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Introduction

Le tritium est le seuisotope naturel radioactif de I’hydrogéne. Il est actuelént parmi les
principaux radionucléides émis dans [I'environnement par les industries raies.
L’hydrogene est un des €léments majeurs a la sudada Terre. Il est présent dans tous les
compartimentdiotiques et abiotiques de notre environnement. Il est un élément esdentie
la vie, gu'il soit sous forme d’eau ou de molécuteganiques. Il est constitutif du vivant.
Ainsi, le tritium peut étre présent dans chacugetecompartiments. Mais comment circule-t-

il dans I'environnement a partir de son émission ?

Lors de sa découverte, le tritium était tres difiment perceptible tant sa fréquence
isotopique dans la nature (estimée datmme de tritium pour 18 atomesd’hydrogéne) et
I'énergie de son rayonnement sont faibles. Cepdndlangmentation des rejets de tritium
dans I'environnement, que ce soit au niveau glshék aux essais atmosphériques d’armes
thermonucléaires ou, plus localement, a proximii@ddstries diverses, ont fait surgir des
questions quant & la toxicité du tritium et a gaac#té a étre intégré au vivant. Les recherches
actuelles sur la fusion nucléaire pour la product&®nergie civile et la constructionldER

a Cadarache, entretiennent les débats autour sigses liés a I'émission de tritium dans

I'environnement.

Etant unisotope de I'hydrogene et ayant un rayonnement de faiblergie, le tritium est
réputé peu radiotoxique. Cependant, compte tensadgrande mobilité et de sabiquité,
I'évaluation de son impact sanitaire pourrait étredifiée s'il est capable de se concentrer

sensiblement dans certains compartiments enviroen&mux.

Les écarts de masse entrgfetium et le tritium induisent des différences sensiblass les
propriétés des deuisotopes comme par exemple dans les propriétés physiqaeedu
tritiée par rapport a I'eau : températures de fusmiévaporation mais égalemepiKa ou
cinétique des réactions chimiques. Ces différences soneptibtes d’'induire des processus
discriminants au cours de la circulation du tritiglans I'environnement. La question est de

savoir quelle est 'importance des ces phénomeespiint de vue quantitatif.

Cette question est rendue délicate par la multiatda complexité des mécanismes physico-

chimiques et biochimiques qui concernent I'hydragelans la nature. La diversité de ses
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sources et de ses voies de transferts est un siggplémentaire a la quantification des
rapports isotopiques et a leur comparaison entrgadiments.

Les végétaux, étant a la base des chaines alimen&iayant la capacité de synthétiser de la
matiere organique a partir d’eau (qui peut étteétr) et de dioxyde de carbone, leur tritiation
est I'objet d'un grand nombre d'études. Celles-ot @ermis notamment de mettre en
evidence l'importance de I'exposition des partiésiemnes a de la vapeur d’eau dans la
synthese de Tritium Organiquement Lié (TOL) ou dentrer que I'exposition nocturne est
susceptible d’induire des marquages différents @@x diés a une exposition diurne. La
cinétique de l'intégration du tritium a la matiere sechegalément été étudiée sur plusieurs
especes. Aucune comparaison de la tritiation ddgeaules constitutives du végétal n'a été

publiée a ce jour.

Différentes études ont consisté également a l'dkiposd’animaux ou de cellules a
différentes molécules tritiées (eahicose thymidine, etc.) afin de mesurer les incidences de
ces expositions et de comprendre les mécanismgsieil a été démontré que le trés faible
parcours de I'électron émis lors d&ansmutations d’atomes de tritium conduit a une
distribution hétérogéne dddhisation au sein méme de la matrice ou elle s’est produde.
connaissance de la nature de la molécule tritiéet dépend la probabilité de présence dans
des compartiments critiques du vivant (comme leanogle la cellule) est donc également

nécessaire.

Nous présentons ici une étude d’'un écosystemestegrdes environs du centre CEA de
Valduc, exposé chroniquement a des rejets atmasjpiedrde tritium depuis maintenant plus
de 50 ans. Ces rejets sont réguliers et stablesiddepe dizaine d’années, apres une forte
diminution. L'intérét de ce site d’étude tient essgllement au fait que I'activité tritium y est
suffisante dans la plupart des compartiments enmgmentaux pour étre mesurée avec des
incertitudes de mesure modérées et a I'absencejdes d’'autregadionucléides pouvant
interférer dans les mesures de tritium. Le centrevdlduc étant entouré d’exploitations
agricoles, notamment d’élevage, il y est possilglesdivre la chaine alimentaire d’un cheptel
bovin dans son ensemble (air — eau — alimentst piaduit). L'étude consiste donc a suivre
la tritiation des végétaux cultivés au cours de Eaissance puis de mesurer I'activité tritium

du lait des cheptels nourris, entre autres, aveudgétaux suivis.
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Des données antérieures (de laboratoire, de teainash que celles de la surveillance du site)
fournissent des indications sur les transfertgitiurh entre compartiments. Les questions sur
l'intégration de I'hydrogéne de l'eau dans la nm@i@rganique et sur ldiscrimination
isotopique de I'hydrogene au cours notamment des réactionsmbokgues restent des
guestions ouvertes. Dans cette étude, tout en datldgs différents maillons de la chaine
alimentaire, nous chercherons a aller plus loirsdamétail et dans la réalité de la tritiation de
la matiere organique, sachant que celle-ci conduitdes expositions radiologiques
significativement plus élevées que I'eau tritie@tt€ approche conduit naturellement a se
poser la question de ce qui composd @ du radioanalyste. On verra que cette question
constitue un élément non négligeable dans I'expmesst l'interprétation des résultats de

mesure.

Cette étude vise a répondre a différentes questions

- Quels sont les facteurs qui influencent la cirgatatdu tritium dans un

écosysteme continental ?
- Quelles sont les constantes qui régissent lesfarasgntre compartiments ?

- La tritiation dans un systeme donné est-elle homegeu existe-t-il des

variations sensibles des rapports isotopiques ?

- Est-ce que la tritiation des maillons d'une chaiaémentaire exposéee

chroniquement est constante ou varie-t-elle le begyniveaux trophiques ?

Par une étude bibliographique sur le tritium daesvironnement en général et dans la
biosphére en particulier, nous dresserons d’aborétat des connaissances sur le tritium, ses
constituent I'environnement. Cette partie fourngsdéléments d’information sur les effets
sanitaires du tritium sous différentes formes chums. L'intérét porté aux molécules

organiques tritiées est justifié, ainsi que laididion nécessaire entre elles eTleL .

Nous développons ensuite la démarche expérimeatalge. Nous présentons d’abord les
différentes expériences de laboratoire visant @eala méthodologie nécessaire pour obtenir
des mesures pertinentes du tritium dans les conditde notre étude. Les modalités de

I'étude environnementale sont alors exposées, @&septant notamment les différentes
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exploitations suivies ainsi que les conditions degvements et de mesures réalisés au cours

de la thése.

La premiere partie expérimentale présente lestadswdbtenus concernant la méthodologie de
la mesure et de la métrologie du tritium dans dedgrioes biologiques. L'importance du
stockage ainsi que des conditions du traitementédbantillons est démontrée. Une revue
critiqgue de ladiscrimination isotopique telle qu’elle est présentée dans la littératumenee

de mettre en évidence un écueil dans I'évaluateopelle-ci. Une correction est proposée.

La deuxiéme partie experimentale présente les tedsubbtenus au cours des différentes
campagnes de prelévements de végétaux menéesraudeda these. Ces résultats permettent
de mettre en évidence l'influence de I'espéce auritiation de la matiére séche ainsi que la
corrélation entre la situation géographique deatpale prélévements et les mesures faites sur
le TOL de ces échantillons. Des considérations plus gé#gquant aux méthodes employées
dans les études environnementales sont égalemequéss a la lumiére de certains résultats.
La comparaison de différentes fractions d’'un orgadgétal permet d’apporter des éléments

de réponse sur la constance ou non du rapporpisote.

Dans la derniére partie expérimentale, sont présdas résultats obtenus sur les laits produits
autour de Valduc. La comparaison de la tritiaties thits produits autour de Valduc et, plus
précisément des principales fractions les compdganimatiere grasse caseineslactoseet
protéines sérique} permet d’apporter d’autres éléments de réflesion’homogénéité de la
tritiation dans une matrice donnée. La comparatsasrapports isotopiques des laits pour les
différentes pratiques agricoles permet de prétiséluence de ces dernieéres dans la tritiation
de produits animaux. Le suivi d’'une exploitatiom pves de 3 mois révele I'importance des
variations du métabolisme des animaux sur latidtictelle qu’elle est observée en conditions

d’exposition relativement stables.

La synthese des résultats est alors effectuéedi$dassion est menée sous l'angle des voies
de transferts et d'intégration des molécules g#ti¢eau et molécules organiques) dans les

maillons successifs de la chaine alimentaires. Nwoguons ainsi les facteurs influencant les
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différents transferts entre compartiments telslgjgont décrits dans la bibliographie et qu’ils

apparaissent a la lumiére des résultats obtenoswas de cette étude.

Les limites des différentes démarches ou des edsutibtenus sont présentées afin de
proposer des voies d’amélioration qui permettréotiténtion de résultats plus robustes ou

d’'une portée plus large.

Dans la conclusion, les principaux résultats sgnth&tisés et mettent en avant les apports de
la thése sur la tritiation d'un écosysteme contialeen situation d’exposition chronique. Les
considérations plus générales qui ont été lesaivsd nécessaires a I'étude environnementale
sont également soulignées. Nous proposons deseptx@s de recherches telles qu'elles

nous apparaissent a la lumiére de notre travail.
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Partie 1 - Le tritium dans la biosphére
Etat des connaissances

Le tritium (T ou®H) est lisotope radioactif de masse 3 de I'hydrogéne.dgai-vie est de
4500 jours = 8 jours (soit 12 ans et 4 mois) (Luetb/nterweger, 2000 ; Unterwegetr al,
1980) et émet urayonnementf de faible énergie (Fyenne 5,7 keV et kax= 18,6 keV) et
unatomedHe. Le parcours maximal de son rayonnement estrdm%ians I'air et de 6 um
(0,56 um en moyenne) dans l'eau et les tissus digples (Hill et Johnson, 1993). On estime
la teneur moyenne du tritum dans la nature aatome de trittum pour 1& atomes
d’hydrogéne (Grosset al, 1951).

Le tritium a les mémes propriétés chimiques quesie®pesstables de I'’hydrogéne (Grosse
et al, 1951). Il peut donc intégrer toute molécule hgdmée (IRSN/DEI, 2010 ; Stan-Sieh
al., 2009). Avec une différence de masse importargetd€tir 3), mais un rayon atomique
voisin : rayon de Van der Waals = 1,09 nm (Lid@0&), la question de ldiscrimination
isotopique du tritium par rapport aux autrasotopes de I'hydrogene est une question
d’actualité, qui anime la communauté scientifique Tableau 1-1montre quelques unes des
différences de propriétés physiques observées Eatne formée de différentsotopesde

I’hydrogéene.

Tableau 1-1 : Propriété physigues d’eaux aux compi®ns isotopiques différentes (Jacobs, 1968)

H,O DO HTO T,0
Densité maximale (g ci 1,000 1,106 1,215 (1)
Masse molaire (g md) 18,0153 20,0275 (2) 20,0235 22,0315
Température de fusion (°C) 0,00 3,81 4,48 4,48
Température d’ébullition (°C) 100,00 101,42 101,51 101,52 (1)
Paint triple (°C) 0,01 3,82 2,25 4,49 (1)
pH a 25°C 7,00 7,41

(1) (Belovodskiet al, 1985)- (2) (CRC, 2008)

Lors de la substitution isotopique dans Uiaéson covalente il N’y a pas de variation des
termes énergétigues de nature électronique. Emcbea les mouvements vibrationnels,
rotationnels et translationnels, liés a la massaatiames sont modifiés, a la fois pour I'état
fondamental et I'état de transition. lEgure 1-1 représente graphiquement l'effet de la
substitution isotopique sur la vibration molécwgagt I'énergie d’activation pour la réaction
A-H + C > A + C-H. On estime généralement que le tritiumraesins rapidement intégré
gue leprotium dans une molécule mais qudia&gson covalenteest plus stable (Grosse¢al,
1951). Cependant, les situationdiytirogénation et dhydrolyse (biotique/abiotique, avec

10
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ou sanscatalyseur, etc.) sont multiples dans le vivant et peuvenidcire a des situations

contrastées (Kirchmann, 1972 ; Klinman, 2006).

4 4
£ 5
E 2
& &
A+ C-H A+C-H
Coordonnées de la réaction " Coordonnées de la réaction -
(a) {b)
K/IK'>1 k/k'<1

Figure 1-1 : Profil de I'énergie libre pour la réadion A-H + C - A + C-H. Les vibrations moléculaires du
substrat marqué (A-H vs. A-D vs. A-T), du produit marqué (C-H vs. C-D vs. C-T) et de I'état de transion
(A--H--C vs. A--D--C vs. A--T--C) sont superposéeau potentiel énergique global de la réaction. Danls
Figure 1-1 a, les fréquences vibrationnelles de tat de transition sont diminuées comparées a cella®e
I'état fondamental. Dans la Figure 1-1 B, elles soraugmentées. (Klinman, 2006)

Compte tenu de la nature et de la faiblesse deass@mnement, le tritium conduit uniguement
a uneexposition interne (Hill et Johnson, 1993). Celle-ci intervient edsslement apres
ingestion d’eau tritiée ou de molécules organiquiges ou encore par inhalation et par
absorption cutanée, surtout pour les travaillewsdcléaire (Cawleyet al, 1985 ; ICRP,
1979 ; Osborne, 1966).

Rapidement aprés la découverte du tritium par Rigreeen 1934, il a été mis en évidence
gue le type de molécule tritiee a laquelle lesviatlis sont exposés (Konig, 1990 ; Smith,
1986), ainsi que lforme isomérique de ces molécules (Balon@t al, 1993) et la position
de l'atome de tritium (Balonovet al, 1993 ; Katzet al, 1965), a une incidence sur le
métabolisme (Furuno-Fukusat al, 1987 ; Takeda, 1991) et donc les effets radiologs et

sanitaires.

Dans la synthese bibliographique qui suit, lesgypi@les questions liées a la radioprotection

du tritium seront passées en revue afin de mattévelence les lacunes actuelles.
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Partie 1 - Le tritium dans la biosphére
Etat des connaissances

1. Meétrologie du tritium

La faible énergie du rayonnement du tritium ainge d’'omniprésence et la trés grande
mobilité de I'hydrogéne dans la biosphere rendertessaire un soin particulier pour la

gestion des échantillons, depuis leur prélevemesafy'a l'interprétation des mesures.

1.1.Prélevements et stockage des

échantillons

Il 'y a pas a I'heure actuelle de procédure steshg@ur I'échantillonnage et la préparation
d’échantillons tritiés (Boyeet al, 2009b) bien que des comparaisons interlaborataiient

mis en évidence des variations dues aux différemggkodologiques (Workmaat al, 2005).

Un échantillon destiné a une mesure du tritium défondre aux criteres usuels d'un
échantillon destiné a des mesures physico-chimiguesiologiques : il doit posséder les
mémes caractéristigues que le compartiment qu'encble a étudier afin d’étre représentatif
(Wood et al, 1993). Le prélevement doit ainsi permettre cetésentativité et le stockage

garantir le maintien de ces caractéristiques justpumesure.
1.1.1. Prélévements

Le tritium étantubiquiste, il est susceptible d’étre présent dans la gram@gorité des

compartiments environnementaux, essentiellemers fome d’eau.

1.1.1.1 Prélevements d'eau

1.11.1.1 Eaux de surface

Pour étre représentatifs, on considére que legyélents des eaux de surface doivent étre
faits a une profondeur limitant les perturbatiages aux interfaces (entre 50 cm au-dessus du
fond et 50 cm sous la surface) et dans une zorardelence naturelle (au milieu du cours
d’eau, en aval d'un pont) mais sans perturbatichamditions d’écoulement comme celles
provoguées par un pilier de pont, une souche berge (AFNOR, 2007, 2008).

12
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Afin de limiter les influences extérieures, le prn@ur est d’abord rincé a I'eau du lieu de
prelévement, puis le flacon dans lequel I'échamtilsera conditionné. Celui-ci est rempli au

maximum afin de ne pas laisser d’air.

1.1.1.1.2 Eaux souterraines

L’eau d’'unerésurgenceest prélevée aussi proche de la source que pessiblflacon est

préalablement rincé a I'eau du prélevement puigpleentierement.

Le prélévement dans un forage doit tenir comptecdesctéristiques de celui-ci (notamment
coupe technique et diamétre) afin d’adapter le rietétilisé. Pour chaque prélevement, le
matériel et le flacon sont d’abord rincés avant gaedernier ne soit rempli entiérement.
Apres chaque prélévement, le matériel est rincé ane eau de référence puis essuyé (ISO,
2009). Le prélévement doit étre fait dans des d¢wmrdi limitant les perturbations, le
rabattement (baisse localisée du niveau de la ndppeau pompage) et les apports exogenes
dans le forage (AFNOR, 2009).

1.1.1.1.3 Eaux de consommation

Lorsque l'eau de consommation est prélevée a untpe consommation, le point de
prélevement doit étre choisi pour éviter tout rssgle pollution extérieure. De I'eau doit étre
tiree en quantité suffisante pour purger les caatatins avant le prélevement (laisser couler
'eau 2 a 3 minutes) (IAEA, 1989 ; ISO, 2006).

1.1.1.14 Eaux de pluie

La localisation des collecteurs d’eau pluviale assune absence d’obstacle naturel ou
artificiel aux précipitations. Le volume des cotlars est déterminé en fonction de la
pluviométrie maximale enregistrée. Une grille arlleouchure du collecteur permet de se
prémunir des retombées de matiére organique @sliibu autre source de biais (AFNOR,
2001c). Afin de limiter les échanges entre I'eaélg@rée dans les collecteurs et I'atmosphere,
une fine couche d’huile minérale peut étre intreelavant le prélevement afin d’isoler I'eau

pluviale de I'eau atmosphérique (Woetlal, 1993).
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1.1.1.2 Prélevements d’air

On peut distinguer trois types de prélévements @nivue d’'une mesure du tritium : ceux
basés sur une eau faiblement triti€e qui se méveatent ou passivement, a I'équilibre avec
'eau atmosphérique, les piéges froids et ceuxarapeau par des desséchants solides (Wood
et al, 1993).

1.1.1.21 Les pieges a eau faiblement tritiée

On distingue deux types de prélevements reposaniesu faiblement tritiée : les préleveurs

passifs et ceux actifs.

Les préleveurs passifs reposent simplement sur amanéllon d’eau faiblement tritiée
(éventuellement mélangé a de I'éthylene glycolpdés® au lieu de préléevement. L'eau du
systeme se met passivement a I'équilibre avec l&mosphérique ambiante (Davis, 1997 ;
Wood et Workman, 1991). Cependant, dans les comnditienvironnementales ou la
concentration varie rapidement et ou I'eau liquadea tendance a s’évaporer, l'intérét de ces
systemes parait limité.

Le barbotage est actuellement la méthode de prélevement dwntridans l'air la plus
utilisée. Le principe de cette méthode est de pe¢la débit constant I'air ambiant et de le
diffuser dans une eau initialement faiblement &eti Par affinité chimique, l'eau
atmosphérique est piégée par I'eau liquide a teagiecule I'air (Osborne, 1973). Désormais,
les systémes généralement employés permettent darendu tritium atmosphérique quelle
gue soit sa forme chimique : apres avoir traverBacdns remplis d’eau en série, I'air pompé
circule a travers un four dkydation catalytique dans laquelle les autres espéces chimiques
tritiees présentes dans I'atmosphére (essentietleM€E, plus rarement CH) sont oxydées

en eau tritiée qui peut alors étre pieégée a sandans deux autres flacons remplis d’eau non-
tritiée connectés en série. L'eau des flacons eshtenue a basse température (autour de
4°C) afin de limiter I'évaporation durant le préégment.

L’activité volumique de chaque flacon est alors onés et additionnée par série. En
rapportant les deux activités en HTO et en ga@s$riau volume d’air prélevé dans la période
déterminée, on obtient I'activité tritium de l'atsphére en HTO d’une part et dans les autres
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formes d’autre part (HT ou autres formes organiquastiles). Les premiers flacons de

chaque série (les pots 1 et 3) piegent environ @& %eau qui les traverse.

Le principal inconvénient de cette meéthode est laéel du préléevement nécessaire en
conditions environnementales. Dans les situatiansutveillances de site, arbotage se

fait généralement sur une semaine, voire deux. rdesure sur quelques heures ne peut se
faire qu’avec des concentrations de I'air en tnitinien plus élevée$igure 1-2).

16
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Figure 1-2 : Activité atmosphérique en HTO et tempsle barbotage minimums théoriques pour atteindre
le seuil de décision (2,4 Bq't) dans le premier pot de prélévement (a une tempétare de 20°C et & 60 %
d’humidité relative, débit de prélévement de 30 L H, 150 mL d’eau initialement dans le flacon)

1.1.1.2.2 Les pieges froids

Le principe de ce groupe doutils consiste en lademsation et le piégeage de l'eau
atmosphérique sur un point froid. Généralemenerapérature de cet équipement est bien en
dessous de 0°C afin d'optimiser le rendement dgepiet de limiter les risques de ré-

évaporation de I'eau une fois celle-ci condensée.

