teneurs relatives des
éléments apres échange labile des échantillons solides sont respectivement plus et moins
importantes que les teneurs relatives avant échange labile ; n.d : élément non détecté.

C H N S 0]

Cedre = = = n.d =
Feuilles de chéne + = + = -
Pommes + - + n.d -
Pommes de terre* = = - n.d =
Chéne = = - n.d =

Vert de poireau + = = - -
Blanc de poireau + - + = -
Herbe + + - n.d =
Carotte = = = n.d =

* Pour cet échantillon, la diminution de I'azote ne semble pas compensée par I'augmentation
relative d’'un autre élément. Cependant, les teneurs en oxygene mesurées aprés échange
labile sont supérieures a celles mesurées avant échange labile (annexe C.4.). L’écart n’est pas
suffisant pour étre distingué a I'aide des critéres mis en place, notamment a cause de
I'incertitude attribuée a I'oxygéne. De ce fait, 'oxygéne est probablement le facteur

compensant cette évolution.

Tableau 64 : Evolution des compositions des échantillons apres échange labile, conditions

« eau de forage ».

= les teneurs avant et aprés échange labile sont invariantes ; + et - : les teneurs relatives des

éléments aprés échange labile des échantillons solides sont respectivement plus et moins

importantes que les teneurs relatives avant échange labile ; n.d : élément non détecté.

C N S 0

Pommes* + = = n.d =
Chéne = = = n.d =

Vert de poireau + + + - -
Blanc de poireau* + = + = =

* Pour ces échantillons, I’évolution de I'un (ou de plusieurs) des éléments ne semble pas
compensée par I'évolution relative inverse d’un autre élément. Cependant, les teneurs en
oxygéne mesurées aprés échange labile évoluent systématiquement dans le sens contraire,
méme si I'écart n’est pas suffisant pour étre distingué a I'aide des critéres mis en place,
notamment a cause de l'incertitude attribuée a cet élément. Par conséquent, I'oxygéne peut

étre le facteur qui compense ces tendances.
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C.6. SPECTRES D’ ABSORPTION UV-VISIBLE DES SOLVANTS D’ECHANGE LABILE DES ECHANTILLONS

« NON-CIBLES »
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Figure 54 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile du cedre
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Figure 55 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile des feuilles de chéne
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Figure 56 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile des pommes de terre
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Figure 57 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile du vert de poireau
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Figure 58 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile du blanc de poireau
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Figure 59 : Spectre UV-Visible des solvants d’échange labile de la carotte

C.7. SPECTRES DE FLUORESCENCE 3D DES SOLVANTS D’ECHANGE LABILE DES ECHANTILLONS

« NON-CIBLES »
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Figure 60 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile du cédre ; (b) coupe transversale avec
I'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.
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Figure 61: (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile des feuilles de chéne; (b) coupe
transversale avec I'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.
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Figure 62 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile des pommes de terre; (b) coupe
transversale avec I'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.
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Figure 63: (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile du vert de poireau; (b) coupe
transversale avec I'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.
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Figure 64 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile du blanc de poireau; (b) coupe
transversale avec I'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.
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Spectre de fluorescence 3D - Eau d'échange des
carottes
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Figure 65 : (a) Spectre de fluorescence 3D du solvant d’échange labile des carottes; (b) coupe transversale
avec l'identification des pics répertoriés dans le tableau 65.

Tableau 65 : Identification des pics caractéristiques des solvants d’échange labile.
F : conditions « eau de forage », ST : « conditions stomacales »

Echantillon Conditions  Pic  Aexitation (NM)  Aemission (NM) Attribution / Interprétation
cod F+ST 1 230 310 Protéines, type tyrosine
edre
F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
F+ST 1 230 310 Protéines, type tyrosine
. . F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
Feuilles de chéne .
F+ST 3 300 420-430 Substances humiques
ST 4 320-330 440-450 -
F+ST 1 230 300 Protéines, type tyrosine
Pommes de terre F+ST 2 280 300-310 Protéines, type tyrosine
F+ST 3 280 340 Protéines, type tryptophane
F+ST 1 230 300 Protéines, type tyrosine
. F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
Vert de poireau .
F+ST 3 280 340 Protéines, type tryptophane
F+ST 4 330-350 430-440 Substances humiques
F+ST 1 230 300 Protéines, type tyrosine
. F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
Blanc de poireau .
F+ST 3 280 340 Protéines, type tryptophane
F+ST 4 350-370 400-430 Substances humiques
F+ST 1 230 300 Protéines, type tyrosine
F+ST 2 280 310 Protéines, type tyrosine
Carotte
F+ST 3 270-280 340-350 -
F+ST 4 350 400-420 Substances humiques
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ANNEXE D : GLOSSAIRE