Dans les formes les plus simples, l'air circulegpamment autour du point froid. Dans les
outils plus élaborés, I'air est pompé a travergaimangeur qui constitue le point froid. Dans
le premier cas, il est nécessaire de connaitreggidmétrie moyenne de l'air au cours du
prélevement afin de pouvoir convertir I'activité lwmique de I'eau condensée en activité

tritium par volume d’air. Dans le second cas, conpoer barbotage, le volume d’air pompé
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peut permettre de faire cette conversion (si oneade rendement du piégeage proche de
100 %). Il est cependant préférable de connaitedeédwent I'hygrométrie de l'air pour

améliorer la précision de la mesure.

Ces pieges peuvent étre a l'origine de biais dassirhation de l'activité volumique de la

vapeur de I'eau de I'air, du fait de I'enrichissemisotopique de la phase condensée.

1.1.1.2.3 Les piéges secs

Ces systémes de prélevement d’eau atmosphériquasient des desséchants solides (type
silicagel) (lida et al, 1995 ; Pattonet al, 1997) ou des tamis moléculaires (Okai et
Takashima, 1989 ; Udat al, 2006) pour extraire I'eau (ou d’autres gaz comime

dihydrogéne et le méthane apres les avoir oxydda)stocker le temps du prélévement.

L’inconvénient de ces systémes est qu'wliscrimination isotopique apparait lors de la
désorption des pieges (généralement par chauffd@ggu extraite est appauvrie en tritium
alors gue la fraction adsorbée est enrichie. Lardgudraction adsorbée peut étre estimée, des

corrections peuvent étre apportées (Rostai, 2000).

1.1.1.3 Prélevements biologiques

L’étude du tritium dans des matrices complexesesgth a la multiplicité des molécules dans
lesquelles le tritium peut se trouver et a la capaxctuelle de séparer ces différentes especes
chimiques a des échelles permettant de mesurdivitadritium. Il reste de fait a améliorer la
connaissance des activités et des transferts tiluntrdans I'environnement et notamment le

long de la chaine alimentaire (Collége de 'ASN,®0

Pour ce faire, des plans déchantillonnages dans les différentsmgartiments
environnementaux doivent étre incontestés et pastagn particulier, le choix des espéeces
animales et végétales a mesurer doit étre revudditever tout biais d’espece.(College de
I'ASN, 2010). La localisation de I'échantillon éstlispensable pour interpréter les résultats et
pour effectuer les préléevements ultérieurs. L'séition de cartes géographiques et/ou
d’équipements de positionnement est donc impérathes prélévements doivent étre
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représentatifs de I'espece et de la localisatidardenée en évitant par exemple les bordures
de parcelles ou les autres conditions particuli@ddNOR, 2001c, b, a). Les prélévements
doivent étre adaptés aux mesures prévues (notantmenasse suffisante pour les différentes

mesures prévues) (IAEA, 1989).

Les flacons et le matériel de prélevements doiyméserver I'échantillon de pertes par
absorption sur les parois, évaporation, et écharfgegiculierement sensibles pour les
analyses du tritium) ainsi que de la contaminatiper des éléments extérieurs de

I'environnement ou du conteneur (AFNOR, 2001a)

En cas de prélevement répété, il est nécessaiifectiger les prélevements au sein d’'une zone
homogene afin de limiter I'effet de variabilité sipée. Le prélevement ne se fait pas pendant
ou immédiatement apres une période de précipitatiode rosée. Les parties aériennes sont

prélevées au moins 2 cm au dessus du sol. (AFNQOGQ)2

Le lait doit étre prélevé aussi tot que possibleesda traite pour limiter les risques de

contamination par I'environnement (IAEA, 1989)

Afin de garantir la conservation de I'échantillainest conseillé de rapidement procéder a la
lyophilisation ou a l'étuvage des échantillons pour la préparation de la mats@ehe. Le

rapport masse seche sur masse fraiche est caddthOR, 2000).

1.1.2. Stockage des échantillons

Les échantillons dont I'activité tritium doit étreesurée sont conditionnés dans des flacons
étanches, ne pouvant pas induire de contaminati@rpouvant pas absorber une partie de
I'échantillon ou réagir avec certains de ses com@poke contenant doit étre hermétiguement
fermé pour éviter toute contamination de I'ambiaegé&rieure. Si I'échantillon ne peut pas
étre traité rapidement, il doit étre placé au g&rateur ou au congélateur pour limiter les
risques de dégradation de I'échantillon (AFNOR, 2200 Dans ce cas, le flacon doit étre
adapté aux températures négatives (étre en polgéthypar exemple) (IAEA, 1989). Le
transport entre les lieux de préléevement et dekafge ou traitement doit se faire dans les
meilleurs délais (AFNOR, 2001a). Il est préfératideremplir au maximum le contenant pour
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limiter les échanges entre I'’échantillon et I'air fiacon durant le stockage . Il faut noter que

le tritium est connu pour diffuser a travers lesomades flacons et des autres conteneurs
(Okada et Momoshima, 1993). Il est donc consel@dubler le flaconnage, par exemple en

insérant le flacon de prélévement dans une pockigtye doublement soudée (Pointurgr

al., 2002).

1.2.Méthodes de mesures du tritium

On distingue différentes stratégies de mesurestilunt :

- par la différence de masse aveptetium : AMS (Dogaruet al, 2011 ; Stan-
Sionet al, 2009)

- par microcalorimétrie (Gatti, 2001)
- par la différence dans I'absorption des infraroug@asnty et Reversat, 1973)

- par la mesure desiyonnementsf” émis lors de la désintégration du tritium

comme dans les chambresodisation (Osborne et Coveart, 1977)

- par la mesure de la quantité e produit par la désintégration du tritium.

On ne développera ici que les deux seules méttopdesont actuellement les plus employées
dans les mesures du tritium en conditions envirorergales : la scintillation liquide et la
spectrométrie de masseHe. Les autres méthodes sont généralement pérsaljsfeune

limite de détection bien supérieure aux activitdgr®nnementales.

1.2.1. Scintillation liquide

Le principe de la mesure par scintillation liquelt de convertir les rayonnements émis lors
de la décroissance de I'élément mesuré (un éleaeors le cas du tritium) en photons

détectables et quantifiables.

La nature de la solution & mesurer est détermirdante le rendement de la mesure. Pour des
mesures de faibles activités, le rendement optasiabbtenu sur une eau pure. En fonction de
la nature initiale de I'échantillon, des prétraitts peuvent étre ainsi nécessaires pour
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atteindre cet objectif notamment si les impuretéguent d’'induire un affaiblissement
lumineux trop important (AFNOR, 2011) ou au contades signaux parasites (thermo-,
électro- ou chimiluminescence) (Guégatal, 2008). La purification est généralement opérée
par distillation mais la filtration fine donne égaient de bons résultats (Sakuetal, 2003 ;
Taranconet al, 2010). La préparation doit étre faite aussi tde goossible apres le
preléevement (AFNOR, 2004, 2011).

L’échantillon est mélangé intimement avec le liguatintillant. Celui-ci est un mélange d’'un
solvant (voire également d’'un solvant secondairdoaetion de la nature de I'échantillon),
d'un scintillateur et d’autres additifs. Le solvaimimaire est essentiellement le support des
scintillateurs. Ses caractéristiques doivent daemngttre le transfert maximum de I'énergie
gu’elle soit celle du rayonnement initial ou desfams produits par les scintillateurs. Ce sont

généralement des solvants organiques aromatiques.

Un blanc est réalisé avec une eau dont 'activité est ehmsie que possible dans les mémes
conditions que le(s) échantillon(s) a mesurer : mégpe de flacon de comptage, méme
géométrie de remplissage, mémes proportions emtpeide d’essai et le cocktail scintillant,
stabilité de température du matériel de détectiomakeur de l'indicateur d’affaiblissement
lumineux incluse dans la courbe d'étalonnage. ividétmesurée sur delanc est déduite de

I'activité mesurée sur I'échantillon (AFNOR, 2011).

Dans les conditions optimales de mises en ceuvrdimite de détection peut atteindre
1 Bq L* (Pointurieret al, 2003). Cependant, pour un comptage de 200 mirddaas un
tricarbotrimétre type PerkinElmer Tri-Carb 2910 TR, une limite d&ettion & 5,6 Bq L

est raisonnable.

Pour améliorer la capacité de quantification dtium par scintillation liquide dans les
échantillons de tres faible activité, il peut grecédé a un enrichissement électrolytique en
amont de la scintillation liquide. Lors de cetteemion, |électrolysede HO a la cathode est
plus efficace que celle du HTO. Il en découle uaecentration progressive du HTO dans
'eau électrolysée (Bogeat al, 1973). Un gain d'un facteur 10 a 15 peut étreimittpar
électrolyse (Plastinoet al, 2007), permettant méme un enrichissement d’utedacl00 en
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procédant a deux étapeséldctrolyses successives (Baglan et Ansoborlo, 2010) mais

nécessite alors de grandes quantités d’échantifidiandet al, 1993).

1.2.2. Spectrométrie de masse *He

Le principe de la mesure pspectrométrie *He est simple : un échantillon est conditionné
dans une enceinte «tirée » au vide (pour notamieetégazer), scellée puis stockée durant
une période suffisante (en fonction de la masséédbantillon et de son activité tritium)
avant d’étre connectée a spectrometre de masseour mesurer la quantité de 3He produite
lors de la décroissance du tritium durant le stgekdean-Baptistet al, 2010).

L’activité tritium de I'échantillon peut alors étdgduite :

A = /1N(3H<i)tT
mil-e™) 1)
avec :
- At I'activité massique de I'échantillon (en BqRg
- (CHe) est la quantité d#e produit lors de la décroissance du tritium (et)m
- m est la masse de I'échantillon (en kg)
- A est la constante radioactive du tritium

- t le temps de stockage.

Cette technique permet de mesurer de trés failesunx d’activité : pour un échantillon de
20 g stocké 3 mois, limite de détection généraldnatteinte par I'équipe du LSCE (CEA
Saclay) est de 0,15 Bq kdJean-Baptistet al, 2010). Cependant, en augmentant la masse
d’échantillon stocké et/ou le temps de stockagéte demite peut étre encore diminuée :
0,35 mBq L* dans (Woockt al, 1993), 0.01 Bq L dans (Belogt al, 1996).
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1.3.La mesure du tritium dans des matrices

complexes

Les matrices biologiques sont complexes du pointwede la mesure du tritium. En effet,
elles sont généralement composées d'eau et durietuda de molécules hydrogénées
(organiques ou minérales) susceptibles d’étre éuale tritiees. Les techniques mises en
ceuvre pour discriminer ces différentes formes duigére pertinentes par rapport a I'objectif
de la mesure: du contrdle de routine ? du suiwirennemental ? de la recherche

fondamentale ?

Actuellement, que ce soit dans les suivis enviromr@aux ou les expériences en conditions
contrblées, lI'analyse du tritium dans les matribéslogiques, particulierement lorsque la
mesure du tritium se fait par scintillation liqujdsuit une logique présentdagure 1-3
(Baglanet al, 2010).

. Combustion ey
Echantillon > Mesure tritium total
Lyophilisation [7]  Eau libre Mesure eau tritiée HTO
i Combustion

Matiére séche Mesure tritium organiquement lié

TOL total

Echange lahile

-blEau utilisée pour échange|—>

y

Récupération fraction solide

Mesure TOL-E échangeable

Lyophilisation
Combustion et distillation de I'eau

Fraction solide seche

Mesure TOL-NE non-échangeable

Figure 1-3 : Schéma d’analyse du tritium dans lesohantillons de I'environnement
(Baglanet al., 2010)
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1.3.1. L’oxydation

En regle générale, la mesure du tritium pour ldsétllons qui ne sont pas dsslutions
agueusegpasse par lewxydation compléete en eau afin de pouvoir recourir a latslgition
liquide dans des conditions satisfaisantes. Getiglation se fait soit par une combustion

plus ou moins rapide de I'échantillon dans de |p0Or, soit paoxydation acide.

La plupart des échantillons environnementaux sgptlés par combustion dans de I'oxygene
pur en exces. Ainsi, toute I'eau produite lors deréaction provient exclusivement de
I’ oxydation de I'hydrogéne de I'échantillon, quelle que fatfeame d’origine. Deux types de

systeme sont employés actuellement :

- les systémes sous pression (type bombe Parr) @tiah, 2013 ; Workmaret
al., 2005) : I'échantillon est inséré dans une eneenti est hermétiguement
fermée, tirée au vide puis remplie d'@ur. L’échantillon est alors brdlé en
conditions de surpression. L'eau est soit évacugdemceinte et récupéree

dans un piege froid soit directement condensée ltarinte.

- Les systemes sous flux d(ou de mélange £Ar) (Baglanet al, 2005 ;
Cossonnetet al, 2009 ; Pointurieret al, 2002 ; Pointurieret al, 2004) :
I’échantillon est inséré dans une enceinte ferméang de ses extrémités et
prolongée a l'autre par un piege froid. Le systagebalayé en permanence
par un flux d'Q en exces (ou de mélange-Ar). Une ou deux unités
chauffantes (fours tubulaires) permettent datteindles températures
nécessaires a une complé&rydation de I'échantillon. La partie du tube
proche de I'exutoire des gaz peut étre remplie datalyseur (comme de
I'oxyde de cobalt) afin de parfaireokydation. Les gaz produits dans le tube
passent dans un piege froid dans lequel I'eau selerse. Les autres gaz

s’échappent.

Desoxydations « humides » sont employées de facon anecdotigndanction de la nature
de I'échantillon, un ou plusieurs traitements sappliqués afin d’aboutir a uraxydation de
I’échantillon aussi compléte que possible (Bogeal, 1973 ; Commerford et Carsten, 1977 ;
Environment Agency, 2005).
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Quel que soit le mode akydation utilisé, les eaux obtenues doivent généralemenat ét
neutralisées (ajout de peroxyde de sodium et/omameganate de potassium) et purifiées
(généralement par distillation) avant la mesurespattillation liquide (Hisamatsat al, 1990

; Woodet al, 1993).

1.3.2. L’extraction d’eau

Plusieurs étapes présentées danbidgaire 1-3 nécessitent la séparation de I'eau et de la

matiere séche. Pour ce faire, au moins une desitpas suivantes est employée :

- La filtration : elle permet de séparer rapidementfacilement une part
importante de la matiére seche, sauf la fractidmbd® qui passe dans le filtrat.
Le biais induit dépend des modalités de la filnat{seuil de coupure du filtre
utilisé) et de la nature de I'échantillon traitéa(@hetteet al, 2012). Le retentat

et le filtrat nécessitent donc un traitement comnmastaire.

- La distillation : elle peut étre mise en ceuvre @spion atmosphérique ou sous
pression réduite. Sous pression réduite, il essglossible de procéder a la
distillation a des températures plus basses queéaspn atmosphérique. Cela
permet ainsi de limiter le risque de dégradatios awlécules organiques et
donc de contamination de I'eau distillée par deslpits pyrolytiques (Wooét
al., 1993).

- la distillation azéotropique permet I'extractionngoléte de lI'eau libre des
échantillons a des températures plus basses diistiliation (Baumgartner et
Donhaerl, 2004 ; Baumgartner et Kim, 1990 ; Baunmggiret Kim, 2000 ;
Baumgartneet al, 2009 ; Kimet al, 2008 ; Moghisset al, 1973 ; Woodet
al., 1993). Cependant, du fait de la mise en ceuvreodgosés organiques,
cette technique présente un risque de contamindéda matiere seche par les
produits utilisés.

- La cryodessiccation olyophilisation consiste en I'extraction de I'eau d’'une
matrice parsublimation (AFNOR, 1997 ; Diabaté et Strack, 1997 ; Kim et
Baumgartner, 1991 ; Wooet al, 1993). Cette technique présente les mémes
avantages que la distillation sous pression rédnées permet de déshydrater

efficacement a peu prés toutes les matrices biplagi.
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2. Echange labile

Dans la matiere seche, I'hnydrogéne (et donc leitnix peut étre lié a destomesde carbone
ou a deshétéroatomes(essentiellement azote, oxygéne ou soufre). Dagsdmier cas, on
considére que la liaison est stable et qu'elle e jusqu’a Bnabolismede la molécule.
Dans le deuxiéme cas, on parle d’hydrogene labitecelui-ci se met en équilibre isotopique
avec les autres hydrogénes labiles de son envinoemte proche. Lalabilité de ces
hydrogenes a été mise en évidence tres tot aprééclauverte du tritium (Hamill, 1937 ;
Hamill et Freudenberg, 1935). Lorsque du tritiunh les a des hétéroatomes, on parle de
Tritium Organiquement Lié échangeabl&@OlLe) ou exchangeable Organically Bound
Tritium (eOBT). Lorsque du tritium est lié & atome de carbone, on parle alors de Tritium
Organiquement Lié non-échangeablEO(Lne) ou non-exchangeable Organically Bound
Tritium (neOBT)

Compte tenu de la labilité du tritium lorsqu’il é&t a unhétéroatome il semble nécessaire
de le distinguer des tritiums non-échangeables peuivent perdurer longtemps dans la
biomolécule a laquelle ils sont liés. Lors de llgsa, on procede a utchange labilepour
opérer cette distinction. Le principe est simphaettre en contact la matiére séche de la
matricé étudiée avec une quantité d’eau non triéffisante pour que, par la mise en
equilibre entre I'eau non tritiée et TOLe, il y ait dilution duTOLe et que celui-ci soit

négligeable devant [EOLne.

Deux techniques sont généralement utilisées. Danggdmiere, on fait traverser la matiere
seche finement pulvérisée par un flux de vapeuwdien-tritiee. L’eau est récupérée dans un
piege froid aprés son passage dans la matiere sichen activité volumique peut étre
mesurée. L'opération est arrétée lorsque cellestisaffisamment basse (Guénot et Belot,
1984 ; Saueet al, 2009 ; Schimmelmann, 1991). L'autre méthode ctasn le mélange de
la matiere seche finement pulvérisée avec de I'man-tritiée en quantité suffisante
(généralement 10 fois la masse de I'échantillor). déensemble est maintenu en contact de
24 h a 72 h puis I'eau est extraite du mélange IéBegf al, 2008 ; Baumgartnezt al, 2009 ;
Kim et Korolevych, 2013). Cette opération peut éeétée si besoin.
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Comme la deuxiéme méthode est plus rapide questaipre (échange Wophilisation : 5 a
7 jours contre plus de 3 semaines pour la prenmerénode), elle est généralement préférée
(Kim et al, 2008 ; Pointurieet al, 2004).

Cependant, il a été mis en évidence qu’une paiéhgdrogéne labile ne se mettait pas en
équilibre avec l'eau d’échange quelle que soit lathode employée (Baumgartner et
Donhaerl, 2004 ; Baumgartneat al, 2009). Cela est attribué au fait que les grosses
biomolécules, notamment la celluloseADN ou les grosses protéines, sont susceptibles
d’avoir des conformations tertiaires et/ou quateesadans lesquelles une partie de leur
hydrogene labile est inaccessible a I'échange.e(fediction est qualifiée deuried tritium
(que nous traduirons ici pdritium enfoui). Ce mécanisme perturbe donc la mesure du
TOLne et donc durOLe (College de I'ASN, 2010).

Pour contourner ce probleme, certains auteurs neunmet que leTOLt (Tritium
Organiquement Lié total o®@BT pourtotal Organically Bound Tritiuthet leTFWT * (pour
Tissue Free Water Tritiunte tritium dans I'eau libre de la matrice consé et déduisent le
TOLne de la fraction labile d’hydrogene de la nrconsidérée (généralement entre 15 % et
50 % de I'hydrogene de la matiere séche) eTWFT, en considérant ainsi que I'équilibre
isotopique est parfait entre T&WT et leTOLe (Jean-Baptistet al, 2010) :

Arotne = Aot = Pore (Arewr) )
avec :
- AroLne 'activité volumique de I'eau de combustion @@Lne (en Bq L)
- Aot I'activité volumique de I'eau de combustion 0Lt (en Bq L)
- % la fraction labile de I’hydrogéne de la matricar(s unité)

- Atrwr I'activité volumique de I'eau libre de la matrien Bq I_'l)

! Le terme TFWT n’est pas pertinent si on en fattdauction littérale (puisqu'il néglige I'eau cenue dans les
vaisseaux des plantes par exemple). Dans ce mémdt&T est utilisé pour dénommer la totalité dealie
native de la matrice utilisée, comprenant ainsid'ébre et I'eau liée.
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3. Le tritium dans

I'environnement

3.1.Emissions de tritium dans

I'environnement

3.1.1. Les sources naturelles

L’essentiel de la production naturelle de tritiuenfait dans la haute atmosphere (entre 10 et
30 km d’altitude). A ce niveau, les rayonnementsnuigues (protons et neutrons) réagissent
avec lesatomes d’'azote 14 et d’oxygene 16 (Hill et Johnson, 1993y fait de ces

interactions, le tritium naturel est dit cosmogé&eiq

14N +N— 3H +12C

160 +N— 3H + 14N
1N + p— 3H + produits
%0 + p— *H + produits

(Okada et Momoshima, 1993)

Les noyaux de tritium produits en haute atmosphésgissent surtout avec lesomes
d’hydrogéene pour former des molécules d’hydrogéitié {Balonovet al, 1974 ; Belott al,
1996). A plus basse altitude, ils sont principaletriacorporés par les molécules d’'eau et
forment alors de I'eau tritie¢dTO) qui se mélange avec les eaux atmosphériquedles de
surface (Hill et Johnson, 1993).

La production naturelle de tritium est évaluée & P0an (Elwood, 1971 ; UNSCEAR,
1977).

Du tritium est également produit dans la crolteettre par I'action de neutrons sur du
lithium (°Li). Cependant cette voie de production du tritiseamble anecdotique par

comparaison avec la source atmosphérique (Okddarebshima, 1993).
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On estime le stock naturel de tritium a 3,5 kgrdeimn.

3.1.2. Les sources anthropiques

La principale origine du tritium anthropique est lémanence des essais nucléaires
atmosphériques qui ont eu lieu essentiellemene dr@b2 a 1963Hgure 1-4) ou pres de 650
kg de tritium ont été émis dans I'atmosphere (Betal, 1996). On estime qu’il reste environ
28 kg de ce tritium en 2013 (Guétat, 2007), esskernent sous forme d’eau ou @®Lne,

lorsqu’il a été incorporé dans les cernes d’arbres.
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Figure 1-4 Evolution de la teneur en tritium dans’eau de pluie de 1958 a 1990 exprimée en Unité Tt
(UT) et en Bg/L (IRSN, 2009)

Les gammes d’activités correspondant d’'une part abruit de fond naturel cosmogénique antérieur aux
essais nucléaires, d’autre part au niveau actuel 0@té ajoutée a la courbe de I'AIEA (Gatt al., 2008)

Actuellement, les principales sources anthropigdedritium (UNSCEAR, 2008) sont les
usines de traitement du combustible nucléaire @02242,6 § en rejets liquides) et les
réacteurs (en 2002, 1,9 g de tritium dont le tiangs dans I'atmospherdyigure 1-5).

2 ’activité massique du tritium est 3,594®q g* Hubert F. (2010). Caractéristiques et mesure durti In:
Le Tritium - Actualité d'aujourd’hui et de demaB@azal S. ,Amiard J. C. ed§ec&Doc, Paris, pp. 1-6..
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Figure 1-5 Comparaison des rejets annuels en tritm de I'industrie nucléaire civile et de la producton
annuelle de tritium naturel (UNSCEAR)(March et Besrus, 2010)

Les émissions de tritium par l'industrie des arntbermonucléaires sont difficilement
quantifiables au niveau mondial. En France, ell@seprésentés moins de 2 g de tritium émis
dans I'environnement en 2012 (CEA, 2013). La prtiducde molécules tritiées (pour la
recherche ou la médecine) et la production de pr®tluminescents (comme les aiguilles de
montre) représentent environ 0,3 grafe tritium émis selon (CCSN, 2009). Ce sont deex d

sources secondaires par rapport aux activités dideproduction énergétique.

Le futur réacteur expérimental de fusions thermt@aie ITER utilisera environ 1 kg de
tritium par an. Les rejets, principalement atmosigjues, devraient étre limités a quelques
grammes (Cortest al, 2009 ; Rodriguez-Rodrigo, 2008). Le Laser Még&lainsi que les
autres lasers de puissance destinés a la fusionopdéinement inertiel, devraient rejeter de
'ordre de quelgues milligrammes de tritium par(&uétatet al, 2008 ; March et Besnus,
2010).
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3.2.Transformation du HT en eau

I'importance des micro-organismes du sol

Etant peu biodisponible (Pinson, 1951) et peu deluttans I'eau (Belot, 1986), le
dihydrogene tritie (HT) induit un impact radiologeg par inhalation 25 000 fois inférieur a

I'eau tritiée (Galeriet al, 2008).

Le dihydrogéne tritié est relativement inerte clyjuogment : salemi-vie dans I'atmosphére
est de 10 ans (Okada et Momoshima, 1993). Il pémetsol essentiellement par diffusion : on
parle de dépbts secs. Il n’y a d’ailleurs pas dgdtdéumide de HT (Galeriat al, 2008). La
vitesse et la profondeur de cette diffusion dépehdessentiellement des gradients de
concentration ainsi que des caractéristiques désces concernées.

Une fois dans le sol, le dihydrogéne tritieé estidement oxydé par laction de
microorganismes (essentiellement bactéries maislerdgat des microorganismes
protozoaires ou des mousses) (McFarlanal, 1978). Cetteoxydation se fait dans les tout
premiers centimetres : la profondeur type de pétiétr du HT dans le sol est estimée a
2,5 cm (Garland et Cox, 1980 ; Sweet et Murphy,1J9B'HTO produit rejoint alors le cycle

de I'eau et est réémis dans I'atmosphere ou cirdaes le sol (Hopkins, 1995).

Dans le sol, le tritium peut étre intégré dans demposants organiques. Des expériences
menées en 2005 ont conclu a une discriminatiortipesdu tritium par rapport a I'hydrogene
dans l'incorporation deacides humiqueset fulviques (de 1,3 a 1,7) certainement liée au
grand nombre de liaisons hydrogénes dans ces caésipWierczinskiet al, 2005).
Cependant, en fonction des conditions météorolagiat des caractéristiques du sdiTIO

peut s’évaporer et rejoindre ainsi I'eau atmospghei L'eau tritiée peut également migrer
vers la profondeur du sol, selon des mécanismagdvdction et de diffusion. L'eau tritiée
circule dans le sol suivant la gravité, la capitéa(qui est fonction de la nature du sol et de
son état) et les gradients de concentration (Myrpf93). Elle peut alors étre absorbée par le
systeme racinaire des plantes (Tascleteal, 1995) ou rejoindre une nappe, circulante ou

non.
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La demi-vie du tritium dans le sol sous forme HTHTO est de quelques jours (entre 1 et 5
jours) et varie selon la saison et serait plusteoan été (Belot, 1986 ; Kirchmarat al,

1971 ; Koranda et Martin, 1972). Sous forme orgamifintégré dans I'humus par 'action de
la flore pédologique ou produit de la décompositienla matiére organique tritiée tombée au

sol), lademi-vie peut atteindre 5 jours avant d’étre oxyded1@i® (Diabaté et Strack, 1993).

Des expériences ont également montré que la suiddage pouvait également étre le siege
de l'oxydation du HT enHTO (Belot, 1986 ; Cline, 1953 ; Ichimash al, 1989). Cette voie

d’oxydation apparait cependant secondaire devamxitation dans le sol.

3.3.De I'eau a la matiere organique :

le role primordial des végétaux

3.3.1. Origines racinaire et atmosphérique de I'eau

libre des plantes

Les végétaux sont essentiellement constitués d’dal60 a 95 % de leur masse en moyenne
(Boyer et al, 2009b). Ce chiffre varie beaucoup en fonctionanmohent de I'espéce
(McFarlaneet al, 1979) et de I'organe considéré (IAEA, 2007). lWesst d’abord le solvant
dans lesquels se déroulent les réactions biochamigiieau joue également un réle dans la
circulation des minéraux et des composés organigiaes la régulation énergétique, dans de
nombreuses réactions du métabolisme et méme datsitdure et le port érigé des végétaux
(Hopkins, 1995).

Le flux d’eau traversant les plantes terrestresipri essentiellement du sol et est prélevé par
le systéme racinaire puis diffusé par le systénsewaire (Murphy, 1993). On pourrait en
déduire que la teneur en eau libre tritiée de datel (Tissue Free Water Tritium d&WT)

est uniguement liée a la teneur en eau tritieeotiEdwood, 1971). Il a été pourtant montré
gu’une exposition a de I'eau triti€ée atmosphérigae voie foliaire conduisait a une mise en
équilibre rapide de I'eau tissulaire avec la vap#aau de l'air. Ces échanges d’eau se font a
90 % par diffusion par lestomates(pores de I'épiderme des feuilles) (NCRP, 1973aetla
cuticule des feuilles (Campbell, 1995 ; McFarlasteal, 1979). Il est donc pertinent de
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considérer que le sol, I'atmosphere et les plandestituent un continuum en ce qui concerne
'eau (Koranda et Martin, 1972 ; Raney et Vaadi63) et que I'activité de I'eau libre des

végétaux est la résultante des échanges rapidescestcompartiments.

Cet eéquilibre dépend des conditions environnemesta(température, hygrométrie,
illumination, ..) mais également de caracteres spécifiques anéeplaspece/variété, stade de
développement, profondeur racinaire,) ..et de processus majeurphétosynthese
métabolisme nocturne, respiration, transpiration,) €Belot, 1986 ; Diabaté et Strack, 1997 ;
Galeriuet al, 2008 ; Leaneyet al, 1985 ; McFarlanet al, 1979 ; Murphy, 1993 ; Spencer,
1984). Par exemple, dans les situations ou I'hy@tam relative de I'atmosphére est proche
de 100 %, lvapotranspiration étant quasi-nulle, I'absorption racinaire est téei et
I'origine foliaire de I'eau libre de la plante dewit alors prépondérante (Boyatral, 2009b).
De ces variations découlent des estimations desilootions relatives de I'eau du sol et de
'eau atmosphérique a I'eau libre de la plante tiégrentes en fonction des auteurs : d’'une
majeure partie liee a l'eau du sol (McFarlane, 1926 une contribution de I'eau
atmosphérique 4 fois supérieure a celle de I'easaliRaskob, 1995).

Plusieurs mécanismes permettent d’expliquer laritariton sensible de I'eau atmosphérique
a l'eau libre de la plante, mais également son nmapoe dans lgphotosynthése Tout
d’abord, la mise en équilibre isotopique des commpants d'eau de la plante et de
'atmosphére induit des flux de tritium dans le seln gradient de concentration, que ce soit
par le transfert physique de molécules d’eau, mé&meontre-courant du flux d'eau
physiologique ou par la mise en équilibre de proehgroche des hydrogenes labiles avec

I'eau atmosphériques.

La demi-vie biologique de HTO dans les plantes herbacées étant de I'ordre deephs
dizaines de minutes (20-30 minutes pour le toudn&ominutes pour I'avoine) (Koranda et
Martin, 1972), la teneur erHTO dans un échantillon reflete donc les conditions
environnementales quelques heures avant son pnédéne(Daviset al, 2005). Certains
auteurs font mention de deux voire trois composartemporelles dans laemi-vie
biologique duTFWT : la premiére, décrite ci-dessus, constituerado @ I'eau libre (Belot,
1986 ; Brudenelet al, 1997 ; McFarlanet al, 1979). La deuxieme composante a une durée
de quelgues heures : 17 h chéfedicago hispida (Koranda et Martin, 1972),
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15-30 h chez le chou (Brudenell al, 1997) et environ 30 h dans la pomme de terresou |
raisin (Belot, 1986). Ce compartiment (environ 1&ol'dau libre de la plante) correspondrait
a de l'eau tritiée ou a des fractions du tritiunimatgeable moins accessibles (Chbial,

2002 ; Cline, 1953). La troisieme composante (dardemi-vie est de plusieurs centaines
d’heures) est trés proche de celle du tritium oiggaement li€ et pourrait ainsi étre issue de

I'anabolismede molécules organiques.

Une fois dans la plante, I'eau tritiée participex alifférents roles de I'eau dans la plante
jusqu’a étreevapotranspiréeou jusqu’a ce qu’elle participe a pdnotosynthése Du tritium

est alors susceptible d’étre lié a de la matiegamigue (Koranda et Martin, 1972).

La vapeur d’eau provenant dévapotranspiration par la plante ainsi que de I'évaporation
de l'eau du sol peut constituer des conditionsi@ditres en termes d’humidité et de
concentration en HTO (Amaret al, 1995 ; Belotet al, 1988 ; Okada et Momoshima, 1993 ;
Taschner et Bunnenberg, 1997 ; Yokoyaghal, 2004). Les conditions nécessaires pour que
son effet soit sensible dans le métabolisme déalatgpen conditions environnementales sont
tres ténues et assez exceptionnelles (notammest@bse vent). On peut donc généralement

considérer ce mécanisme comme négligeable enisitudiexposition chronique.

3.3.2. Les métabolismes des végétaux et la matiere

organique tritiée

Les végétaux sont des organisraasotrophes c’est-a-dire capables de produire leur matiere
organique a partir de matiére minérale. Paphatosynthese ils produisent des sucres
simples & partir du dioxyde de carbone et de leautilisant I'énergie lumineuse fournie par
le rayonnement solaire :

6 CO,+12HO +hv — CeH1206 + 6 HO + 6 G
En présence d’eau tritiee, les végétaux synthétdes sucres tritiés qui sont utilisés comme
sources d’énergie ou comme brique élémentaire pausynthése d’autres molécules
organiques (amidon, cellulose, lipides et protéineamment). Ainsi, 'ensemble de leurs
molécules organiques est susceptible d’étre tritg¢devenir desatomesde tritium et leur

cinétique dans les organismes dépendent du devenir des utesdes portant et du caractéere
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fort ou faible de leur liaison avec les autatsmes(Diabaté et Strack, 1993) : T®©Le qui se
met perpétuellement en équilibre isotopique aveatiemesd’hydrogéne labiles (notamment
de I'eau libre de la plante) et T@OLne, incorporé lors de lahotosynthéseet des synthéses

ultérieures, qui perdure jusqu’aatabolismedes molécules tritiées.

Dans les réactions chimiques au cours desqueldiaisen O-H d’'une molécule d’eau est
rompue, la rupture de la liaison O-T intervient n®souvent que celle de la liaison O-H
(Klinman, 2006). C’est le cas notamment dans lestiéns photosynthétiguesau cours
desquelles dMADPH est produit via la photolyse de I'edtiqure 1-6). Moins de tritium est

alors incorporé dans les molécules organiques @béadt Strack, 1993).

Cellulose
( ™
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NADPH
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Figure 1-6 : Les flux de sucre entre le chloroplastet le cytoplasme. Le triose phosphate produit danle
chloroplaste par le cycle de Calvin est appauvri etritium par rapport a I'eau. Le triose phosphate est
transporté vers le cytoplasme qui devient enrichiretritium durant les réactions telles que la glycolse ou
la glycogénése (adapté de Luo et Sternberg, 1991)

Le sucre ainsiphotosynthétisé est donc soit métabolisé (pour assurer des famtio
énergéetiques ou structurelles) soit mis en résePes études menées sur des algues
unicellulaires Chorella sp) ainsi que sur des plantes cultivées (tournedé|, dvoine, etc.)

ont montré que le tritium suivait parfaitement ckférentes voies métaboliques chez les
plantes, tant dans la circulation (Diabaté et &Kirak®93 ; Koranda et Martin, 1972 ;
Thompson et Nelson, 1971Figure 1-7) que dans les produits issus du métabolisme des
végétaux étudiés (Diabaté et Strack, 1997 ; Kanazdvel, 1972 ; Moses et Calvin, 1959)
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bien que des différences dans les rapports T/Hspni€tre mesurés entre molécules, organes
ou périodes d’exposition considérés. Dans toutesebpériences menées sur les plantes
exposées au tritium, lphotosynthéseapparait comme la principale voie d’intégration de

tritium sous forme organique non-échangeable (Beyeai, 2009b).

pCi/g pCi/mL
1,44 x 103 2,55 x 103
2,67 x 103
1,23 x 103
1,06 x 103 9,77 x 103
1,05 x 103 86
9,05 x 102 : 300
EXPOSE
310 LD 9.
491x102  (3)
+© 3 54
— NON EXPOSE
7,16x 102  (2) (2) 0
336 (1) (1) 0

Figure 1-7 : Concentration en tritium de I'eau libre (en pCi/ml) et de TOL (en pCi/g) dans un tournedo
(Helianthus annua) sept heures aprés une exposition d'une demie-heua de la vapeur tritiée (Koranda et
Martin, 1972)

1pCi=3,71¢Bq

Le métabolismephotosynthétiqgue des plantes considérées (C3, C4 ou CAM) module le
niveau de la tritiation de la matiére organiqueiésdu métabolisme. D’une part, les variations
dans [Iimportance de @&vapotranspiration entre ces differents métabolismes
photosynthétiquesinduisent des enrichissements et des appauvrisseme I'eau libre de la
plante par rapport a I'eau du sol et a I'eau atrhésgue. Ces différences s’expliquent par le
fractionnement isotopique lors des changementshdsgs de 'eau, fractionnement d’autant
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plus marqué que ces changements de phases coricengegrande quantité d’eau (Kim et
Baumgartner, 1994 ; Leaneg¢ al, 1985). D’autre part, I'importance des échangdsedrs
hydrogenes liés aux carbones avec I'eau duranétabolisme des hydrates de carbones (plus
importantes chez les CAM que chez les C3 et C4pnatepla différence de tritiation de la
cellulose synthétisée par chacun de ces types daboiéme (Luo et Sternberg, 1991 ;

Sternberget al, 1984)Figure 1-8).
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Figure 1-8 : La différence entre les valeurs de laellulose et du nitrate d’amidon D.e.star) €t celles de
I'amidon (8Dsrch) pour les plantes C3 Q) et CAM (®). La relation entre 8D¢ejstar. €t 8Dgtarch Etait trés
significative pour les plantes C3 et CAM avec respévement un R2 = 0,898, p < 0.01 et R2 = 0,685,

0.01 (Luo et Sternberg, 1991)
8D : écart entre les compositions isotopiques obse¥gs et le standard « Standard Mean Ocean Water »

(SMOW)

Pour une espéece donnée, le taux d’incorporatiomitilum sous forme organique est fonction
de la croissance du végétal (Atarashi-An@odlal, 2002 ; Boyeret al, 2009b ; Choiet al,
2002) : plus le taux de production de biomassdnmagbrtante, plus la quantité de&Lne
produite est importante (Amam al, 1995 ; Boyeet al, 2009a). Il semble que la production
de TOLne soit plus dépendante de la vapeur d’eau atmosplegue de I'eau libre de la

plante (Boyeet al, 2010).
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Cette relation entre |&@0Lne synthétisé par la plante et la vapeur d’eau atimrsgue
semble étre en contradiction avec la représentgimérale de la circulation de I'eau au sein
d’un végétal. Deux hypothéses permettent d’expligegphénoméne.

Tout d’abord, la mise en équilibre isotopique dtiutm libre (sous forme d’eau libre ou de
TOLe) entre les différents compartiments est permanentapide. Dans le cas ou les tissus
de la plante sont moins tritiés que I'atmosphélle,irduit une pénétration du tritium depuis
'atmosphére dans le sens du gradient du rappotbpgjue, soit sous forme d’eau, soit par

mise en équilibre du tritium libre de proche enghe

La deuxiéme hypothése est basée sur le fractiommeswopique au cours des changements
de phase de I'eau idotopele plus lourd est concentré dans la phase conddusi la Partie
3.2.3 pour plus de détails). Ainsi, 'eau danscleambre sous-stomatiquese concentre
progressivement en tritium alors que I'eéwapotranspirée en est appauvrie, jusqu’a une
activité volumique d’équilibre, ou l'activité volunue de la vapeur d’eagévapotranspirée
atteint alors celle de 'eau du sol (Baretcal, 2000). De nombreux facteurs influencent alors
la composition isotopique de I'eau dans la feuiletamment la quantité d’eau prélevée a
différentes profondeurs dans le sol (Biron et Bari@d002) et I'humidité relative de
'atmosphére (Edwards et Fritz, 1986).

De nombreuses mesures ont été faites sur des esatraziées prélevées, notamment dans
'environnement du centre de Valduc (laitue, blégmme, champignons, etc.). La
comparaison des concentrations en tritium dans liéae et dans la matiére organique de ces

échantillons ne montre pas de différence signifieaiRSN, 2009).

On note que chez les arbres, dont une grande plariee biomasse persiste pendant plusieurs
dizaines d’années, toutes les études sur les cdfadwes montrent une bonne corrélation
entre les mesures d®Lne et I'historique des rejets (Bourlat al, 2010 ; Loveet al, 2003 ;
Vichot et al, 2008). Cela constitue un autre signe de cettei@sence du tritium dans les
molécules synthétisées par les végétaux et derfasface durOLne égale a celle de la

molécule tritiée.
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Une fois incorporée dans les végétaux (sous foremm&@FWT ou deTOL), le tritium est
susceptible d’étre ingéré par des animaux dont k@ et de suivre ainsi la chaine

alimentaire.

4. Données sanitaires du tritium

L’hydrogene est un élément essentiel dans le vivhneprésente chez 'Homme environ
60 % desatomes (ICRP, 1976), essentiellement sous forme d’eauletce constituant
environ 60 & 65 % de la masse corporelle humaindg@e des enseignants de la Nutrition,
1994). L’hydrogene est également présent sous haefod’'une multitude de molécules
organiques. On estime que chaque jour 228 a®@mesd’hydrogéne (soit 5 % de I'hydrogéne
du corps humain) contribuent a des réactions métales. Ce sont autant de possibilités pour
le tritium d’étre intégré dans I'organisme (Hill&hnson, 1993 ; ICRP, 1976).

4.1.Voies d’exposition au tritium

Du fait de la faible énergie du rayonnement4E5,8 keV, Ea=18,6 keV), il n’y a pas
d’exposition des cellules cibles de la peau car celles-ci sdnges a environ 70 um de
profondeur alors que le rayonnement du tritium aecpurt que 6 pm dans I'eau (Comte,
2005). Les risques liés a uarposition externesont donc inexistants (INRS, 2009) et seules
les situations axposition interne (aprés ingestion, inhalation ou absorption) sont a

considérer.