Adénosine triphosphate (ATP) : Molécule qui fournit par hydrolyse I'énergie nécessaire aux réactions
chimiques du métabolisme. L’ATP est un nucléotide triphosphate servant a stocker et transporter
I’énergie et constitué d’adénosine (adénine et ribose) et de 3 groupements phosphates.

Amidon : Substance de réserve formée dans les cellules végétales effectuant la photosynthése.
L’amidon est un polyoside digestible constitué de deux polymeres : I'amylose et I'amylopectine.

Becquerel : Unité de mesure internationale utilisée pour la mesure de la radioactivité. Le Becquerel
correspond a la désintégration d’un noyau radioactif par seconde.

Biais : Estimation d’une erreur systématique, erreur de justesse [BIPM, 2008]. Le biais de mesure est
la différence entre I'espérance mathématique des résultats d’essai et une valeur de référence
acceptée.

Bioaccumulation : Terme général désignant I'accumulation progressive d’'un contaminant ou d’'une
substance toxique dans un organisme a partir de diverses sources, y compris I'atmosphere, I'eau et
les aliments, jusqu’a obtention d’un état d’équilibre entre accumulation et élimination de la
substance [ASN, 2010].

Carte de contréle : Outil graphique utilisé afin de controler certains paramétres de la méthode
analytique. Ces parametres doivent rester stables ou conformes aux spécifications, compte tenu
d’une certaine variabilité inévitable. La carte de contréle permet de déterminer le moment ou
apparait une cause particuliére de variation du parameétre, entrainant une altération du processus.

Catabolisme : Composante du métabolisme qui regroupe I'ensemble des réactions de dégradations
moléculaires de l'organisme permettant de générer de I'énergie. Les réactions du catabolisme
peuvent étre des oxydations ou des déshydrogénations.

Catalyseur : Elément qui provoque une réaction chimique.

Cellulose : Polysaccharide constitué d’une chaine linéaire de glucose et classé comme fibre
alimentaire. La cellulose est le principal constituant des végétaux et en particulier des paroies des
cellules végétales.

Condition de fidélité intermédiaire : Condition de mesurage dans un ensemble de conditions qui
comprennent la méme procédure de mesure, le méme lieu et des mesurages répétés sur le méme
objet ou des objets similaires pendant une période de temps étendue, mais peuvent comprendre
d’autres conditions que I'on fait varier [BIPM, 2008].

Condition de répétabilité : Condition de mesurage dans un ensemble de conditions qui comprennent
la méme procédure de mesure, les mémes opérateurs, le méme systeme de mesure, les mémes
conditions de fonctionnement et le méme lieu, ainsi que des mesurages répétés sur le méme objet
ou des objets similaires pendant une courte période de temps [BIPM, 2008].

Cycle de Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques : Cycle intervenant dans la respiration cellulaire
dont la finalité est la production d’intermédiaires énergétiques pour la synthese d’ATP. Ce cycle
permet la conversion de I'acide pyruvique, produit de la glycolyse, en dioxyde de carbone et en eau.

Dose absorbée : Energie, exprimée en gray (1 J.kg™), cédée par le rayonnement a 'organe ou au tissu
considéré [Belot et al, 1996].

Dose efficace: Somme des doses équivalentes pondérée par un facteur de risque Wy associé a
chaque organe et représentatif du détriment global. La dose efficace s’exprime en Sievert (Sv) [Belot
et al, 1996].

Dose équivalente : Produit de la dose absorbée par le facteur de pondération Wy attribué au
rayonnement considéré. La dose équivalente s’exprime en Sievert (Sv) [Belot et al, 1996].
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Dose par unité d’incorporation : Dose efficace ou dose équivalente par becquerel incorporé d’un
radionucléide déterminé (Bq.Sv'') [Belot et al, 1996].