Les animaux sont a la fois consommateurs d’eaueetmdtiére organique. La matiere
organique gu’ils consomment leur permet a la faasglrer leur métabolisme énergétique et
de construire et maintenir leur propre structungorelle. Ces sources multiples et variées de

tritiation conduisent a des marquages différents.
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4.1.1. L'eau tritiée

Environ 99,88 % du tritium terrestre est sous fodieau, dont 99 % dans les océans (Jacobs,
1968 ; UNSCEAR, 2008 ; Weaveast al, 1969). C’est généralement la principale voie
d’exposition au tritium. L’eau est essentielle a notre orgarigha notre métabolisme : un
homme adulte a besoin de 2,5 L d’eau par jour pounpenser ses pertes d’eau (Potier de
Courcyet al, 2003). Environ 65 % de I'eau dont nous avons ipesst bue. Le reste provient
des aliments (environ 30 %) et databolismedes molécules organiques (5 % environ) (Van
den Hoeket al, 1980). L’absorption cutanée et la respiration s@@gligeables face aux autres
voies d’absorption. Cependant, lorsqu’il s’agit alietritiée, le gradient d’activité entre le
milieu extérieur et I'organisme peut permettre uargquage sensible de I'eau libre de

I'organisme par ces voies (Gulden et Raskob, 1992)

L’intégralité du HTO est intégrée (NCRP, 1979) ejpint alors le compartiment de I'eau
corporelle. Une fois dans I'organisme, quelle qoui¢la voie d’absorption, la concentration en
HTO s’équilibre rapidement (entre 60 et 90 minutdahs les différents fluides corporels
(sang, salive, sueur, urines, lait) (Balonstval, 1974 ; Diabaté et Strack, 1993 ; Osborne,
1966 ; Pinson et Langham, 1957 ; Trivetlial, 2000). Ainsi, lexpositionaigué a de 'HTO
peut étre considérée comme wexposition uniforme dans I'ensemble du corps (Straume et
Carsten, 1993). De méme, le milieu intracellul@eemet trés rapidement (de I'ordre de 10
minutes) a I'équilibre avec le milieu extracellugaiBalonovet al, 1974 ; Hill et Johnson,
1993 ; Paganelli et Solomon, 1957).

Comme cela a été rappelé plus haut, la fractionlelatle I'nydrogéne des molécules
organiques se met rapidement en équilibre isot@paypec les autres hydrogenes labiles de
leur environnement proche, qu’ils soient portés paau ou par d’autres molécules
organiques. Ainsi, 'lHTO absorbé diffuse non-sewdatrdans I'eau libre de I'organisme, mais
également dans cet autre compartiment labile, ésnB85 % de I'hydrogéne organique
(NCRP, 1979), et constitue alors @0@Le. Du point de vue de I'échange isotopique, le TOLe
représente environ 5 % de I'hydrogéne échangeableodps, constitué essentiellement par
I'hydrogene de I'eau (Culebras et Moore, 1977 ;eBalet al, 2005b). Cependant, la vitesse
de I'échangein vivo est extrémement variable puisque les hydrogéenbgeda moins

accessibles du fait de 'encombrement stérique 'an dloignement avec la surface de la
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molécule se mettront en équilibre bien moins rapiglet (Diabaté et Strack, 1993 ; Galegiu
al.,, 2008). L’activité physiologique et la morphologae I'animal considéré influent
également sur la vitesse des échanges isotopiggéydrogenes enfouisll faut noter que la
fraction échangeable diOL n’induit pas de modification dosimétrique par ragi@ 'HTO

seule (Diabaté et Strack, 1993) tant lemetique et leur répartition sont liées.

L’eau ainsi que les molécules tritiées de maniabdld entrent dans de nombreuses réactions
meétaboliques. Le tritium absorbé sous forme d’'HBDadors a I'origine dgdOLne (Kistner,
1969 ; Rudran, 1988). L’évaluation de la fractiantdtium ingéré sous forme d’HTO qui est
métabolisée edOLne chez 'homme varie dans la littérature entre @STrivedi et al,
1997) et 15 % (Rudran, 1988). CAPR retient une valeur de 3 % (ICRP, 1989, 1993) paur
guantité de tritium intégrée sous forme ™eLne suite a I'absorption d’'HTO. En situation
d’exposition chronique, la concentration BAL peut atteindre 20 & 70 % de la concentration
ingérée du fait du renouvellement plus faible dgsrdgénes organiques par rapport a ceux de
'eau (Komatsuet al, 1981).

La demi-vie biologique de l'eau tritiée est d’abord fonctioa  demi-vie biologique de
'eau (Balonovet al, 1974 ; NCRP, 1979 ; Triveet al, 1997). On estime ainsi quedami-

vie biologique de I'HTO dans le corps humain peut éierite par la somme d’au moins 2
composantes. Selon @IPR (ICRP, 1989), la premiére composante chez |'adaltene
période de 10 jours, comme l'eau. Elle concernaul'gitiée restant sous la forme d’eau libre
(97 % de l'eau tritiée absorbée). La deuxieme ap@@de de 40 jours. Elle est relative a
'eau tritiée ayant conduit a la synthése de mat@nganique tritiée (les 3 % évoqués plus
haut) dont lanabolismeconduit de nouveau a de I'eau tritiée. Une tromecomposante est
évoquée par certains auteurs et correspondrait%a de I'eau tritiée absorbée qui serait
intégrée dans des molécules organiques a vie phgué et dont lalemi-vie biologique
pourrait étre de 280-550 jours (Moghisgdi al, 1972 ; Moghissiet al, 1971). La CIPR a
d’ailleurs publié en 2007 un document pour disaus$iCRP, 2007) dans lequel étaient repris
un modele proposé par Taylor (2003). Dans ce modgl@s l'ingestion d’eau tritiée, 99 %
du tritium a unedemi-vie de 10 jours, 0,98 % a urdemi-vie de 40 jours et la troisieme

composante correspondrait & 0,02 % du tritium @gérurait undemi-vie de 350 jours.
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4.1.2. Les molécules organiques tritiées

Dans les expériences eXposition a difféerentes molécules organiques tritiées, basxt
d’incorporation different en fonction de la natuwles molécules. Balonoet al. (1993)
opposent par exemple le Ddlanine et leglucose(3 a 5 % incorporés sous forme de TOL)
aux Ltyrosine et Ldysine (50 a 80 % d’incorporation). Les deux facteursuiecant selon
eux l'incorporation sont lintensité des échangesurple métabolite et la capacité de

'organisme a synthétiser la molécule considérée.

Quelles soient absorbées telles quelles ou sys#ed par I'organisme, les molécules
organiques tritiées entrent dans le métabolisme sprun effet isotopique soit sensible
(Straume et Carsten, 1993). Ainsi, la fractionradée, la voie métabolique suivie et le temps
de résidence dans I'organisme sont déterminésgpaature de la molécule tritiee (Hill et
Johnson, 1993 ; Smith, 1986).

Alors que le HTO diffuse rapidement et de manie@mbgene dans I'organisme, TOLne
synthétisé suite a urexpositiona de I'eau tritiée présente une répartition hégéne (Hill et
Johnson, 1993), que ce soit entre les tissus/osgaod par exemple le Tableau 1-2 et dans
Commerfordet al, 1977 ; Komatset al, 1990 ; Takeda, 1991 ; Thompson, 1952) ou entre
molécules (voir par exemple |&ableau 1-3 ainsi que dans Balonoet al, 1974 ;
Commerfordet al, 1977, 1983). Les différences observées montrestcdrrélations nettes
avec l'activité métabolique de I'organe (Diabaté Sttack, 1993 ; Takeda, 1991) ou le
turnover des molécules considérées (Hill et John®83 ; NCRP, 1979). L'importance de
I'eau dans la synthese des molécules considérgescgrtainement un réle également dans la

rapidité et 'importance de leur tritiation suiteiae exposition a de 'HTO.

Tableau 1-2 : Activité en TOLt (en pCi g' de masse fraiche) de différents organes le lendeimal’une
injection d’eau triti€ée chez des rats sub-adultesThompson, 1952)

Organe| Cceur| Poumong Foie | Reind Estomaq Intestin | Gros Cerveau Sang| GraisseMuscle | Os Peay
gréle intestin
OBTt | 0,73 | 0,94 340 130 1,50 2,40 1,30 0,69 1,90 580 | 0,17 0,37 2,00

Tableau 1-3 : Exemple de tritiation hétérogene ent& des molécules et des tissus de rats suite a une
exposition aigiie & de 'HTO (exprimé en pCi g masse séche) (Thompson et Ballou, 1954).

Temps depuis I'exposition 4 mois 8 mois
p Collagéne 1,30 1,00
eau —
Phospholipide 0,31 0,08
Foie Phospholipide 0,10 0,02
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De nombreuses expériences ont consisté expdsition comparée, chronique ou aigué,
d'animaux a différentes molécules tritiées en saitit généralement HTO et diverses
molécules organiques spécifiques (voir par exerBa®nov et al, 1993 ; Takeda, 1991 ;
Taylor, 2008). On observe dans ces différentesrequees que plus la molécule participe au
meétabolisme énergétique (comme dricose: Balonov et al, 1993), plus elle aura une
composante importanted®mi-vie courte. Inversement, plus la molécule est impkgdans
des métabolismes structuraux (commeylasine ou lalysine), plus la composante a vie-

longue sera prédominante (Takeda, 1991).

Comme cela a été dit pour l'eau tritie, les tauintégration (Takeda, 1991), les
concentrations mesurées ((Balorehwal, 1993 ; Takeda, 1991 ; Taylor, 2008) et les ted®s
résidence (Balonowet al, 1993 ; Mewisseret al, 1977 ; Taylor, 2008) des molécules
organiques tritiées varient également entre tissusrganes considérés du fait des différences
de métabolisme. Deux parametres influent alorslsuaux d’intégration et le temps de
résidence : I'intensité du métabolisme du tissdeliorgane considéré (Thompson et Ballou,
1954) et I'importance relative dans cet organe @tabolisme énergétique et des activités de
synthese et de mise en réserve (Diabaté et Stté, ; Takeda, 1991). On voit par exemple
dans leTableau 1-4que les organes dont le renouvellement est impprtamme lintestin
gréle, ont une forte concentration €®L aprés ingestion dinymidine tritiée, base azotée
spécifiqgue a IADN contrairement au cerveau, dont le renouvellemsint@nu comme étant
tres faible a 'age adulte. De méme, le foie présdes plus fortes concentrations EOL
apres I'exposition a dexcides aminédritiés, ce qui est cohérent avec sa fonctionythese

et de stockage.

Tableau 1-4 : Concentration relative en TOL de la ratiere séche de différents organes de rats aprésain
exposition chronique a différentes molécules tritiés (d'aprés (Takeda, 1991)

Relative concentration (percentage of activity administered per g dry tissue)”

[*H] [*H] [*H] [*H] *H] [*H]
Tissue *HHO Leucine Lysine Glucose Glucosamine Thymidine Uridine
Liver 54+09 312432 415435 153425 102+25 17:5+1-8 29-2+38
Kidney 47+0-8 255+2-8 35-3£3-2 13-24+1-7 9-6+1-2 13:3+1:6 21-442-5
Testis 4+5+0-8 26:8+41 28-942.9 11-5+1-6 7:0+05 12-5+1-8 143417
Spleen 40406 19-5+2-3 30-8+2:5 11-4+1-5 7:5+09 84+1-4 208423
Lung 4$2+141 263 +3-2 305434 14+1-8 73408 87406 167418
Heart 36406 31435 32-3+2:6 11-3+1-3 55405 9-0+0-5 146 +1-3
Small intestine 44408 176132 236421 115422 89+09 19-6+2:5 231435
Muscle 3-3+£07 200325 26-54+3-8 73106 57406 6-8+03 77409
Brain 315405 16-9£1-9 1433516 84409 52405 73107 75408

9Each value is the mean + SD of five rats for YHHO, [*H]leucine, [*H]glucose and [*H]thymidine and three rats for other tritiated compounds. All
values for tritiated organic compounds were significantly higher than those in corresponding tissues for *HHO by Student's t-test at p <0-01.
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L’incorporation de tritium dans les molécules origaes de I'organisme étant dépendant du

métabolisme, celle-ci évolue au cours de la croissa’un individu.

Mewissenet al. (1977) ont injecté a des souris de différentessea d'age différentes
molécules tritiees : HTOl-Thymidine, T-Uridine et T-Leucine et ont mesuré les activités
en tritium dans différents organes le lendemaiti eeposition et 29 jours apres. Les résultats

sont trés contrastés.

bY

Le lendemain de é&xposition a l'eau tritiee, l'activité dans l'eau libre estssaz
homogenement répartie et a des valeurs comparajplede que soit la classe d'age.
Cependant, des différences marquées entre lesexr@anes classes d’ages apparaissent déja
guand on considére le tritium organique : par exenigs poumons, la rate et le foie des
nouveaux nés et des juvéniles présentent une técpuis de deux fois inférieure a celles
mesurées chez les adultes. On note également gadashnouveaux nés, les activités tritium
dans 'eau libre et eMOLt dans le cerveau, les reins et les autres organesis rate, foie et
poumons) augmentent entre le lendemain de I'imactt 29 jours apres, fait unique parmi les

observations.

Apres l'injection dethymidine tritiee, les observations sont encore plus cotéegs On
observe par exemple que le lendemain de l'injectEs nouveaux-nés et les juvéniles
présentent des activités en tritium lié jusqu’aois fsupérieures a celles observées chez les
adultes. Chez les différentes classes d'age, kdaste qui présente les activités massiques les
plus fortes. Le foie des nouveau-nés présente cingt@ massique pres de 20 fois supérieure
a celle des adultes, ce qui illustre bien le liatres I'intensité de I'activité métabolique et

I'incorporation de tritium dans [EOLne

Le métabolisme du tritium étant fonction despé&ciation ses voies d’excrétion en dépendent
egalement. Des travaux ont mesuré l'importancetivelade l'urine et des féces pour

'excrétion du tritium par le rat en fonction desolécules tritiées auquel il est exposé
(Takeda, 1991 ; Trivedi et Cheng, 2000). On note lggxcrétion par les urines est maximale
dans les situations ekpositiona de I'eau triti€eTableau 1-5.
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Tableau 1-5 : Quantité totale de tritium excrété pales urines et les féces chez le rat lorsqu’il estxposé
chroniqguement a différentes molécules tritiées (Tadda, 1991)

Percentage of radioactivity administered®

Chemical form

of tritium Urine Faeces (OBT fraction)®
SHHO 40-7+3-4* 9-8+1-9%* (997
[*H]leucine 18-1+1-5 169431  (48%)
[*H]lysine 18-6+21 16-6+3-2 (41%)
[*H]glucose 11:7+1-6 247436  (63%)
[*H]glucosamine 16:5+2:2 26:8+2-8 65%)
[*H]thymidine 194421 146421 (44%)
[*HJuridine 21-0+2-8 159+28  (59%)

®Each value is the mean+SD of five rats for *HHO, [3*H]leucine, [*H]glucose and
[*H]thymidine and three rats for other tritiated compounds.

®Values in parentheses show OBT fraction, expressed as percentage of total trittum
activity excreted in faeces.

*Significantly higher than the values for all other tritiated compounds by Student’s t-test
at p<0-01.

** Significantly lower than the values for all other tritiated compounds by Student’s #-test
at p<0-05.

Les modalités dxposition sont susceptibles de faire varier grandementdésurs mesurées.

Par exemple, dans des exempleexdosition a de la thymidine tritiée, les taux

d’incorporation et dinabolismevarient trés sensiblement :

- Lambert et Clifton (1968) estiment que seulemeft e lathymidine tritiee
ingérée sont incorporés ADN ;
- Mewissenet al. (1977) rapportent que 10 % de tlymidine injectée sont

incorporés dans ADN et que le reste esitabolisé en eau tritée et autres

métabolites ;

- Hill et Johnson (1993) considerent qu’entre 40 @t% de lathymidine

injectée a des personnes sont métabolisés eneceesté étant incorporé dans
I ADN.

Ces différences s’expliquent d’abord par le modspbsition En effet, lors de I'ingestion de
molécules tritiées, la digestion est susceptibléedemétaboliser (au moins en partie) avant
leur passage dans le sang. C’est le cas notammeelattidymidine qui est essentiellement
dégradée erthymine dans le systéme gastro-intestinal (Baloretval, 1993). L'autre
parametre susceptible d’'induire les différenceenlEes entre ces expériences est la part des

besoins journaliers que couvre la quantité absarlpdes elle sera grande, plus elle sera
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dégradée rapidement si les molécules ne sont paferaent mises en réserves. Cependant,
les données permettant de prendre en compte cegtaeasont rarement présentées. Enfin, le
taux d’incorporation des molécules triti€ées absesb#epend du taux de renouvellement de la
molécule dans I'organisme, I'organe ou méme lautellDans I'exemple de ldymidine,
plus un tissu aura un taux de renouvellement etidision cellulaire important, plus la

guantité dADN synthétisé sera importante et plughiamidine triti€ée sera intégrée.

Alors gqu’il est question d’injection ou d’ingestiale molécules organiques tritiees spécifiques
(thymidine tritiée, glucosetritié, etc.), il est uniquement question @@L (total ou non-
échangeable) dans les résultats du métabolisméodgmnisme étudié. Cela est di a la
difficulté de séparer la grande variété de molécalganiques qui composent un organisme et
a la quantité d’échantillon nécessaire pour mederdrtium (voir 1.2). Ainsi on utilise les
concepts ddOL (total, échangeable ou non-échangeable) qui sams#sbsur notre capacité
de séparer le tritium dans ces compartiments, pealuer la tritiation globale de la matiére

organique.

Cette distinction, commode d’'un point de vue angi, simplifie trop le métabolisme des
molécules organiques pour rendre compte et compreled devenir du tritium dans un
organisme ou dans un écosysteme. Cette concemidgfisante pour la surveillance de
'environnement (compte tenu de la dynamique dau’'et des faibles niveaux d’activité
mesurés autour des principa@nissaire3, n’est cependant pas satisfaisante pour une
exploitation des données sous un angle fondamentaloxicologique. Une plus grande
précision dans I'étude du métabolisme des moléariganiques triti€es est donc un enjeu de

radiotoxicologie. Les travaux actuels vont danses.

4.1.3. Exposition a d'autres formes de tritium

L’ exposition a de I'hydrogene triti€ conduit a une trés failleorporation : chez 'Homme,
environ 0,004 % est converti en eau tritiée lord’idalation aigué d’HT et rejoint alors
'eau libre (Pinson, 1951). A activité équivalente,risque d’'uneexposition a de I'HT est

donc 25 000 fois inférieur a celui d’'uegpositiona de 'HTO (Galeritet al, 2008).
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Les autres formes auxquelles des travailleurs pgudte exposés sont essentiellement de
'huile tritiee de pompe, une fraction volatile en aérosols et des particules métalliques
tritiées (Hill et Johnson, 1993). éxposition se ferait alors essentiellement par inhalation ou

par absorption cutanée en ce qui concerne I'hiifieddi, 1995).

Les expériences menées swaxposition de rats montrent que lors d’uesposition a de
I'huile de pompe, dOTOL et de 'HTO sont mesurés dans lI'organisme. DareaseleTOL a
cependant undemi-vie plus courte que pour des molécules du métabolitregcrétion se

fait par les urines, les feces et par exhalatiaivédi et Cheng, 2000).

Une fois inhalées, les particules métalliqueséeii sont susceptibles d’intégrer I'organisme
par dilution ou élution depuis les poumons. Le teme résidence des particules tritiees dans
les poumons dépend de leur diametre mais appaaialgment plus long que lors de
linhalation d’huile tritiée de pompe, ainsi quesldemi-vies du tritium une fois dans

I'organisme (Trivedi et Cheng, 2000).

Le facteur de conversion de dose dans I'exemplpadigcules de LaNi»sAlg 75 (LANA.75)
triti€es est inférieur a celui de 'eau tritiée (faa et al, 2012). L’huile de pompe tritiée peut
étre considéré comme des particules insolublesi¢plr inhalée de type S selon ICRP, 1994)
du point de vue de la radioprotection et de lardésiie, sans pour autant que la classification

en Type M puisse étre exclue (Priesal, 2013).

4.2.Pour I'évaluation dosimétrique d’une

exposition a des molécules tritiées

4.2.1. Les mécanismes en jeu

La faiblesse du rayonnement du tritium fait que méthodes dosimétriques usuelles
(dosimétrie photographique individuelle, chambreésordsations, etc.) n'apportent pas
d’'informations sur kxposition au tritium (Okada et Momoshima, 1993). Compte tdada
rapide et compléte mise a I'équilibre dans lesédéhts fluides corporels, les examens radio-

toxicologiques urinaires permettent en revanchedéiecter des faibles activités tritium,
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représentatives de I'activité volumique dans I'eniske de I'eau de I'organisme (Balonet
al.,, 1974 ; Diabaté et Strack, 1993 ; Osborne, 19686/edi et al, 2000).

Cependant, Etnieet al. (1984) ont mis en évidence que la mesure de Viaetiritium (HTO

et TOL) dans l'urine en situatiod’exposition chronique a de faibles activités tritium sous-
estime l'activité tritium dans le sang ou dans tfesitissus, que ce soit en HTO ou sous une
autre forme. Trivediet al. (2000) trouvent au contraire que durant et apréspbsition
chronique a de I'HTO, l'activité volumique de I'HTO d’'une paet de I'eau de combustion
de la matiere séche d’autre part sont trés prodhes l'urine et le sang. Compte tenu des
faibles écarts dans les situationgxgjosition a de I'HTO ou de I'HT et de la facilité de
réalisation des prélévements urinaires par rappottprélevements sanguins, ceux-ci restent

le moyen le plus pertinent de suivreXpositionau tritium (Diabaté et Strack, 1993).

Le tritium pouvant étre dans l'organisme a la femus forme d'eau libre et liée a des
molécules organiques, on peut considérer que satégsation a trois effets qui peuvent se

cumuler :
- I’émission d’unrayonnementf’
- le dégagement d’'une énergie lors dedasmutation

- la production d’'uratomed’3He en lieu et place deakomede tritium.

Comme écrit plus haut, le rayonnement émis lor¢ad@ésintégration du tritium est faible
comparé a d'autresadionucléides: Eny~=5,8 keV, Ea=18,6 keV a comparer a celles du
YC 1 Enoy=49,4 keV, Ba=156,5 keV (Hubert, 2010). Cette faible énergi¢ daie I'électron
émis dépose toute son énergie sur une faible distah qu’il y a ainsi une forte densité
d’ionisation : par exemple, 68 % de I'énergie du rayonnementadgH]thymidine sont
déposés dans le noyau contre seulement 19 % po[{fQihymidine dans les mémes
conditions (Saintignyet al, 2008). On exprime cela par teansfert d’énergie linéique
(TEL, en keV urit) qui est entre 0,03 keV (ihet 8 keV urit pour le tritium (Ellet et Braby,
1972) alors que pour le rayons gamma émis p&iae’ il est de 0,22 keV pth(Barbey et
Boilley, 2010). Ainsi, lors de la désintégratiorud’tritium situé dans le noyau d’'une cellule,

% Le rayonnement du®’CO est un des rayonnements de référence dansusiai de 'EBR.
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I'énergie émise peut étre intégralement déposés ldamoyau (NCRP, 1979) et la dose recue

par la cellule importante (Hill et Johnson, 1993).

L’énergie associée a mansmutation du tritium étant tres faible (0-11 eV) (Grosseal,
1951 ; Hill et Johnson, 1993), on estime qu’ellest’pas susceptible de casselidison
covalente(NCRP, 1979) et que ses effets sont négligealdeard I'énergie du rayonnement
émis (Feinendegen et Bond, 1973 ; Hill et John§6A3).

Enfin, 'atome d*He produit par la désintégration du tritium a uneergie de liaison
extrémement faible avec la molécule a laquellet digil’atome de tritium. La liaison se
rompt ainsi trés rapidement :d@mi-vie d’une liaison C*He est estimée & Ta10° s (Teebor
et al, 1984). L®He est alors libéré, laissant un oxydant puisseoin(ne par exemple un
carbocation). Ce phénoméne est loin d’étre aneqaeti (Tisljar-Lentuliset al, 1983) ont
montré que dans le casADN triti€, ce phénomeéne peut étre a l'origine de pifas tiers des
ruptures simple brin, contribuant ainsi a ce guificacité Biologique RelativeEBR) du
tritium soit plus élevé que 1. La NCRP (1979) cdase cependant que cet effet est
négligeable par rapport aux effets dyonnement B méme lorsque le tritium est dans un
acide nucléique, conclusions partagées par Feigendet Bond (1973) ainsi que par
Carsten (1979).

Nagasawa et Little (1999) ont été les premiers atrao que des cellules pouvaient montrer
les effets liés a unexpositiona des rayonnements ionisants alors méme qu’efesnt pas
été soumises a condition toutefois que des cellajacentes ou a proximité aient été
irradiées (Gerashchenko et Howell, 2003). Cela éa atpelé l'effet de proximité ou de
voisinage Bystander effegt Ces effets prennent plusieurs formes comme wokfgration
cellulaire accrue (Gerashchenko et Howell, 200®420la mutation des cellules (Nagasawa
et Little, 1999 ; Persaudt al, 2007) et I'adaptation aux rayonnements ioniséAtglette-
Stuart et Yankovitch, 2011 ; Pintt al, 2010). La contribution de I'effdbystanderaux

conséquences globales d’'uepositiona du tritium n’est pas estimée jusqu’a présent.
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4.2.2. Incorporation et demi-vies biologiques

On estime que seul 1 a 3 % du tritium absorbé fwuse d’eau passe sous forme organique
(Diabaté et Strack, 1993 ; ICRP, 1989 ; IRSN, 200@s fractions supérieures (de l'ordre de
5-15 %) sont exprimées par Rudran (1988) suite tav sle 8 travailleurs ayant ingéré

accidentellement de I'eau fortement tritiée.

L’incorporation de molécules tritiees varie en fome de la nature chimique. Par exemple, les
acides aminésessentiels, comme lgsine et laleucine, lorsqu’ils sont tritiés, induisent des
concentrations dans les tissus 4 a 9 fois supésequ’aprés €xposition a des mémes
activités d’'HTO (Takeda, 1991). Toutes les molésuwdeganiques triti€es ne conduisent pas
aux mémes résultats. Dans sa revue, Taylor (2008)pare des données de différentes
molécules pharmacologiques tritiées dont certatoesluisent a une excrétion du tritium plus

rapide gu’apres l'ingestion d’eau.

La CIPR considére que 50 % du tritium est incorpmaé I'organisme sous forme deéL
lorsque c’est a dOOL qu'il est exposé (ICRP, 1976, 1989, 1993 ; IRSODD. On peut
noter qu’il N’y a pas de distinction entre les fesnorganiques du tritium dans ces chiffres
alors que celles-ci influencent le taux d’incorgima et le temps de résidence (Harrison,
2009). Cependant, compte tenu des voiegmbsitionles plus probables (a de I'eau tritiée ou
a des aliments produits dans une ambiance tritc@e distinction ne semble pas nécessaire
pour le suivi des populations exposees. Si ledifnag de tritium retenues different, une fois
incorporé, le tritium suit les voies métaboliquesgres a sapéciation quelle que soit sa

forme d’origine.

Ainsi, chague molécule tritiée est susceptible diawne demi-vie propre. Cependant,
compte tenu des méthodes d’étudesidmi-vie biologique de molécules triti€ées (et non la
demi-vie biologique duTOL suite a I'absorption de molécules tritiées) al@tgjet de peu
d’études. Dans I|§ableau 1-3 on a un exemple ou, pour un organe donné (la)péau
concentration en tritium des phospholipides estpamée a celle du collagéne le lendemain et
29 jours apres l'injection d’eau tritiée a des r&&prés ces quelques donnéesjidai-vie
apparente des phospholipides est de 14,5 jouks gplbarait sensiblement la méme dans le

foie) alors gu’elle apparait proche de 75 joursrpewollagene (Thompson et Ballou, 1954).
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Comme pour le taux d’intégration, teemi-vie biologique duTOLne varie également d’'un
organe a l'autre (Diabaté et Strack, 1993 ; Hamrisbal, 2002 ; Thompson, 1952 ; Van den
Hoek et al, 1983). Lademi-vie du TOL apparait comme étant a 2 ou 3 composantes. La
période de ces composantes mais également leuribetinn relative a la décroissance
globale apparaissent tres variables d’'un organauéré pour un organisme donngapleau

1-6). Ces variations sont certainement liées au tauredouvellement de 'organe ainsi qu'a
celui des molécules qui le composent. Cependantdipeformations sont disponibles sur ce

dernier point.

D’un point de vue global, il est généralement $aigant de considérer que le tritium a une
demi-vie a 3 composantes dont les contributions relativagent en fonction de différents
parameétres. Chez 'homme adulte, la premiere coamesa unalemi-vie biologique de
'ordre de 10 jours et correspond a la fractiontidiium qui est sous forme d’eau tritie. La
demi-vie biologique de la deuxieme composante retenue’l@RP (1989) est de 40 jours
mais varie selon les auteurs: 30 jours pour Maghes al. (1971 ; 1972). La troisieme
composante a une période de 250 jours selon T&3M¥3) et entre 140 et 550 jours pour
Harrison et al. (2002), Moghissiet al. (1971 et 1972). La deuxieme et la troisieme
composante correspondent a fiOLne dont lacinétique d’anabolisme est variable en
fonction des molécules concernées (Balonov, Dolgateal. 1974; Commerford, Carsten et
al. 1982; Rudran 1988). Dans le cas d'emposition aigué a de 'eau tritiée, Taylor (2003)

estime la contribution respective de ces 3 compgesan99,00 %, 0,98 % et 0,02 %.

La CIPR retient actuellement I'hypothése de deuxmmsantes : une de période de 10 jours
(correspondant a ldemi-vie biologique de I'eau) et une de 40 jours (plus lengjue la
composante « moyenne » généralement observeegsporndant a ldemi-vie biologique du
carbone (ICRP, 1989). Cela se justifie par ledait la liaison Carbone-Tritium est supposée
perdurer jusqu’a #nabolismede la molécule qui la porte. Les coefficients deas ne sont
pas significativement différents que I'on considénemodele a 3 compartiments tel que décrit

par Taylor (2003) ou a 2 compartiments tel que iclemé par la CIPR (Harrison, 2009).
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Tableau 1-6 : Estimation des demi-vies des compogan du TOL de différents organes et leur
contribution relative au TOL de l'organe suite a l'injection d’eau tritiée chez des souris adultes (ahai-vie
biologique de I'eau tritiée chez la souris : 3,3 jars) (d’aprés Thompson, 1952)

Compartiment Compartiment Compartiment
a vie courte a vie moyenne a vie longue
Organe / Demi-vie | Contribution Demi-vie | Contribution Demi-vie | Contribution
Tissu (jours) au TOL (jours) au TOL (jours) au TOL

Ceoeur 6,6 91,1 25,1 7,7 83,4 1,2
Poumons 6,4 92,2 40,5 6,1 185,0 1,7
Foie 4.4 97,6 25,1 1,9 53,1 0,5
Reins 6,0 95,0 20,6 3,3 58,3 1,7
Estomac 3,9 91,1 17,7 7,0 166,7 1,8
Intestin— | 4 5 92,5 20,0 6,5 91,0 0,9
gréle
Gros 5,6 89,8 20,0 8,9 333,4 1,3
intestin
Cerveau 5,0 62,6 20,0 32,5 250,0 8,0
Sang 5.2 63,8 10,6 26,3 14,1 9,8
Graisse 14,5 89,1 53,7 10,9
Muscles 6,2 71,9 20,4 23,1 62,3 5,0
Os 6,8 76,5 101,0 16,8 2398,0 6,7
Peau 6,2 84,4 70,0 11,7 349,1 3,9

La demi-vie biologique du tritium varie également en fonctibm I'age. Que le tritium soit
sous forme d’eau tritite ou dEOL, la demi-vie augmente avec I'dge de l'organisme
(Tableau 1-7. La CIPR a pris en compte cette variabilité (ICR®39).

Tableau 1-7 : Données biocinétiques pour la rétemn du tritium chez les adultes et les enfants, (Hason
etal., 2002)

Demi-vie biologique (jours)

Age A B

3 mois 3,0 8,0
1an 3,5 15,0

5 ans 4,6 19,0
10 ans 5,7 26,0
15 ans 7,9 32,0
Adulte 10,0 40,0

Aprés absorption de HTO, A représente 97 % et B 3 %
Aprés absorption de TOL, A représente 50 % et B.50%
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Enfin, le sexe semble également déterminant dandelai-vie biologique du tritium.
Richardsoret al. (2001) et Melintescet al. (2007) montrent a I'aide de modeles que le taux
de rétention pour une femme suite a l'ingestiodim@nts tritiés serait supérieur a ce qui est
attendu selon [&CIPR : respectivement +20-46 % et + 100 %. On noteedgaht que
l'intégration de tritium dans les oocytes induinait temps dxposition plus long que toute
autre situation de tritiation puisqu’elle perdurddt la différenciation des oocytes jusqu’a leur

maturation en ovules (HPA, 2007).

4.2.3. Evaluation des effets sanitaires et dosimétrie

De nombreuses expériences ont été menées poufigquatliquantifier la survenance d’effets
suite a uneexpositiona du tritium (HPA, 2007). Les différents effetssebvés a fortes doses

sont similaires a ce qu’induisent d’autres soutgsayonnementd @bleau 1-3.

Tableau 1-8 : Différents effets sanitaires induitpar des expositions a des molécules tritiées

Expériences in vivo Expériences in vitro

(Person et Bockrath, 1964 ; Teelabral,
1984 ; Uencet al, 1982 ; Yamadat al,
1982)

(Dobson et Kwan, 1976 ; ljiri, 1989 ; Satow

Mort cellulaire et al, 1989b)

Aberrations
chromosomiques
et mutations
(Iétales ou non)

(Kamiguchiet al, 1990 ; Matsudat al,
1986 ; Moiseenket al, 2001b ; Person et
Bockrath, 1964 ; Tanaket al, 1994 ; Vulpis,
1984)

(Chopra et Heddle, 1988 ; Kozlowsi al,
2001 ; Russett al, 1978 ; Zhowet al, 1986 ;
Zhouet al, 1989)

Perte de masse (Carr et Nolan, 1979 ; Rusinoe al, 1989)

d’'un organe

Survenue de (Gragtmanst al, 1984 ; Johnsoat al, 1995
tumeurs ou de ; Mewisseret al, 1977 ; Revinat al, 1984 ;
cancers Seyameet al, 1991)

Effets tératogénes (Satmwval, 1989a)

4.2.3.1 Efficactié biologique relative

La plupart de ces études ont permis de compariic#ieitée biologique du tritium a celle de
rayonnements de références. AinsizBR du tritium a une valeur de 1,4 comparé a
I exposition chronique & desayons X ou de 2,2 si c’est a deayons y (*°Co ou®*'Cs)
(Dobson and Kwan 1976; Straume and Carsten 1993; 20®7; Little and Lambert 2008;
Little and Wakeford 2008; CCSN 2010). Cette differe dans EBR du rayonnement du
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tritium selon le rayonnement de référence est coalypa a ce qui est habituellement observée
(Goodhead, 2009 ; HPA, 2007). APR privilégie généralement le rayonnemegrdomme
rayonnement de référence (ICRP, 2003). Plusieutsue estiment donc qu’'une valeur
unique dEBR égale a 1 telle que retenue pardBPR sous-estime le risque sanitaire du
tritium et proposent une revalorisation a 2 voiréHarrison, 2009 ; HPA, 2007 ; Little et
Wakeford, 2008 ; Melintescet al, 2007 ; Moiseenkeet al, 2001a ; Moiseenket al,
2001b).

Les effets biologiques liés a une foeeposition interne a des molécules tritiées varient en
fonction de trois parametres : leur taux d’incogtimm, leur temps de résidence et leur
répartition dans I'organisme (CCSN, 2010), notaminanniveau cellulaire (Tisljar-Lentulis
et al, 1983). On note qu’a activité équivalente,tigmidine tritiee induit plus de morts
cellulaires que l'uridine tritiée, elle-méme plusefédcace » que Histidine tritiée ou la
leucine tritiée (Person et Bockrath, 1964). Ces différeansemblent étre corrélées avec la
concentration plus ou moins importante du comp@ss ¢ noyau ou son voisinage immeédiat
(Hill et Johnson, 1993). Le taux d’incorporationsddifférentes molécules tritiées étant

egalement différent, la dose incorporée peut valian facteur 2.

4.2.3.2 La radiotoxicité des molécules
tritiées

Compte tenu des caractéristiques de son rayonnenientritium partage certaines
caractéristiques avec les émettdtirde faible énergie comme la haute densii@nisation &
I'échelle cellulaire voire subcellulaire, la nonHammité des doses absorbées au niveau des
tissus et organes et l'effet de tieansmutation (Goodhead, 2009). La quantité d’énergie
déposée dans les noyaux est un paramétre qui isfluda viabilité des cellules et sur le
déclenchement des mécanismes de réparation a fiwsss, ceux-ci pouvant induire des
altérations et instabilités génétiques notammentésaplincorporation de nucléotides
radioactifs. C’est en cela que Saintigey al. (2008) considerent que les risques de

mutagénécitéliés au tritium font partie des préoccupationsielbes.

Actuellement, aucune donnée ne permet de dire guidte un organe, un tissu ou une

molécule dans lequel se concentre le tritium apresexposition, qu’elle soit chronique ou
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aigué. Ainsi, il est couramment estimé que lesédd#ifites molécules organiques tritiees ont
globalement le mém&BR, proche de celui d’'HTO, compte tenu du fait q@sllsont
diffusées dans I'ensemble de I'organisme (CCSNQP203traume et Carsten, 1993). Seule la
thymidine tritiee semble capable d’induire une irradiatioéférentielle du noyau et ainsi

présenter un risque accru dd a la concentratiomwltiestimaient Hill et Johnson (1993).

Plusieurs auteurs font mention d’une concentradi®iHTO dans les couches d’hydratation de
'ADN mais également dans les liaisons hydrogenes aérigur du biopolymere
(Baumgartner et Donhaerl, 2004 ; Baumgartner et,Ki600). Ce mécanisme induirait une
concentration en tritium deux a trois fois plus ortpante dans ADN hydraté que dans 'eau
du milieu. Cependant, compte tenu qudON ne représente qu’une faible fraction de la
cellule (5 % en masse), le risque de dommage8RN’ provient plus du tritium du milieu

intracellulaire (Galeriet al, 2006).

Considérant que dUOL peut étre synthétisé apres absorption de HTpdéicient de dose
de 'HTO semble devoir étre augmenté de la dose @uka fraction organique, soit
6,9 +/- 3,1 % selon Trivedit al.(1997 et 2000) si on considere une répartition rggme du

tritium dans le corps. Certains auteurs évoquemenéne différence dans les effets allant de
+40% a + 240 % (Rudran, 1988). Cependant, comptedena disparité observée entre les

organes (voiTableau 1-6, il parait méme pertinent de prévoir une augmeoriade + 22 %
(Galeriuet al, 2006 ; Richardson et Dunford, 2003). Le modéleeti¥ppé par les auteurs de
ce dernier donne un coefficient de dose pour I'atiga de TOL 1,2 fois celui préconisé par la
CIPR.

De méme, il n'y a pas a I'heure actuelle détudéedé@miologique permettant d'évaluer
correctement le risque d’urexposition a des molécules tritiées : soit les données sopt t
parcellaires (notamment sur les conditionsxgosition ainsi que sur les effets sur la santé),
soit I'exposition est composite et ne permet donc pas de quariaBeisques spécifiques du
tritium, soit les cohortes sont trop petites pouoiaune puissance statistiques suffisante
(CCSN, 2010 ; HPA, 2007 ; IRSN, 2009 ; Little et M&tord, 2008).
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4.2.3.3 Tritium et faibles doses

Dobson et Kwan, (1976) concluent a une augmentatienlEBR du tritium avec la
diminution de la dose dxposition: 1,6 lorsque la dose est de 400 mGy et 3 lorsguele
est de l'ordre de 10 mGy. Dans Saintigely al, 2008, les auteurs ont observé des faits
similaires : en comparant les effets induits par lde[*H]thymidine tritiée, par de la
[**C]thymidine et par des rayons gamma, ils ont olé&sepve lathymidine tritiée induisait
plus d’effets & faible dose que [E]thymidine (LDses de la H]thymidine : 470 mGy par
noyau ; LQes de la }*Clthymidine : 1,53 Gy par noyau), lesayonnements gamma
n’'induisant pas d'effet pour des doses eéquivalenizs méme, il a été observé une
augmentation des effets avec la diminution du délsit dose (entre 18 mGy’het
900 mGy R) (Tauchi et al, 2002). Dans certaines expériences, il a été moqtre
I'exposition a des doses non-létales délivrées par des modetitiées (comme a d’autres
sources de rayonnements : voir par exemple Ikuskinah, 1996) provoquait I'induction de
mécanismes efficaces de réparation AN chromosomique (Cortét al, 1990 ; Okada et
Momoshima, 1993).

Les coefficients de dose de I'HTO et de TOL retepas laCIPR dans I'état actuel des

connaissances sont différents et varient en fomctel’'age Tableau 1-9.

Tableau 1-9 : Coefficients de doses retenus par @IPR pour I'HTO et le TOL selon I'age de la personme
exposée d'apres (Hill et Johnson, 1993)

Age HTO (Sv B¢ | TOL (Sv BgY
3 mois | 5,5x 10" 1,0 x 10
1an 4,1 x 18" 1,1 x 10
5ans | 2,6 x18" 6,7 x 10"
10ans | 1,9x 18 5,4 x 10
15ans | 1,6 x 186 4,0 x 10"
Adultes | 1,6 x 18* 4,0 x 10"

Les questions de radioécologie et de radiotoxidel@pnt encore nombreuses en ce qui

concerne le tritium.
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Tout d’'abord, les méthodes de séparations et deegesles différentes formes du tritium
souffrent encore d’'un manque d’uniformité entredateurs bien que les méthodes employées
convergent progressivement. Le constat est le mgumaat a 'emploi de la terminologie,
surtout lorsqu’il est question deOL ou d'OBT, termes qui sont entachés d’ambigiité. Ces
lacunes peuvent étre a l'origine de défauts dansgeésentation qu’on se fait de la répartition
du tritium dans les différents compartiments dentieonnement et en particulier ceux du

vivant.

Ensuite, la circulation du tritium le long de che8nalimentaires est encore I'objet de peu
d’études, notamment concernant les situationsxmbsition chronique d’écosystemes
continentaux. La connaissance des transfertsT@lne est particuliéerement pauvre en
résultats (Thompsoet al, 2011). Une des difficultés de ces études estUHipticité des
formes deTOLne possibles alors que ce point conditionne justemesitéquilibres de
transferts entre compartiments. Une plus grandeigioé dans I'étude des formes de TOLne
apparait donc comme nécessaire, en progressantlavemnesure de l'activité tritium des

différentes molécules composant une matrice.

Deux questions de radiotoxicologie découlent decoestats :

- existe-t-il des voies de transfert privilégiées rdolécules pouvant conduire a
des enrichissements ou appauvrissements a I'édkellrganisme, de I'organe, du

tissu ou de la cellule ?

- existe-t-il des molécules tritiées ayant une otmkicité significativement
supérieure a ce qui est estimé actuellement potntiem sous forme d’'eau ou de

matiere organique générique ?

Les travaux de thése présentés dans ce mémoirscrsient dans cette problématique.
L'étude d'un agrosysteme dans les conditions d'emposition chroniqgue a des rejets
atmosphériques de tritium permet d’apporter deséfés de réponses. D’abord, I'étude de la
tritiation de cultivars permet de considérer I'influence de I'espéce etadmcalisation sur
lintégration du tritium et d’étudier les éventuadffets isotopiques au sein des composants

d’'un méme échantillon. Le suivi de cheptels bovdm)t I'alimentation et 'abreuvement sont
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Etat des connaissances

essentiellement issus de I'environnement prochengiede comparer les activités absorbées
et celles excrétées dans le lait. L'étude de tation du lait permet également de voir si des

différences existent entre les principaux compasarganiques.