Efficacité biologique relative (EBR): Efficacité relative des différents types de rayonnements a
produire un méme effet biologique. L'EBR est définie comme étant le ratio de la dose absorbée
entrainée par le rayonnement de référence (X ou gamma) sur la dose absorbée entrainée par le
rayonnement testé necessaire pour produire une réponse biologique équivalente.

Enzyme : Macromolécule d’origine protéique synthétisée par |'organisme, qui joue le role de
catalyseur biologique en permettant [|'activation ou I’accélération de réactions chimiques. Les
enzymes jouent un réle dans toutes les fonctions, comme la digestion, la purification du sang...

Facteur de pondération W;: Facteur dont la valeur dépend de la nature et de I'énergie du
rayonnement considéré. Le facteur de pondération permet de calculer une valeur de dose produisant
un effet de méme importance pour tous les types de rayonnements. La valeur du facteur de
pondération actuellement attribuée par la Commission Internationale de Protection Radiologique
pour le tritium est égale a 1 [IRSN, 2009b].

Fibre alimentaire : Substance résiduelle provenant de la paroie des cellules végétales constituées de
mélanges complexes de glucides et non transformées par les enzymes de la digestion. La cellulose,
I’hémicellulose et la lignine sont des fibres insolubles dans I'eau.

Fidélité : Etroitesse de I'accord entre les indications ou les valeurs mesurées obtenues par des
mesurages répétés du méme objet ou d’objets similaires dans des conditions spécifiées [BIPM,
2008].

Foliaire : Qui concerne les feuilles des végétaux.

Glucides : Classe de molécules organiques dont la formule chimique est basée sur le modeéle
Ci(H;0),. Les glucides font partie des constituants essentiels des étres vivants et sont I'un des
principaux intermédiaires biologiques de stockage et de consommation d’énergie. Les glucides sont
divisés en familles de composés en fonction du nombre d’unités de base constitutives des molécules
[Siret, 2002]. Les oses, ou monosaccharides, forment ces unités de base, non hydrolysables. Les
hexoses et leurs divers isomeres, notamment le glucose, sont des oses naturels courants. Les
oligosides (ou oligosaccharides, ou holosides) sont constitués d’oses en nombre inférieur a 10. Les
polyosides ou polysaccharides sont des holosides a tres grand nombre d’oses constitutifs. Ils peuvent
étre constitués soit d’un seul et unique ose, soit d’'un motif constitué de plusieurs oses. Les
hétérosides ou glycosides sont des glucides dont I'hydrolyse libére un ou plusieurs oses et un
groupement non glucidique.

Glycogeéne : Glucide complexe constitué d’une longue chaine de molécules de glucose. Il est utilisé
par les animaux pour stocker de I’énergie et permet de libérer rapidement du glucose
(principalement dans le foie et dans les cellules musculaires) au méme titre que I'amidon pour les
végétaux.

Glycolyse : Voie métabolique d’assimilation du glucose et de production d’énergie. Ce cycle
intervient dans la respiration cellulaire et correspond a une série de réactions catalysées par des
enzymes qui dégradent une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate, avec la formation
de 4 molécules d’ATP.

Hémicellulose : Polysaccharide constitué d’une chaine de linéaire de glucose et de chaines latérales
avec différents type d’oses. En plus du glucose, les monomeres de I’hémicellulose peuvent étre du
xylose, du mannose, du fructose, du galactose, du rhamnose ou de I'arabinose. L’hémicellulose est
classée comme fibre alimentaire et est, apres la cellulose, le deuxieme composant des paroies
pectocellulosiques des végétaux.

Homoscédasticité : Terme utilisé en statistique pour désigner I'homogénéité ou [I'égalité des
variances de plusieurs populations d’individus.
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Hormone : Molécule sécrétée par une glande du systeme endocrinien en réponse a une stimulation,
qui permet de transmettre des messages chimiques. L'action d’une hormone sur un organe cible
peut étre une stimulation d’une de ses fonctions ou au contraire son inhibition.

Insuline : Hormone sécrétée dans le pancréas et ayant un role de régulation des substrats
énergétiques (glucose essentiellement).

Justesse : Etroitesse de I'accord entre la moyenne d’un nombre infini de valeurs mesurées répétées
et une valeur de référence [BIPM, 2008].