Compte tenu des difficultés propres a la mesuretriiwm, 'aspect méthodologique et
métrologique revét une importance particuliere psiassurer de la précision et de la
pertinence nécessaires a cette étude.
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Afin de pouvoir apporter des éléments de réponse @uestions soulevées dans la
bibliographie, il est nécessaire de s’assurer gsi@riesures faites sont justes. En effet, compte
tenu de lubiquité et de la grande mobilité du tritium, on peut siggvoque la réalisation
d’'une étude environnementale a Valduc pourraitcgagpagner de biais importants dans nos
mesures. Il est donc nécessaire de s’assurer guadthodes mises en ceuvre permettent de
s’affranchir d’éventuels biais lors des mesurese8@voir décrit les méthodes de préparation
des échantillons et de mesure du tritium utiliseéescours de I'étude, nous aborderons les
méthodes employées pour I'évaluation de la pertieate celles apparues particulierement

importantes. L’étude environnementale sera engéitete.

La mesure du tritium dans les échantillons doiffdachir de deux difficultés : la faible
énergie duayonnementf émis et la multiplicité des formes que peut prerdrtritium dans
une matrice biologique. Les méthodes décrites ssales permettent d’étudier le tritium dans

tous les compartiments environnementaux.

1. Descriptions des techniques

analytiques

1.1.La mesure du tritium

1.1.1. Le comptage par scintillation liquide

L’activité volumique tritium de I'essentiel des écttillons a été mesurée par comptage en
scintillation liquide, utilisant urricarbotrimétre PerkinElmer Tri-Carb 2910 TR. Le liquide

scintillant utilisé durant cette étude a été I'itigold LLT de Packard.

Le terme «quenching » regroupe I'ensemble des grhénes physico-chimiques qui
diminuent l'efficacité lumineuse du scintillatelien que tous les comptages durant la thése
aient été réalisés sur de I'eau (distillée et radigtre quand nécessaire), un phénoméne de
guenching subsiste et a di étre pris en comptedessmesures. Cela est rendu possible par
I'établissement d'une courbe de quenching spéafiqu détecteur, au liquide scintillant

utilisé ainsi qu’au volume du mélange échantillmude scintillant (géométrie). Cette courbe
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de quenching établit une relation entre le rendeérderdétection des photomultiplicateurs et
I'affaiblissement lumineux. Dans les pratiques dabdratoire de Métrologie et de
Surveillance de I'Environnement, cette courbe denghing est établie chaque année afin de

corriger des éventuelles baisses de rendementgshdésmultiplicateurs.

Chaque semaine, et tel que préconisé dans le dotuteehnique du constructeur du
tricarbotrimétre , une série de trois standards est passée afin otdrdler le bon
fonctionnement des photomultiplicateurs en rendéneéren bruit de fond. Le rendement
tritium sur letricarbotrimetre utilisé au cours de la thése ne s’est jamais @atplus de
1,5 % de la valeur mesurée au moment de I'étaibtiseé de la courbe de quenching. En
complément, un bruit de fond est mesuré et véchigque semaine a 'aide d’'un mélange de

10 mL d’eau de Vignolle (activité volumique < 1 Bd) et de 10 mL de liquide scintillant

Compte tenu de l'activité volumique de nos échlmmi (entre < 5,8 Bg. t et jusqu'a

300 Bg.L'!), 10 mL d’eau sont mélangés & 10 mL de liquidetsizint dans un flacon de
polyéthyléne antistatique. Le mélange est opér@ujasl’'obtention d’un milieu homogéne.
L’échantillon ainsi préparé est ensuite placé darigcarbotrimétre au moins 2 h avant le

début de la mesure afin de limiter le risque deih@scence parasite.

Lorsque le volume d’échantillon n’est pas suffisdéchantillon est placé dans un flacon de
20 mL dont la masse est préalablement tarée. Laaves|’échantillon est alors mesurée puis
I'échantillon est complété par de I'eau de Vignglisqu'a avoir 10 g d’eau. La fin de la
préparation de la mesure se déroule alors comnré diédessus.

Avant la mesure de chaque série d’échantillons,puéparation de 10 mL d’eau de Vignolle
et 10 mL liquide scintillant est comptée avant clecérie d’échantillon. Le taux de
comptage correspondant est utilisé comme bruitotkel fet déduit de l'activité volumique

mesurée sur les échantillons.

61



Partie 2 - Matériel et méthodes

1.1.2. Détermination de l'activité volumique de |'eau

L’activité volumique de I'échantillon, I'incertitue qui lui est associée ainsi que le seuil de
détection et la limite de détection sont détermiagsartir des conditions du comptage, des
parametres propres #&icarbotrimetre et au liquide scintillant et des impulsions dénoels

par les photomultiplicateurs a partir des formwjessuivent.

. Activité volumique
_ N - Bdf
t. x Rdty x pexC (3)
avec :

- A : activité volumique (en Bqh),

- N : nombre d’impulsions totales brutes,

- Bdf : nombre d'impulsions de bruit de fond,

- tc : durée de comptage (en s),

- Rdty : rendement de détection,

- pe : prise d’essai (en L),

- C : facteur de correction (dilution, distillation...).

. Incertitude relative :
0 (R =k Jﬁw(m D #6(ph +u(C)
(4)
avec
- U(X)er - incertitude relative élargie du paraméke

- A : activité volumique (en Bq't),

- k : facteur d’élargissement

- N : nombre d’impulsions totales brutes,

- Bdf : nombre d'impulsions de bruit de fond,

- Rdty : rendement de détection,

- pe : prise d’essai (en L),

- C : facteur de correction (dilution, distillation...),

- Urel : incertitude relative systématique.
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. Seuil de décision,

A 2% Bdf
Asp = Ki_g

X
t. x Rdty x pexC

(5)
avec :

Asp : seuil de décision (en Bg,
- k : facteur d’élargissement

- a : risque de premiére espece

- Bdf : nombre d'impulsions de bruit de fond,

- tc : durée de comptage (en s),

- Rdty : rendement de détection,

- pe : prise d’essai (en L),

- C : facteur de correction (dilution, distillation...).

. Limite de détection
1

2% + k2, %
Ao * i t. x Rdty x pexC

2 2
1- kl—B X Upel

Ap =
(6)
avec :

- A, : limite de détection (en BqY),

Asp : seuil de décision (en Bg,
- k : facteur d’élargissement

- B : risque de "®espéce

- t. : durée de comptage (en s),
Rdly - rendement de détection,

- P€ - prise d’essai (en L),

- C : facteur de correction (dilution, distillation...),

- Urel : incertitude relative systématique.

1.1.3. L’oxydation catalytique

1.1.3.1 Méthode usuelle

Généralement, la mesure @d0Lt ou duTOLne de nos échantillons est réalisée a partir de la
combustion et de dxydation catalytique de la matiére seche ayant subi ou nomingage

isotopique préalable.
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Le four utilisé est composé de deux fours tubutatraversés par un tube en quartz. La
premiere unité chauffante est mobile et permet iadieptimiser la combustion de
I'échantillon. Au niveau du deuxiéme four (fixeg fube de quartz est rempli d'un mélange
d’'oxyde de cobalt (10-15 % en masse) et de siB&90 % en masse) agissant comme un
catalyseur d’oxydation afin d’éliminer les impuretés (notamment les cosgsosoufrés). La
température des deux fours est généralement carmgmise 800 °C et 900 °C, la température

du four fixe étant au moins égale a celle du foobite.

Pendant son utilisation, le tube en quartz estyBapear un flux de dioxygene pur qui a une
double fonction : permettre la combustion eydation compléte de I'échantillon et étre le
vecteur des produits formés. La premiére extrédhitéour permet l'insertion de I'échantillon
et son retrait une fois I'opération achevée. Uretglm U en quartz est connecté a l'autre
extrémité du four. Les gaz y circulent et passamiaans un piége froid (éthanol a -35°C).
L'eau formée lors de combustion et dexlydation catalytique se condense alors sur les

parois du tube en U.

Echantillon en cours Mélange
de combustion dans catalyseur et
sa nacelle en quartz billes de quartz Silicagel

Tube en quartz

Fluxd 'O,
Purifié et
asséché

Piege
froid

1€ unité de 2& unité de
chauffage, chauffage, .
mobile Gaz de fixe Ethanol & -20C
combustion

Figure 2-1 : Représentation schématique du dispoditd’extraction du tritium organiquement lié (Boyer,
2009)
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Dans la mesure du possible, au moins 15 g d’édlmsont placés dans une nacelle en
guartz préalablement tarée. La masse brute dechealnle est alors mesurée. Le tube en U est
également taré avant le début de la combustion.faleeque ce dernier est connecté au four
et que la circulation du dioxygéne est mise engl#iéchantillon peut étre inséré entre les
deux unités chauffantes et I'extrémité par laquitlkst entré peut étre fermée a I'aide d’un
bouchon en caoutchouc. L'ajustement du four moailecours de la combustion permet a

cette derniere d’étre a la fois rapide, réguliéreomplete.

La nacelle en quartz est retirée du four une fois g combustion est terminée. Sa masse
brute est mesurée pour connaitre la masse de sergftantes. Le tube en U est également
retiré et sa masse brute est mesurée afin de ¢mf@mtuantité d’eau produite au cours de la
combustion. Une fois la glace fondue, I'eau de costibn est récupérée afin d'étre
neutralisée (son pH est de l'ordre de 1 a 2 aitaesdu four) puis distillée (pour réduire au
maximum le quenching) avant que son activité vofrai soit mesurée par scintillation

liquide.

Entre chaque combustion, 5 & 10 g de coton trétefaent tritié sont brllés dans le four afin
de réduire le risque d’effet mémoire. Ulanc de manipulation est réalisé en « brdlant » une
guinzaine de grammes d’eau de référence dans heltioms normales d’utilisation du four.

Ceblanc est déduit de l'activité volumique mesurée suald'ele combustion.

Dans les conditions normales d’utilisation, lesdements mesureés sur le four sont de I'ordre
de 98-99 % (Boyer, 2009). Ces données concordextt s comparaisons faites entre nos
données expérimentales et les valeurs théoriquésneéer en hydrogéne de nos échantillons
trouvées dans la bibliographie. On peut noter aqie @valuation est essentiellement utile soit
pour vérifier un bon rendement de I'opération dana ensemble, soit pour permettre la

conversion Bq ! d’eau de combustion & Bq kgle matiére fraiche ou séche selon la nature
de I'échantillon traité. La plupart de nos résugltabnt présentés sous d’activité volumique

d’eau de combustion afin de faciliter les compamassentre rapports isotopiques.
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1.1.3.2 Autre traitement de I'eau de

combustion

Le traitement de I'eau de combustion (neutralisagbdistillation) est trés consommateur de
temps. Afin de réduire le temps de traitement etpétre ainsi le traitement d’'un plus grand

nombre d’échantillons, une méthode alternativedaléveloppée au cours de la thése.

Une fois I'eau récupérée, du charbon actif estt@j@ul’eau de combustion. Le contact est
maintenu, si possible sous agitation modéré, j@sqa’ que la phase liquide soit limpide. Le
tout est alors filtré sous pression réduite surfiltre en verre fritté muni d’'un filtre
hydrophobe. Le filtrat est récupéré et son pH estnalisé mais avec une plage de tolérance

plus large : pH entre 4 et 9.

Deux biais sont craints dans cette méthode :

- la présence de chimiluminescence du fait de conspasé@-adsorbés par le

charbon actif ;

- un rendement de comptage faible du fait d’'une dfgien du liquide
scintillant par le pH trop acide ou par un quenghili & des molécules non

adsorbés par le charbon actif.

Afin de tester ces deux hypothéses, 3 combustisvidon 60 g de sucre non-tritié sont
réalisées. 3 aliquotes de chaque échantillon dord prélevées. La premiére est traitée selon
la méthode usuelle (neutralisation puis distillafioDu charbon actif est mélangé aux deux
autres aliquotes. Le mélange est filtré le lendemia deuxiéme aliquote est mélangée au
liquide scintillant sans avoir été préalablementtredisé (pH proche de 1), alors que le pH de
la troisieme aliquote est porté autour de 4 pautagie NaO,. Les activités volumiques
mesurées sont comparées entre elles avec une iattemqarticuliere pour la

chimiluminescence et le rendement.

Pour compléter ces essais, 6 eaux de combustionesdéchantillons (choisies sur le critére
de leur volume, devant étre au moins de 20 mL)tddivisés en 2 aliquotes : une pour étre
traitée de facon usuelle, l'autre pour étre traisgdon la méthode développée, avec un

ajustement du pH modére.
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1.1.4. Détermination de I'activité massique de

I’échantillon par spectrométrie de masse *He

Afin de pouvoir mesurer lactivité tritium sur deses faibles masses d’échantillons
environnementaux, la mesure [smectrométrie de masséHe a été également utilisée. Les
échantillons destinés a cette mesure ont alorsrétéyés au LSCE (CEA-CNRS-UVSQ, Gif-
sur-Yvette, France) pour leur traitement (Jean-Baget al, 2010).

La préparation des échantillons suit d’abord ceieessaire a une mesure « classique » du
TOLt ou duTOLne. Les échantillons secs sont alors broyés trésniame afin de pouvoir
étre introduits a travers une canne en verre del@f8ouce dans une ampoule de 100 mL. La
canne et I'ampoule sont en verre a faible diffusivinélium (Corning 1724). Elles sont
préalablement tarées. Une fois I'échantillon ercgld’ampoule le contenant est fixée a un
banc de mise sous vide permettant d’atteindre wessipn <13 hPa. L’ampoule est alors
scellée a la flamme. Sa masse est a nouveau mepatgeconnaitre la masse précise
d’échantillon introduit dans I'ampoule. Elle estsaite stockée a -20 °C (pour limiter encore
la diffusivité de I'hnélium) pendant la durée étabdéin fonction de la masse de I'échantillon et
de son activité massique estimée. Une fois cettéediévolue, 'ampoule est connectée a un
spectrométrede masse (MAP-215 noble gas mass spectrometernpegurer la quantité de

®He qui a été produite durant la période de stockagéa décroissance du tritium.

La limite de détection régulierement atteinte pettecéquipe est de 0,15 pour un échantillon
de 20 g équivalent eau et une période de stockadgendois. La masse de I'échantillon et/ou
la période de stockage peuvent étre augmentéessainb Ainsi, compte tenu de la gamme
d’activité de nos échantillons (20-30 Bq kaquivalent eau), une masse d'échantillon
inférieure au gramme et un stockage de 3 mois swffisants pour une mesure avec une

incertitude adéquate.

1.2.Préparation des échantillons - Généralités

Une des difficultés dans I'étude du tritium tiert Kubiquité de I'hydrogéne et a la grande

mobilité de certaines de ses fractions (eau libhré@Le). Les conditions de stockage, de
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préparation et de mesures ont fait I'objet d’'undipale I'étude afin de mettre en place les

conditions optimales a I'obtention de mesures penties lors de I'étude environnementale.

1.2.1. Stockage des échantillons

L’eau de Volvic est une eau de source considérgarmayant une tres faible activité tritium.
Elle est régulierement utilisée par des laborasoueur réaliser dddancs de mesure. Afin de
vérifier que le stockage d'échantillons a Valduinduit pas un marquage sensible, des
échantillons de Volvic ont été stockés dans diffeae conditions et leur activité volumique a
été mesurée apres 6 h, 16 h, 24 h, 48 h, 96 hmaise, 2 semaines, 3 semaines et 4 semaines

de stockage.

Deux parametres de stockage ont été testés : [#@tatare et le type de flacon utilisé pour le

stockage.

4 séries de 9 échantillons de 50 mL d’eau de Vobvit été stockées dans des flacons en
polyéthyléne de 150 mL a -25°C, 3°C, 20°C et 40°C.

5 autres séries de 9 échantillons d’eau de Volwicédé stockées dans différentes types de

flacons :

+ 50 mL d’eau de Volvic dans des flacons en polyéthglhaute densité (PEHD) de 150

mL,
e« 150 mL d’eau de Volvic dans ces flacons,

* 50 mL d’eau de Volvic dans ces mémes flacons initedlans des pochettes vinyles

thermoscellées,
e 20 mL d'eau de Volvic dans des flacons de verra@mL,

e 20 mL d'eau de Volvic dans des flacons de PEHDisétl pour le comptage par

scintillation liquide.

1 L d’eau de Volvic a été également stocké danshageille de 1,5 L maintenue ouverte.
10 mL y ont été prélevés aprés 8h, 16 h, 24 h,,4A6Hh, 1 semaine et 2 semaines. La durée
de cette expérience a été plus courte que lessatdredu fait de la prise d’échantillons et de

I'évaporation, il n’y avait plus d’eau dans le facaprés 2 semaines de stockage.
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Les résultats présentés sont les moyennes de i

1.2.2. Déshydratation

La comparaison des activités volumiques mesuréed’eau libre extraite de différentes
aliguotes d’'un méme lait a mis en évidence degmdiffces significatives. Celles-ci ont justifié
une étude de leurs origines afin de s’assurer gerdnence des protocoles utilisés au cours
de I'étude (pas d'intercontamination ou d’effet émire » de la verrerie et des appareils
utilisés, absence de fuite, bons rendements d@&ikira et de récupération des fractions
séparees, etc.). Les hypothéses testées sonidinte de la technique d’extraction d’eau et de
ses conditions de réalisation, I'influence de lasseainitiale de I'échantillon et I'influence du

taux de déshydratation final.

1.2.2.1 Influence de la technique utilisée

Trois techniques d’extraction d’eau courantes téicémparées par paire :

* la distillation sous pression réduite en utilisant pont de distillation équipé d’un

réfrigérant de Liebig de 25 cm de long,

» la distillation sous pression réduite en utilisami évaporateur rotatif (Buchi
Rotavapor R200 ou Buchi Rotavapor RE 121 équipé tain d’huile Buchi 471 Oil
bath),

* lalyophilisation en utilisant un Heto Drywinner PL 3000.

Les échantillons appariés étaient de masse éqotegbeur chacune des répétions opérées.

Pour la premiere technique testée, I'échantilldrireasoduit dans une Erlenmeyer d’1 L placé
dans un bain-marie thermostaté a 55 °C. Une ampantemousse est connectée a
I'Erlenmeyer afin de limiter ou au moins ralen@r progression du lait dans le montage lors
des phases ou I'échantillon est le plus volubikes kapeurs sont condensées dans un pont de
distillation équipé d'un réfrigérant de Liebig dé Zm dans lequel circulait une eau
thermostatée a 3 °C. Le volume mort du pont délldisdn est estimé a 0.69 mL + 0.25 mL.

Le pont de distillation est connecté & une pompeuvarand ME 2C fonctionnant a plein

régime. Le distillat est récupéré dans un Erlenmgyjacé dans un bain-marie également
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thermostaté a 3 °C. A la fin de I'extraction, lenfgérature du premier bain-marie est montée a

70 °C afin de s’assurer que I'extraction d’eauceshplete.

La distillation sous pression réduite est égalensentduite en utilisant un évaporateur rotatif
(Figure 2-2). Cette technique differe de celle décrite plustlegsentiellement par le montage
utilisé. Une différence majeure entre les deux rapes est notamment la géométrie du
réfrigérant puisque I'évaporateur rotatif est égugun réfrigérant a spiral dont le volume

mort est estimé a environ 7 mL. Les échantillomaseét placés dans un ballon d’1 L connecté
a I'évaporateur rotatif et plongé dans un bain-mahnermostaté a 55 °C. Les vapeurs sont
condensées dans le réfrigérant dans lequel cirauie eau thermostatée, comme
préecédemment, a 3 °C. Le distillat est connectés dam ballon & fond plat. A la fin de

I'extraction, la température du bain-marie est géesa 70°C.

Figure 2-2 : Schéma d’un évaporateur rotatif

La lyophilisation est conduite dans uwpophilisateur Heto Drywinner PL 3000 modifié par
I'utilisation d’un insert en verreFjgure 2-3). Les échantillons sont placés dans des pots en
acryligue connectés a un manifold dont I'extrénpiiénge dans l'insert en verre. Celui-ci est
introduit dans le piege froid dlyophilisateur (température : -55 °C) afin de faciliter la
récupération de l'eau extraite ainsi que la décuimtation du piege froid entre deux
utilisations et limiter ainsi I'effet mémoire. Le amifold est connecté a une pompe a vide

Adixen Pascal 1005 fonctionnant a plein régime.pk@ssion dans le systeme est < 5 hPa.
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Apres la déshydratation complete de I'échantillbimsert en verre est immédiatement et
hermétiguement fermé pour éviter le marquage daul’eondensée par la vapeur d'eau

atmosphérique jusqu’a ce que le verre soit compléte réchauffé et que la glace ait fondue.

Figure 2-3: Schéma de fonctionnement du lyophilisaur Heto Drywinner PL 3000 modifié par
I'utilisation d’un insert en verre dans le piegre foid

Les techniques de déshydratation sont comparéegapar afin d’optimiser la puissance des
tests statistiques utilisés (9 répétitions pour garar lalyophilisation et la distillation par
eévaporateur rotatif, 8 pour compatgophilisation et distillation par pont de distillation et 8

pour comparer les deux techniques de distillation).

1.2.2.2 Test de la fiabilité de la
lyophilisation et de la distillation
L’activité volumigue d'une eau pure tritiée (eau tge 3 produite par une unité de
purification d’eau RiOs 3 Merck Millipore) est meéa dans 3 situations :
- sans autre traitement

- apres avoir été distillée sous pression réduitetdéisant un pont de distillation

(comme décrit plus haut)
- apres avoir été lyophilisée dans les conditionsitscplus haut.

Pour chaque situation, 3 aliquotes de 49,9 g WMt été préparées.
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1.2.2.3 Influence de I'air ambiant sur la

lyophilisation

Afin de détecter d’éventuelles sources de margeatgrne, deux types d’expériences ont été

menées.

1.2.2.3.1 Lyophilisation a Valduc et a Besangon

L’activité volumique de l'eau extraite pdyophilisation d’aliquotes d’'un méme lait est
mesurée selon que Igophilisation soit opérée a Valduc (dans les conditions décptes
haut) ou a Besangon ou l'activité tritium de la @apatmosphérique est en-dessous de notre

seuil de décision.

7 aliquotes de 51,2 g + 0,5 g sont préparées & parh méme échantillon de lait dans des
flacons en polyéthylene de 150 mL. Elles sont ctimgea — 25 ° C a Valduc aprés étre
chacune insérée dans une pochette vinyle doubleswiiée. Trois sont lyophilisées a
Valduc, trois a Besancon et une est distillée gmession réduite a I'aide d’'un pont de

distillation.

La lyophilisation a Besancon est faite a I'aide d’'un Cosmos 20kdte). Le vide est assuré
par une pompe Adixen Pascal 2005-Ci fonctionnantléne capacité. A la fin de la

lyophilisation, une fois le vide cassé, I'eau condensée est ééapen chauffant le

condenseur.

L’activité volumique de chacun des échantillons restsurée a Valduc dans les conditions

décrites plus haut.

1.2.2.3.2 Lyophilisation a vide

Trois lyophilisations sont menées a Valduc en utilisant un DrywinnemoH&t 3000 pendant
5 a 7 jours. Pendant la derniere répétition, Bamrbiant est prélevé en continu a I'aide d’'un
barboteur (MARC 7000, SDEC) afin de mesurer I'activité voligime de I'eau de lair. La
masse de l'insert en verre est mesurée au débuadin de chaque répétition. Pour récupérer
les éventuelles traces d’eau condensée, 10 mL dieavignolle sont mis au contact des
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parois de l'insert puis récupérés pour en mesueatilité volumique et déduire ainsi
l'activité volumique de I'eau condensée au cours laelyophilisation. Cette activité
volumique peut étre comparée a celle de I'atmosptarant ldyophilisation.

1.2.2.4 Influence de la masse de

I’échantillon

Afin de mesurer l'influence de la masse d’échamtiltraité sur la fiabilité de la mesure, 6
séries d’échantillons de masses différentes (envifog, 30 g, 60 g, 120 g, 240 g et 480 Q)
sont traitées par les deux techniques de distihlasous pression réduite précédemment
décrites. La plupart des séries sont composées dipélitions opérées avec le pont de
distillation et une avec I'évaporateur rotatif. &@rie d’échantillons de 30-38 g est composée
de 3 répétitions supplémentaires opérées a I'éatguar rotatif. La masse d’échantillon la
plus élevée n'a pu étre testée qu’'une seule foitockes les autres répétitions ont été avortées
suite a la remontée brutale de lait dans I'ensendblenontage. Le lait utilisé pour cette

expérience a ainsi fini par manquer.

1.2.25 Influence du niveau de déshydratation

final

La masse de chaque échantillon traité est comgal&enasse de matiére séche restant apres
la déshydratation et a la masse d'eau extraitectiviéé volumique de I'eau extraite est
mesurée pour chaque échantillon. La corrélatiomeel® taux d’eau extraite et l'activité

volumigue mesurée peut ainsi étre évaluée.

Des distillations séquencées sont mises en ceugnmantage utilisé pour ces expériences est
illustré par laFigure 2-4. Un échantillon d’environ 300 mL est introduit daim Erlenmeyer
d’'l L placé dans un bain-marie thermostaté a 53t ampoule anti-mousse est placée au-
dessus de I'Erlenmeyer afin de limiter et de ratdas remontées de lait le long du montage
au cours de la distillation. Lorsque le systemesesis pression réduite, les vapeurs circulent
le long du montage jusqu’a un réfrigérant a spidales lequel circule une eau thermostatée a
3 °C et dont le sommet est connecté a une pompeu(Maand ME 2C) qui fonctionne a plein
régime. Les vapeurs condensées tombent dans uneukemge coulée. Tous les 10-30 mL
(23 mL en moyenne), 'ampoule de coulée est ouvaditede laisser couler I'aliquote dans un
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Erlenmeyer de 50 mL. Une fois vide, I'ampoule dailée est a nouveau fermée pour
recueillir I'aliquote suivante. Le vide est alomssé au niveau de I'Erlenmeyer de 50 mL sans
gue cela ne perturbe le reste du systeme et l@tigest prélevée et pesée. Une fois la
distillation semblant achevée, la matiere sechié lgtphilisée pour récupérer 'eau qui aurait

pu subsister. L’activité volumique de chaque aligum été mesurée.

y

I
RN T

To the pump

Condenser

—

Dropping funnel

Splash head

1 L erlenmeyer
=T Thermostated bain-marie
To the pump

|

\ 50 mL erlenmeyer
[ ]

Figure 2-4: Schematic diagrams of the apparatud fase'sequential distillations”

La distillation séquencée est mise en ceuvre stgrdifts laits, notamment ceux collectés

dans le cadre des mesures de routine du laboratoire
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1.2.3. Ringage isotopique

Afin de mesurer I&0Lne, la matiére séche de I'échantillon considéré doi « lavée » du
TOLe qu’elle contient. Le principe de ce lavage comsiguelle que soit la mise en ceuvre, a
une mise en équilibre isotopique de la fractionaégeable de I'hydrogene de la matiére
séche de I'échantillon avec grande quantité d’eawutritiée : on dilue ainsi [#OLe jusqu’a

ce qu’il ne soit plus perceptible.

Une fois I'échantillon frais broyé et lyophilisé,e@st mélangé a une grande quantité d’eau de
référence (10 fois la masse de I'échantillon skee)temps de contact est d’au moins 48h a
température ambiante et sous agitation magnétideau est ensuite extraite du mélange (par
lyophilisation ou distillation). L’activité massique dliOLne est mesurée sur la matiere

seche ainsi préparée. L’activité volumique de I'ebéchange est également mesurée pour
vérifier qu’elle est inférieure a la limite de déien. Si ce n’est pas le cas, un deuxieme

rincage isotopiqueest réalisé.

1.3.Préparation des échantillons -

Particularités

1.3.1. Traitement du lait

Afin de mesurer I'activité tritium dans les prinaijx composants organiques du laiaiere
grasse caseéines protéines sériqueset lactosg, ces-derniers sont séparés selon deux
processus : la premiere mise en ceuvre a Valduepetsant sur la précipitation acide des
caséines, l'autre mise en ceuvre a la platefornfentdogique de 'UMR STLO (Sciences et
Technologies du Lait et des (Eufs) de 'INRA de Remmt utilisant une succession de
filtrations membranaires.

1.3.1.1 Premiére voie de séparation

Le lait entier cru est d’abord centrifugé 30 mirsute 4700 tours mih La créme est ainsi

séparée du lait écrémé. La créme est collectéedgsisydratée.
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Le pH du lait écremé est ensuite porté a un pH6<péy adjonction d’acide chlorhydrique
10 mol L' sous agitation magnétique. Le lait acidifié esir@la nouveau centrifugé a
4500 tours mitt pendant au moins 10 minutes et ce jusqu’a I'olant’une phase aqueuse
limpide. Le lactosérum acide est ainsi séparécdssinegrécipitées. Lesaseinessont alors

collectées pour étre déshydratées.

Compte tenu de difficultés rencontrées pour exrde@sprotéines sériquespar précipitation,
le lactosérum acide est également déshydraté sdrestenitement : il est d’abord concentré
par évaporateur rotatif puis le concentré est ljl;ggh La fraction organique de la matiere
séche est alors essentiellement composééaatese (environ 48 g [!) et de protéines

sériques(5-7 g LY.

Ces différentes étapes sont testées sur du laifdilglement tritié. Cette expérience a permis
de vérifier 'absence de marquage des fractionslyites au cours des différentes étapes de

séparation lorsqu’elles sont conduites a Valduc.

1.3.1.2 Séparation par filtrations

membranaires

La Figure 2-5 présente le schéma technologique proposé par I''GVMRO pour la séparation

des principaux constituants organiques du lait.

Le lait entier cru est d’abord porté a 60 °C avdatséparer la creme du lait écrémé par
ecremage centrifuge. Le lait écrémé est alors éparédnicrofiltration tangentielle (seuil de
coupure 1.0 um) : les bactéries présentes damad lgoht concentrées dans le retentat (R 1.0)
alors que le filtrat (MF 1.0) est un lait écrémé@pbactériologiquement propre.

Le MF 1.0 est alors traité par microfiltration tamgjelle (seuil de coupure 0,1 um) ce qui
permet de concentrer les micellesadséinesdans leur forme native dans le retentat (R 0.1)
alors que le filtrat (MF 0.1) en est exempt. Lesanddractions présentent les mémes
concentrations que le lait initial en protéinesubtds, lactose minéraux et azote non-

protéique. La diafiltration de R 0.1 avec de I'emmosée permet de purifier le concentré de

micelles decaséines
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Lait entier cru

|
1-Ecrémage centrifuge 50°C — > Creme

I (lait écrémé + matiére grasse a environ. 350 g/kg)
Lait écrémé cru

I

2-Epuration bactérienne

MF 1,4 um

|

Lait écrémé épuré
|

3- Séparation/concentration sélective
micelles de caséines / protéines solubles

——— Concentré bactérien
(lait écrémé + bactéries)

MF 0,1 pm

Rétentat 0.1 um
Fraction enrichie en micelles de caséines
(+ lactose, minéraux, azote non protéique, pretein

\

Microfiltrat 0.1 pm
Protéines solubles
(+lactose, minéraux , azote non protéique)

solubles) |

I > 7
4-Purification 5-Concentration par UF 8 kDa Permeat 8 !(D,a
Lactose, minéraux,

par diafiltration (MF 0,1 pm) | urée. AA

\l/ Rétentat 8kDa

. e Fraction enrichie en protéines solubles
Rete'jtat 0']_- H diafiltré L. (+ lactose, minéraux, azote non protéique)
Concentré de micelles de caséines |

natives purifiéeglans 'eau)
6-Purification
par diafiltration (UF 8 kDa)

v

Rétentat 8 kDa diafiltré
Concentré de protéines solubles
natives purifiéegdans I'eau)

Figure 2-5: Schéma technologique de séparatiorpdesipaux constituants organiques du lait tel gueposé
par I'INRA

Le MF 0.1 est alors ultrafiltré (seuil de coupuee & kDa) afin de concentrer les protéines
solubles dans le retentat (R 8 kDa) alors quelteatfi(UF 8 kDa) contient léactose les
minéraux ainsi que I'azote non protéique en comaéohs équivalentes que le lait initial. Le

R 8 kDa est diafiltré avec de I'eau osmosée potifipules protéines solubles.

Chaque opération est conduite a 50 °C pour linkteléveloppement bactérien et diminuer la

viscosité du lait.
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1.3.2. Extraction/séparation de nutriments végétaux

Dans le méme objectif d’'une plus grande précisienlad connaissance de la tritiation des
composantes d’'une chaine alimentaire, nous avarsloh a séparer au mieux les principaux

nutriments desultivars.

Des protocoles d’extraction et de purification @bé établis afin de pouvoir extraire en

guantité et en qualité suffisantes les nutrimeiftieés des végétaux employés.

1.3.2.1 Extraction de I'amidon et du gluten
d’épis de blé et d’orge

150 g de grains sont écrasés afin d’obtenir une pamogene. Celle-ci est mélangée a
500 mL d’eau faiblement tritiée jusqu’a ce que Eange soit homogéene. Ce dernier est alors
tamisé a 500 um. L’'amidon, dissout dans la phaselws®, passe a travers le tamis, le gluten
reste avec le retentat. Le tamisat est ensuiteitey@ a 4500 tours mihet & 10 °C pendant

45 minutes. La phase solide est récupérée puihiysge. Elle peut ensuite étre brllée pour

la mesure dd0OLne de I'amidon.

Le retentat obtenu lors du tamisage est d’abord EVeau distillée faiblement triti€ée puis
filtrée. L’'opération est renouvelée jusqu’a ce dridiltrat demeure incolore. Le retentat est

AL~ L

ensuite lyophilisé. Le résidu sec peut alors étidélpour mesurer [EOLne.

1.3.2.2 Extraction de I'huile de colza

Les graines de colza sont d’abord extraitesgilegues a pleine maturité. Lesiliques sont
finement broyées et conservées pour mesurer l¢nit@dritium. Les graines sont également
broyées finement puis mélangées a 5 fois leur mdsseyclohexane. Le tout est chauffé a
reflux a une température de 60 °C sous agitationamgue pendant 30 minutes. Une fois
refroidi, le mélange est filtré sur buschner. Leairges sont rincées avec un volume de
cyclohexane. Le filtrat est transvasé dans une alap® décanter. On y ajoute environ 3
volumes de solution saturée en NaCl. On laissendécaLa phase organique est récupérée
puis séchée avec du sulfate de magnésium anhyerault est filtré grossiérement, le filtrat
étant récupéré dans un ballon de distillation. @téde alors a une distillation pour extraire

le cyclohexane. L’huile de colza est récupérée peEsimesures de son activité tritium.
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1.3.3. Mesure du tritium atmosphérique

Dans le cadre du suivi régulier du site ainsi galsdcertaines expériences conduites au cours
de la these, l'activité en tritium atmosphériquetté suivie de facon hebdomadaire par
barbotage Cette méthode repose sur la capture du tritiumosgphérique par de l'eau
faiblement tritiée. L'air atmosphérique est prélévdébit constant et diffuse successivement
dans deux séries de deux flacons remplis d’ealefadnt triti€ée (eau de Volvic). La premiere
série piege la vapeur d’eau par affinité chimidtwetre les deux séries, 'air traverse un four a
catalyse maintenu a une température de 450 °C qui pernwtyder en eau I'hydrogene
présent dans I'air sous d’autres formes (notamrhigrdét CH,). L'’eau ainsi formée peut étre
pieégée par la deuxieme série de flacons. L'évajmrate I'eau dans les flacons est limitée

par leur maintien a basse température (environ)5 °C

Connaissant le volume d’air prélevé au cours geleéode de mesure, le volume d’eau et son
activité volumique dans chaque flacon, il est gassde connaitre I'activité volumique de

I'air en HTO et autres formes de tritium.

Les barboteurs utilisés au cours de I'étude sont des MARC 700@rris par SDEC. Le
constructeur donne un rendement pour ces systeen@8 &b + 7% pour le piégeage de HTO
et de 98 % * 7% pour la conversion en HTO daneuedatalytique.

Les moyens visant a déterminer l'activité tritiurasddifférents types d’échantillons étant
décrits, intéressons-nous a la méthode employéedtodier la tritiation de I'environnement

dans le voisinage proche du centre de Valduc.
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2. Etude environnementale de

marquage chronique au tritium

2.1.Choix de la chaine alimentaire

Compte tenu de la localisation du site de Valdudest caractéristiques de ses émissions de
tritium (uniquement atmosphériques), les recherdrgsété orientées vers la tritiation d’un

ecosysteme terrestre.

Afin de pouvoir mesurer et suivre linfluence deffélients paramétres en conditions
environnementales, le suivi d’exploitations d'élgea laitiers présente de nombreux
avantages. Compte tenu de la diversité de leurealiation et la facilité de prélever celui-ci,
les cheptels bovins sont choisis comme dernierlomade la chaine alimentaire étudiée. Ce
choix est également justifié par la facilité delgwément et donc de suivi du lait dans le

temps ainsi que par I'importance de cet alimensdamutrition humaine (AFNOR, 2001c).

Outre le suivi des cheptels, des mesures sontrégatefaites sur des végétaux cultivés dans
'environnement de Valduc. La pertinence de ce xhw@nt dans le fait que ces végétaux
entrent dans la chaine alimentaire qui mene a Ithemsoit directement (blé) soit
indirectement par la consommation animale (commgr p® mais par exemple) (AFNOR,
2000).

Quatre exploitations laitieres sont situées au Nard Sud-Est, au Sud-Ouest et au Nord-
Ouest du site, entre 4,5 et 6,5 km de Valduc. Aa;dmitre la moins grande accessibilite, le
niveau de tritiation aurait été trop bas pour pétrmedes mesures avec une incertitude

satisfaisante.

80



2 - Etude environnementale de marquage chroniquetiaum

2.2.Suivi environnemental du site de Valduc

Dans le cadre de la surveillance du site de Valdde, nombreux parametres
environnementaux sont mesurés régulierement. L&éamironnementale présentée ici s’est

appuyée sur des données produites dans ce cadre.

2.2.1. Données météorologiques

La température, I’hnygrométrie relative, la pressabtmosphérique, la direction et la vitesse des
vents (a 10 m, 30 m et 50 m au-dessus du site) ques la pluviométrie sont suivis en

permanence sur le site de Valduc. Les donnéexsbattées et archivées en temps réel.

Les équipements permettant ces mesures sont :
- un thermometre Pullsonic PT100-4fils
- un thermohygrométre Skye
- une sonde température et humidité Presto 635
- une sonde de pression Vaisala PTB220BAA2A1
- une girouette skye Alliance technology Vector lastents W200P-D1
- un anémometre skye Alliance technology Vector imagnts A100R
- 2 anémometres a ultrasons GILL windObserver Il
- un sodar Remtech PAO
- un pluviométre Lambrecht 15188

- un pluviométre skye Environmental Instriments LA&RG 100.

2.2.2. Suivi de l'activité tritium de I'environnement

4 stations de surveillance environnementales gparties autour du site, dans les villages de
Salives, Moloy, Léry et Echalot. Elles sont tougspiipées d’urbarboteur MARC 7000

SDEC (voir la section 1.3.3 pour plus de détallsk flacons sont relevés hebdomadairement.
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2.3.Tritiation des végétaux en conditions
environnementale
Deux séries de mesures sont conduites : I'une pualuer les différences d’intégration du

tritium liées entre espéces et I'incidence de talisation sur la tritiation, I'autre pour suivre

la tritiation decultivars au cours de leur croissance.
2.3.1. Influence de la localisation et de I'espéece

Les conditions d’exposition des plantes durant @oissance aux rejets atmosphériques de
Valduc varient en fonction de leur lieu de cultugéest un parametre majeur dont nous avons

cherché préciser l'influence.

Légende
r Orge
r Colza

[ Bl

@ Station de prélévement |

Carte 1 : Carte de situation des prélevements de [aremiére campagne de mesures

La premiére campagne est composée de trois esploesies afin d’avoir des périodes de

croissance et de maturité comparables : le bl&efhl'orge de printemps et le colza. 5 zones
de prélevements sont définies afin d’étre répamie®ur du site et éloignées de distances
équivalentes du site (toutes situées entre 3,7 tkip8ekm). Les points de prélévements sont

sélectionnés afin de minimiser la distance enseténts d'une méme zone.
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L’ensemble de ces échantillons a été préleve Ipih42012. Chaque échantillon est coupé a
environ 5 cm au-dessus du sol, immédiatement pldaés un sachet plastiqgue
hermétiquement fermé et mis en glaciere maintenuaotns de 10°C, puis rapidement
reconditionné en pochette vinyle thermo-scelléerpéue stocké a -20°C jusqu’a son

traitement.

Le traitement des échantillons consiste d’abord uen premier broyage suivi d'une
congélation. L’échantillon broyé est alors lyopddlijusqu’a ce que sa masse soit constante.
Afin de parfaire la granulométrie des échantilloifs,pouvaient étre broyés a nouveau une

fois secs.

Le TOLt et leTOLne sont mesurés suivant la technique décrite a lzoset.1.3.

Les plantes prélevées sont coupées 5 cm au-deasssl.dCompte tenu de la taille de ces
échantillons, ils n'ont pas été mis en sachet hegue avant leur broyage. Il est donc choisi
de ne mesurer que TOLne sur ces échantillons. Une fois les échantillorectes, ils ont

éte stockés a 5°C avant leur broyage.

Une fois broyés, les échantillons ont été placégearhettes vinyle thermo-scellées. Les
différents organes d'un prélevement ont été regrsugans une deuxieme pochette vinyle

également scellée avant d’étre congelés a < -20°C.

Le TOLne a été mesuré conformément a la méthode décrite sedtion 1.1.3 aprés un

rincage isotopiqueeffectué selon la méthode décrite a la sectior31.2

2.3.2. Tritiation au cours de la croissance

Afin d’étudier la tritiation desultivars en conditions agxposition chronique, des points de
prélévement sont définis autour des stations d2yeents environnementaux de Valduc.
Les échantillons sont prélevés hebdomadairemen &ntl5 avril 2013 et le 16 juillet 2013
(AFNOR, 2001b).
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La masse moyenne des échantillons est évaluéeappedée de 10 individus de chaque
prelévement. A partir du 27/05/2013, les indiviétsnt de taille suffisante, les épis sont pesés
et traités séparément de la tige et des feuilles.

Le tritium total et leTOLne sont évalués sur chaque prélevement. Les vargitiences
activités tritium sont comparées aux activités apme@riques mesurées hebdomadairement

dans les stations de prélévements et a I'évoldela biomasse au cours du temps.

2.4.Tritiation des animaux en conditions

environnementales

2.4.1. Caractérisation des exploitations

Au début de la these (18/10/2010), 12 élevageses@ibités dans un rayon inférieur a 10 km
autour du site de Valduc : 9 élevant des racesnlegva viandes (vaches charolaises) et 4
élevant des vaches laitieres (Prim’Holstein, Mol#ibées et Brunes des Alpes). Une

exploitation agricole a cessé I'élevage au couradieese.