Lignine : Biopolymére phénolique, la lignine est un constituant fondamental du bois qui renforce les
propriétés mécaniques des tiges, imperméabilise les parois des tissus conducteurs et constitue une
barriére contre les micororganismes pathogenes. La structure des lignines n’est pas complétement
élucidée mais elles sont constituées d’unités p-hydroxyphényles H, guaiacyles G et syringyles S issues
de la polymérisarion des monoligols, les alcools p-coumarylique, coniférylique et sinapylique.

Linéarité : Capacité de la méthode d’analyse, a l'intérieur d’un intervalle spécifié, a obtenir des
résultats de mesure directement proportionnels a la concentration ou quantité de la substance
d’intérét au sein de I’échantillon analysé.

Lipides : Molécules organiques constituant la matiere grasse des étres vivants. Les lipides peuvent
étre divisés en deux groupes : les lipides amphiphiles (lipides de constitution) et les lipides neutres
(réserves énergétiques). Les lipides neutres sont les molécules majoritaires sur le plan alimentaire.
Parmi celles-ci, sont retrouvés les acides gras (acides carboxyliques a longue chaine carbonée) et les
triacylglycérols (TAG — 3 molécules d’acides gras estérifiant les 3 fonctions alcool du glycérol). Les
acides gras sont des substances trés concentrées en énergie, et leur absorption intestinale est
variable en fonction de leur forme. Ainsi, les acides gras libres, liquides a la température corporelle,
sont bien absorbés. La digestion des TAG conduit quant a elle a des mélanges de monoacylglycérols
et de diacylglycérols (mono- ou di-esters d’acides gras et de glycérol) dont I’absorption intestinale est
variable [Siret, 2002].

Log P : Coefficient de partage d’une substance entre I'octanol et I'eau. Le Log P s’exprime comme
étant le logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans |'octanol et dans
I'eau : Log P = Log ([X]octano/ [X]eau). Cette valeur permet d’appréhender le caractére hydrophile ou
hydrophobe d’une molécule.

Lyophilisation : Opération de déshydratation a basse température qui consiste a éliminer par
sublimation la majeure partie de I'eau contenue dans un produit [Marin et René, 2000].

Matériel de référence certifié : Matériel de référence, accompagné d’'une documentation délivrée
par un organisme faisant autorité et fournissant une ou plusieurs valeurs de propriétés spécifiées
avec les incertitudes et les tracabilités associées, en utilisant des procédures valables [BIPM, 2008].

Métabolisme : Ensemble des réactions physico-chimiques se déroulant au sein d’un organisme et
permettant la synthése ou la dégradation des molécules nécessaires au maintien en vie de
I’'organisme, a son développement ol a sa reproduction.

Nucléotide : Elément de base d’un acide nucléique (ADN, ARN) composé d’une base azotée (adénine,
guanine, cytosine, uracyle ou thymine), d’un sucre a 5 atomes de carbone (désoxyribose pour I’ADN
et ribose pour I’ARN) et d’un groupement phosphate fixé sur le carbone 5 du désoxyribose.

Période effective : Temps au bout duquel I'activité dans I'organisme aura été divisé par deux. La
période effective dépend de la période radioactive et de la période biologique:
1/Teff = 1/Tbio + 1/Tradio

Protéine : Macromolécule biologique composée d’une ou plusieurs chaines d’acides aminés liés par
des liaisons peptidiques. Les protéines sont définies par une structure primaire (leur séquence en
acide aminé), une structure secondaire (enroulements ou repliements de certains segments de cette
chaine par le biais de liaisons hydorgéne), une structure tertiaire (contorsions irrégulieres de la
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chéaine via des liaisons hydrogene, ioniques, des ponts disulfures ou encore des effets hydrophobes)
et enfin, une structure quaternaire (appariement possible de plusieurs sous-unités polypeptidiques
pour former une protéine fonctionnelle).

Radionucléide : Isotopea noyau instable dont la désintégration est accompagnée d’un rayonnement
électromagnétique.

Réseau trophique : Ensemble des chaines alimentaires entre espéces qui assurent la circulation de
matiere et d’énergie dans un écosysteme.

Respiration cellulaire : Réaction d’oxydoréduction fournissant I'énergie nécessaire a une cellule pour
fonctionner, grace a la production d’adénosine triphosphate, source d’énergie directement utilisable
par la cellule.

Spéciation : Distribution d’un élément parmi les espéces chimiques définies dans un systéme [IUPAC
recommandations, 2000].

Stomate : Orifice de petite taille situé au niveau de I'épiderme des feuilles et des tiges aériennes des
plantes. Ces structures jouent un role fondamental dans la physiologie de la plante puisqu’elles
permettent de réguler les échanges gazeux (dioxyde de carbone, dioxygene, vapeur d’eau) de la
plante avec I'atmosphere.

Stratosphére : Couche de I'atmosphére se situant au dessus de la troposphére. La limite inférieure de
la stratosphére se situe entre 8 et 17 km et la limite supérieure se situe entre 40 a 60 km d’altitude.
Dans cette zone, la température augmente avec l'altitude suite a I'absorption des rayons ultra-violets
provenant du soleil.

Tissu conjonctif : Tissu dont les cellules sont séparées par de la matrice extracellulaire (le sang par
exemple) contrairement aux épithéliums (I'épiderme par exemple) ol les cellules sont jointives. Ces
tissus constituent la majorité de la masse du corps des animaux et sont impliqués dans les fonctions
de soutien, de protection, de nutrition, de liaison, de réparation des tissus, de mouvement, de
réponse immunitaire, de croissance et de stockage.

Translocation : Processus de transfert de composés organiques et d’autres substances solubles
issues de la photosynthese des feuilles vers les autres organes de la plante , notamment les organes
en croissance (bourgeons, fleurs...) et les organes de réserve (racines et tubercules).

Tritium Organiquement Lié : Tritium incorporé dans les molécules organiques constitutives des
organismes vivants, a partir de I'eau tritié et de processus naturels ou biologiques tels que la
photosynthese ou des échanges isotopiques.

Tritium Organiquement Lié Echangeable : Tritium incorporé dans les molécules constitutives d'un
organisme et substitué a un atome d’hydrogene impliqué dans une liaison chimique faible de type
—OH, =NH, -SH....

Tritium Organiquement Lié Non Echangeable : Tritium incorporé dans les molécules constitutives
d’un organisme et substitué a un atome d’hydrogene impliqué dans une liaison covalente de type
—C-H.

Tropopause : Limite supérieure de la troposphere et limite inférieure de la stratosphere. La
tropopause est la limite de I'atmosphére a partir de laquelle la température cesse de décroitre pour
atteindre une valeur moyenne de -57°C. L’altitude de la tropopause est comprise entre 8 km pour le
régions polaires et 17 km pour les régions équatoriales

Troposphére : Couche de I'atmosphere, représentant environ 80 % de sa masse totale, la plus proche
de la surface du globe. Au sein de la troposphere, la température décroit en moyenne de 6,5°C par
kilometre, jusqu’a la tropopause.

Valeur aberrante : Elément d’un ensemble de valeurs qui est incohérent avec les autres éléments de
cet ensemble.
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ANNEXE E : COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES

E.1. COMMUNICATIONS LORS DE CONGRES — SEMINAIRES

Mesure du tritium organiquement lié : Apport de I'analyse élémentaire, A. BACCHETTA, N. BAGLAN,
J. AUPIAIS, journées des jeunes chercheurs de la société francaise des isotopes stables, 13/10/2011 —
Brest (29) — communication orale ;

Incorporation du tritium dans les végétaux, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, 1% journée
scientifique SRCE, 14/12/2011 — Arpajon (91) — communication orale ;

Etude de I'impact des rejets tritium d’une installation nucléaire sur les doses induites par le tritium
organiquement lié (TOL) présent dans les produits de la chaine alimentaire locale, A. BACCHETTA, N.
BAGLAN, J. AUPIAIS, journée des thésards et post doc de la DIF, 15/03/2012 — Arpajon (91) — poster ;

Analytical speciation of *H in environmental samples, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, 1%
workshop on OBT (organically bound tritium) and its analysis, 23/05/2012 — Balaruc les Bains (34) —
communication orale;

Capacités analytiques pour la quantification et la « spéciation » du tritium dans des échantillons
environnementaux, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, Ecole de Giens 2012 « Tout ce que vous
avez toujours voulu savoir sur le tritium », 14/06/2012 — Presqu’ile de Giens (83) — communication
orale;

Tritium organiquement lié : analyse et compréhension, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS,
Xlllemes journées nationales de radiochimie et de chimie nucléaire, 4-5 octobre 2012 — Nantes (44) —
communication orale ;

Incorporation du tritium dans les végétaux, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, 2°™ journée
scientifique SRCE, 09/01/2013 — Arpajon (91) ;

Tritium organiquement lié (TOL) : Analyse et compréhension, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS,
Journée de I'école doctorale 388, 25/04/2013 — Paris (75) et journée des thésards et post doc de la
DIF, 13/06/2013 — Arpajon (91) — posters ;

Speciation of tritium in environmental samples, N. BAGLAN, A. BACCHETTA, J. AUPIAIS, 2" 0BT
Workshop, 23"-25" September 2013 — Southampton (Grande-Bretagne) — communication orale ;

Speciation of tritium in environmental samples, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, 10"
international conference on tritium science and technology, 21-24/10/2013 — Nice (06) -
communication orale ;

Speciation of tritium in environmental samples, A. BACCHETTA, N. BAGLAN, J. AUPIAIS, 10"
international conference on tritium science and technology, 21-24/10/2013 — Nice (06) ;

E.2. PUBLICATIONS

Le tritium : de I'environnement a ’homme, P. Le Goff, A. Bacchetta, N. Baglan, L. Vichot, P. Guétat,
CHOCS - revue scientifique et technique de la direction des applications militaires, volume 43 (2014)
35-42;

Assessment of elemental analysis method for organically bound tritium measurements, A. Bacchetta,
N. Baglan, J. Aupiais, en cours de finalisation ;

Analytical speciation of tritium in environmental samples, A. Bacchetta, N. Baglan, J. Aupiais, prevue.
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ANALYSE ET SPECIATION DU TRITIUM DANS DES
MATRICES ENVIRONNEMENTALES

Résumé

Cette étude s’inscrit dans le domaine de la surveillance de I'environnement. Elle consiste a
optimiser et valider la procédure analytique de détermination du tritium sous forme organique, et a
identifier les molécules organiques, porteuses de tritium, responsables de son transfert de
I’environnement a I’homme. La démarche s’est organisée en trois temps. Une procédure analytique a
d’abord été mise en place pour déterminer, la teneur en hydrogéne des échantillons, élément clé,
utilisée pour le calcul des activités de tritium organique. L'impact de la séparation des fractions de
tritium organique (I’échange labile) sur la détermination de I'activité de la fraction représentative du
niveau de tritium environnemental a ensuite été évalué. Pour cela, les quantités d’échantillon
solubilisées ont été estimées. Enfin, la spéciation du tritium dans des échantillons environnementaux
a été abordée. Pour cela, les familles de molécules, puis les composés organiques solubilisés lors des
échanges labiles ont été identifiés. Les résultats montrent que la répartition du tritium dans les
organismes dépend a la fois des propriétés de la liaison chimique dans laquelle il est impliqué et des
propriétés des molécules organiques le portant. Les composés identifiés appartiennent aux familles
de molécules constitutives (glucides, acides aminés) de la matiere vivante. Il serait a présent
intéressant d’étudier la répartition du tritium au sein d’un échantillon de I’environnement pour cibler
les molécules d’intérét et étudier de maniere plus approfondie la distribution du tritium dans
I’environnement et son impact, de I'environnement a I’homme.

Mots-clés : tritium, tritium organiquement lié, tritium organiquement lié non échangeable, échange
labile, analyse, spéciation

Abstract

This study deals with environmental monitoring. The main aims are (i) the optimisation of the
analytical procedure for the tritium in organic form determination, and (ii) the identification of the
tritium bearing molecules which are responsible for its transfer from the environment to man. The
study was divided into three stages. First an analytical method was developed to determine
hydrogen content of several samples, which is a key element to calculate accurate organically bound
tritium activities. Secondly, the impact of the organically bound tritium fractions separation (labile
exchange) for the determination of the representative fraction of the level of environmental tritium
activity was then evaluated. For that, the amount of solubilised sample was estimated. Finally, the
speciation of tritium in environmental samples was investigated. Several molecules classes and
organic compounds dissolved in the labile exchanges solvent were identified. The results show that
the distribution of tritium in organisms depends on both properties of the chemical bond in which it
is involved and chemical properties of tritium bearing molecules. The identified compounds belong
to the molecules classes such as carbohydrates or amino acids, constitutive of living organisms. It
would now be of interest to study the tritium distribution in an environmental sample to target
molecules of interest and study the impact of tritium from the environment to man.

Key words: tritium, organically bound tritium, non-exchangeable organically bound tritium, labile
exchange, analysis and speciation