Au début de la thése, 11 exploitants (7 élevantaess a viande, 4 élevant des races laitieres
et 1 produisant lait et viande) ont été renconaf@s de connaitre les conditions d’élevage
susceptibles d’'impacter la tritiation des cheptéBarte 2). Ensuite, chaque année la
cartographie des produits cultivés par chaque #@spilon a été actualisée afin de savoir ou

sont produites les céréales susceptibles d’enares balimentation des animaux suivis.
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Légende
Exploitations suivies

Il EARL de la Vincente
[ EARL Jean-Claude Deschamps
l EARL Sommant

[l GAEC Colson-Estivalet
[] GAEC de I'Etang

[ GAEC de I'lgnon

Il GAEC des Aiguillottes
B GAEC Pitre

Il GAEC Schneider

Il GAEC Ste Catherine
[l Stéphane Gentils

Sieges des exploitations
* Vaches & viande
. Vaches laitieres

’/ Vaches a viande et vaches laitiéres

Carte 2 : Carte des exploitations agricoles

2.4.2. Comparaison de la tritiation de laits de

différentes exploitations

3 campagnes de préléevements de lait sont menéesuas de la thése afin de comparer la
tritiation des laits produits par les 4 exploitasdaitieres voisines de Valduc. Lors de chaque
campagne, les laits des 4 exploitations (dans kureedu possible) sont prélevés au cours de

la méme matinée.

Les laits ainsi collectés sont traités selon lanpeee voie de séparation des constituants

organiques du lait décrite précédemment.

L’activité tritium est comparée entre les differemfractions organiques des laits ainsi qu’aux

différents autres parametres environnementauxssuivi
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2.4.3. Suivi d’'une exploitation dans le temps

En complément des comparaisons entre exploitatioms,exploitation fait I'objet d’'un suivi

hebdomadaire pendant 16 semaines.

Pendant cette période, lnarboteur installé dans I'étable préleve en continu I'atnese
dans laquelle évolue le cheptel. Lors de chaquéealubarboteur, du lait est collecté ainsi

gue l'alimentation « préte a consommer » et |'eabruvement.

L’évolution de l'activité tritium de ces différenparametres est suivie.

L’ensemble des méthodes employées au cours ded'@mt eté décrites et justifiées. Voyons

guels ont été les résultats obtenus au coursttieda.
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Compte tenu dedibiquité du tritium et de sa trés grande mobilité, la gesties échantillons
du prélevement jusqu’a la mesure ainsi que la sfipardes différentes fractions nécessitent
un grand soin afin de garantir la justesse deslteésuCette premiére partie de résultats
présente ceux qui ont permis de consolider les mageratoires employés au cours de
I'étude environnementale et ceux qui ont contriuig@méliorer notre représentation du tritium
dans les différents compartiments environnementapermettant ainsi d’aborder le

fractionnement isotopique de maniére plus juste.

Une fois I'échantillon préleve, le stockage esptamiere source de biais potentielle. C'est

donc logiquement le premier point abordé par I'étud

1. Stockage des eéchantillons

La capacité du tritium a diffuser a travers difféise matériaux est connue (Okada et
Momoshima, 1993). Il est donc nécessaire de verfiee le stockage des échantillons dans

une ambiance triti€e ne risque pas d’aboutir a argoage sensible.

Durant les 2 mois pendant lesquels nos tests $i@atges, seules les répétitions faites sur de
'eau de Volvic contenue dans un flacon ouvert wmntré une évolution significative de
I'activité volumique de I'échantillon au cours dentps. Ces résultats sont représentés sur la
Figure 3-1 L’activité volumique de I'eau évolue selon ungrsoide dont le plateau se situe
proche de I'équilibre avec I'activité volumique thevapeur d’eau atmosphérique (178,5 £
133,0 Bq L.

200

150 -
/ —&— Eau prélevée dans

100 - une bouteille ouverte

- - - - Limite de détection

50 A

Activité volumique
(Bg L™

0 100 200 300 400

Temps de stockage (heures)

Figure 3-1 : Variation de I'activité volumique de leau de Volvic continue dans un flacon ouvert au aos
du temps
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1 - Stockage des échantillons

Les résultats des autres expériences restent sntdedu seuil de décision (2,8 Bd)ldurant

la durée de I'expérience. Des échantillons onténservés pendant 2 ans apreés la fin du suivi
régulier et leur activité volumique a été mesufag. 5 échantillons, 4 présentent une activité
volumique moyenne de 7,1 Bg'l(de 5,0 Bq [* & 9,3 Bq ). L’activité volumique mesurée
sur le dernier échantillon est en revanche nettemgpérieure : 95,5 BqL L'incohérence

de cette derniére valeur par rapport aux 4 ausesanfirmée par le test de Dixon. On peut
donc envisager que cette valeur ait été obtenu@mmaperturbation de I'expérience (comme

un bouchon insuffisamment serré pour garantir fireicité du flacon).

Ces résultats confirment la capacité de stockeédeantillons a Valduc, mais a conditions de
respecter des régles simples pour garantir lait@lids résultats :

- une durée de stockage raisonnable, et aussi apugtpossible
- un flacon hermétique et correctement bouche.

Ces conditions suffisent pour éviter le marquagen @dchantillon méme dans les conditions
particulieres d’activité atmosphérique du centr&/dieluc. Cependant, et malgré ce constat, il
est choisi de procéder durant I'étude a un douldeohnage (flacon + pochette vinyle
doublement scellée ou 2 pochettes vinyles doublemsezilées imbriquées) afin de doubler
les précautions quant au risque de marquage trittutke conserver les échantillons a < -20°C
dans le but de préserver l'intégrité des échansllau cours de leur stockage. Enfin, les
échantillons sont traités aussi rapidement queilgessfin de limiter le temps entre le
prélevement (ou la préparation) et I'analyse dealtats.

S’étant assuré que le stockage (pour une duréenrable) des échantillons a Valduc n’était
pas & méme d’induire une modification sensible @& lactivité volumique, nous avons
également vérifié que nos méthodes de préparatémhahtillon n’avaient pas plus d’'impact

sur la justesse de nos mesures.
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2. Déshydratation

La comparaison de l'activité volumique de I'eauraie de différentes aliquotes d’'un méme
lait a mis en évidence des différences signifiemivDes expériences sont réalisées pour
identifier I'origine (ou les origines) de ces difééices, d’en comprendre les mécanismes et
ainsi de mettre en place des protocoles pertinEnis|'extraction de I'eau des échantillons.

2.1.Influence de la technique de

déshydratation

2.1.1. Comparaison de techniques usuelles

Des répétitions sont faites afin de comparer lé¢witgs volumiques de I'eau extraite du lait
par différentes techniquety@philisation, distillation par évaporateur rotatif ou utilisaum
pont de distillation sous pression réduite). La seasoyenne des échantillons sur lesquels
sont procédées ces répétitions est de 60,4 g.dpeditions sont opérées sur deux techniques

en paralléle. L&igure 3-2montre comment les résultats obtenus sont digtsibu

50
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1

45
1
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40
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40

Activité volumique (Bq L-1)
30 35
1
35
1
35
1

-

25
1
25
1
25
1

—_
o | — o | o |
N N N
T Evapdrateur T Ponlt de Evapdrateur Ponlt de
Lyophilisation rotatif Lyophilisation  distillation rotatif distillation

Figure 3-2 : Comparaison de la distribution des actités volumiques mesurées sur I'eau libre extrait@ar

chacune des 3 techniques de déshydratations étudiée

Le rectangle central représente les valeurs coewrentre les quartiles inférieur et supérieur. igme
horizontale médiane représente la valeur médianshdque distribution. Les lignes verticales s’éamidle la
valeur minimale a la valeur maximale de chaque [atioun

L'activité volumique de I'eau extraite par lyopBkiition est significativement plus élevée que cede eaux
extraites par les deux techniques de distillatimst(de Wilcoxon, p < 0.01). La différence entre teux
techniques de distillation n’est pas significative.
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Ces résultats montrent que les deux techniquesstidation donnent des résultats proches,
sans différence significative malgré une dispersipparemment plus importante (écart type
supérieur de 22 %) pour les distillations opéréas lfgvaporateur rotatif. En revanche,
l'activité volumique de I'eau extraite pdyophilisation est significativement supérieure a

celle de I'eau extraite par distillation et présenne dispersion bien plus importante.

2.1.2. Comparaison des fiabilités de la distillation et de
la lyophilisation
L’activité volumique d'une eau pure tritite est mn&® aprés ou sans traitement

complémentaire (distillation olyophilisation). La Figure 3-3 présente les résultats des

différentes répétitions.

35

30

25

© i

-
z I I —
E 4 20— O Eau pure non traitée
>
S @ Eau pure distillée
o 8 5 B Eau pure lyophilisée
=
3]
<

=
o
I

Eau pure avec ou sans traitement

Figure 3-3 : Comparaison de l'activité volumique mesurée sur eae pure triti€e aprés ou sans traitement
complémentaire (distillation dyophilisation)

On observe que la distillation n’a pas d’incidesce I'activité volumique mesurée (+ 2,9 %)

alors que ldyophilisation induit une nette augmentation de I'activité volgoe (+ 42,9 %).

93



Partie 3 - Vers une plus juste évaluation du magguetium

2.1.3. Influence de I'ambiance sur la lyophilisation

2.1.3.1 Lyophilisation a Valduc et a Besancon

Il est d’abord procédé a Igophilisation de deux groupes de trois aliquotes de 50 g extrait
d’'un méme échantillon de lait, un a Besancon etti&aa Valduc. Toutes ldgophilisations
sont menées a leur terme : environ 88 % de leusenast extraite en eau, sans différence
significative entre les échantillons (écart-ty@eQ9 %). Pourtant, la comparaison des activités
volumiques mesurées sur l'eau extraite des dewupg® de lyophilisation montre

d’'importantes differences-{gure 3-4).

35
I

30

Activité volumique - Bg.L-1
20 25

15

_—

S—

JE T

Besancon  Valduc

Figure 3-4 : Activité volumique de I'eau libre du hit extraite par lyophilisation a Besancon et a Valuc

Ces différences peuvent uniqguement s’expliquerl@anarquage et par le démarquage de
'eau extraite au cours dégophilisations par la vapeur d’eau atmosphérique ambiante. Ce

phénomene peut avoir lieu au cours de trois étapes

- avant lalyophilisation par condensation de la vapeur d’eau atmosphérique
contenue dans le systéeme pendant sa mise a teomgérat

- pendant ldyophilisation a cause d’une fuite ou d’une désorption des jalats
systéme utilisé sous l'effet du vide

- aprés lalyophilisation, lorsque le vide est cassé, par condensationaie I’
entrant dans le systéme alors que le piege frdiérere a sa température de

fonctionnement.

94



2 - Déshydratation

On note que la différence entre l'activité volumegaitendue de I'eau libre du lait (autour de
20 Bq LY et lactivité volumique mesurée sur 'eau exeaét Besancon est importante.
Compte tenu de la faible différence d’activité enfeau libre et I'eau atmosphérique de
Besancon, cela montre qu’il y a eu d'importantsaégfes entre ces deux compartiments (de
'ordre de 15 g d’eau mis en jeu). Cependant, lapp utilisé ne permet pas d’avoir une
mesure précise des quantités d'eau condensée spiede froid et donc d'estimer les
contributions d’'une condensation « parasite » syniége froid et des échanges au cours de la

récupération de I'eau condensée.

Le systéme déyophilisation utilisé a Valduc limite ces risques par I'empldurd insert en
verre plongé dans le piege froid qui permet d’isbésu condensée de I'atmosphere au cours
de sa fonte et d’empécher ainsi les échanges ars amri cette étape. Cela permet de
comprendre que les différences entre les actiatésndues et mesurées a la suite de la
lyophilisation a Valduc ou & Besancgon soient du méme ordre delgua alors que I'activité
tritium atmosphérigue de Valduc est supérieurerds @'un ordre de grandeur a celle de I'eau
extraite. Ainsi, les laboratoires dont les systéenues lyophilisation ont les mémes
caractéristiques que ceux de Valduc (par exemles geeges froids facilement isolables de
'ambiance) et/ou qui ont une activité atmosphézigin méme ordre de grandeur que I'eau
libre extraite au cours de ledyophilisation n’observeront pas de déviation de cette

amplitude, celle-ci pouvant méme étre inférieufeaertitude de mesure.

2.1.3.2 Lyophilisation a vide

Trois lyophilisations a vide sont opérées a Valduc sur une durée d& joars. La masse
d’eau condensée ainsi que son activité volumiquet seesurées et présentées dans le
Tableau 3-1

Tableau 3-1 : Masse et activité volumique de I'eacondensée lors de lyophilisation a vide menées alifiac

. Activité volumique
Durée de la , L L ) . .
R Masse d’eau récupéree (q) de I'eau récupérée
lyophilisation a vide (h) (Bq LY
168 0,4 200
168 0,0 Pas de mesure
146 0,8 257
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Les résultats obtenus lors de la premiére et deolsieme répétition concordent avec les
résultats présentésigure 3-2 Par exemple, 0,8 mL d’eau parasite dont l'activésst de
257 Bq L' peut expliquer une augmentation de 4 Bq de I'activité¢ volumique d'un

échantillon de 47,5 mL dont I'activité volumiquétiale est 23 Bq L.

Cependant, la masse d’eau collectée lors déyopsilisations a vide apparait variable, ainsi
gue son activité volumique. Cela indique que lesnpiménes a l'origine de ces résultats sont
intermittents, dépendant notamment des conditidnesphériques : humidité de lair et

activité volumique de la vapeur d’eau.

L’activité volumique de la vapeur d'eau atmosphéeiqcollectée durant la troisieme
lyophilisation est de 90,8 Bq L, ce qui est trés inférieur & I'activité volumiqde I'eau
condensée dans le piege froid. On peut en dédugdegphénomene a l'origine de cette eau
condensée n’'integre pas l'activité au cours dgdahilisation (comme le fait ldarboteur).
4 autres mécanismes apparaissent donc comme paixadt!’origine de I'eau parasite :
- I'échantillon étant mis a ldyophilisation congelé (& — 25 °C), de l'eau
atmosphérique peut se condenser entre la sortee mxhette vinyle et la mise

en place dans lgophilisateur

- la vapeur d’eau présente dans le voluméydphilisateur (environ 6 L dans le
cas du Héto Drywinner PL 3000) peut se condenses apiege froid entre le

moment ou il se met a température et le début b@jbdnilisation

- la vapeur d’eau de I'air qui entre dansylephilisateur lorsqu’on casse le vide
a la fin de lalyophilisation peut se condenser puisque le piege froid est

toujours a sa température de fonctionnement

- des échanges entre la vapeur d’eau de lair etl l&draite peuvent survenir
durant la fonte de I'eau condensée et jusqu'a cengla récupére dans un
flacon adapté.

Compte tenu des précautions prises a Valduc lora déalisation ddyophilisation (sortie
des échantillons de la pochette vinyle juste au erdrde les mettre dansli@philisateur et
de lancer ldyophilisation et fermeture hermétique du piége froid au coursadionte de

'eau condensée jusqu’a sa récupération), il appaue les hypotheses de condensation de la
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vapeur d’eau contenue dandyephilisateur avant la mise au vide et au moment ou le vide

est cassé sont les plus probables.

Le rendement apparent de récupération de I'eaaitxtau cours de ligophilisation est de
l'ordre de 97 %. Il est donc impossible, hormis ré@alisant uneyophilisation a vide,
d’identifier et de mesurer la quantité d’eau pdaeasompte tenu des faibles masses en jeu
(< 1 g). Ce phénoméne a ainsi pu étre mis en és@anValduc du fait de la différence
supérieure a un ordre de grandeur entre les adiwiblumiques de l'air ambiant et des
échantillons environnementaux. Cependant, tout g@us croire que, sans précaution
supplémentaire a celles prises a Valduc, les phénema l'origine des déviations observées
au cours ddyophilisation jouent également lorsque l'activité de I'ambiarest faible,
conduisant ainsi a un démarquage de l'eau extrhien que celle-ci puisse étre dans

I'incertitude de mesure.

Une solution pour limiter I'effet de cette condeima parasite consiste a lyophiliser des
masses d’échantillon plus importantes, diluantiaas effet. Une solution plus adaptée serait
de purger ldyophilisateur avec un gaz sans vapeur d’eay, (A, air sec, ...) lors de la mise
en température du piege froid et de casser le sid® ce méme gaz. Enfin, réaliser la
lyophilisation dans une ambiance séche (en boite a gants papleygmarmettrait en plus de

se préemunir de 'effet de fuites ou de désorpties ints au cours de Igophilisation.

2.2.Influence de la masse de I'’échantillon

L’eau libre de 19 échantillons d’'un méme lait egrate par distillation, soit en utilisant un
évaporateur rotatif, soit un pont de distillatidies résultats de cette série de répétitions sont
synthétisés dans [Eableau 9 et sont présentés dandHigure 3-5. Comme attendu, I'activité
volumique mesurée sur les échantillons suit ungiloigion gaussienne. Les incertitudes de
mesures varient entre 14 % (pour les activitésmajues les plus élevées) et 17 % (pour les

activités volumiques les plus faibles).
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Tableau 3-2 : Moyenne et écart-type du taux d’eauxtrait et de l'activité volumique mesurée sur les
différents groupes d’échantillons

dl\éls Sésci ;rr?tliﬁgﬁs Taux d’eau extrait (% ACtIVIE;Ji!?)m'que VNomb_re
d’échantillons
©) Moyenne| Ecart-type| Moyenne| Ecart-typg
14,55 - 18,848 84,99 2,02 22,4 2,40 3
30,3 - 37,196 84,12 1,79 22,3 2,28 6
65,87 - 70,163 85,11 0,65 22,1 0,59 3
122,02 - 129,414 86,04 0,34 23,3 1,20 3
240,972-254,60p 86,39 1,08 22,7 0,73 3
472403 | 8628 1
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Figure 3-5: Activité volumique de l'eau extraite @ fonction de la masse de I'échantillon traité et
normalité de la distribution de la densité des actités volumiques.

L’activité volumique moyenne des petits (< 60g) dets gros échantillons>(60 g) est

comparable (respectivement 22,3 Bi ket 22,8 Bq [). Cependant, ces deux classes
d’échantillons different par la dispersion de liaité volumique mesurée : respectivement
2,17 et 0,88. Une partie de cette différence ptratépliqguée par le taux moyen d’extraction

d’eau de ces deux classes : 84,4 % et 85,9 %.

L’extraction d’eau est délicate sur les plus grobadtillons (> 120 g). En effet, dans ces

conditions, le lait bout et mousse a travers I'emsle du montage, trés rapidement apres le
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début de la distillation. Ainsi de nombreuses riéijpéis ont été nécessaires pour arriver a
produire les résultats présentés. Bien que laiaihoussé également lors des distillations de
petits échantillons, il était plus aisé d’employkss Erlenmeyers assez grands pour limiter
limpact de cette mousse au seul contenant dedi#dion. L'emploi d’un Erlenmeyer d’un

volume 5 fois supérieur a celui de I'échantillors@vent été nécessaire pour se prémunir
efficacement d’une contamination de I'ensemble duntage. On peut noter que ce probleme
n'existe pas dans ldyophilisation puisque I'échantillon est congelé préalablement a

I'extraction d’'eau.

Il semble également que les deux techniques ddlatieh sous pression réduite soient
spécifiques a une classe de masse d’échantillon.
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Figure 3-6 : Taux d’eau extraite en fonction de lanasse fraiche d’échantillon

On peut ainsi observer surffégure 3-6 que le taux d’extraction d’eau obtenu en utilisent

pont de distillation est homogene quel que soih&sse initiale de I'échantillon alors que ce
méme taux de déshydratation augmente de manietmweermpour les échantillons traités par
I'évaporateur rotatif avec I'accroissement de Imasse initiale. Seul un échantillon traité par
le pont de distillation ne répond pas a ce corgtdtparait vraisemblable que ce soit lié a une

erreur de manipulation (tout premier échantilluité).
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2.3.Influence de I'état de déshydratation

Les activités volumiques mesurées sur I'eau ertidét notre lait de référence sont comparées
au niveau final de déshydratation de chaque rép@#tites résultats sont présentégure

3-7. Sur ce graphique, les activités volumiques apgsgat augmenter avec le taux de

déshydratation final. Cependant, ni le test deétation de Spearman ni celui de Student ne

permettent de conclure a une corrélation entreleag parametres a partir de ces résultats.
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Figure 3-7 : Evolution de I'activité volumique de leau extraite en fonction de I'état de déshydratatin

S’il y a un effet du taux de déshydratation final Bactivité volumique de I'eau extraite, c’est
gu’il y a unediscrimination isotopique au cours de |'extraction. Dans la littérature, la
discrimination isotopique au cours d’'une distitbatiest généralement décrite par I'équation
de Rayleigh. Celle-ci a été initialement établieupda distillation d’'un mélange liquide
(Rayleigh et Strutt, 1902) (7).

1
a-1

x —
X (In(?") +ax In(ll_ >)<<

)
° (7)

In(-2) =

avec :
No : le nombre initial de moles dans I'échantillon
n : le nombre de moles dans le résidu au coura destillation
Xo : la fraction molaire initiale d’'HTO dans I'échdhn
X : la fraction molaire d’'HTO résiduelle dans I'ésttillon au cours de la distillation

a : le facteur de séparation isotopique

100



2 - Déshydratation

Kim and Baumgartner (Kim et Baumgartner, 1997) wtilisé une autre forme de la formule
de Rayleigh pour calculer I'enrichissement enunitidu résidu au cours de la distillation d’'un
mélange HTO/KO (8):

a-1

A (V_J

avec:
A; : l'activité volumique de I'eau résiduelle
Ao : I'activité volumique initiale de I'eau de I'échgllon
V, : le volume d’eau résiduel dans I’échantillon aurs de la distillation
Vo : le volume d’eau initial dans I'échantillon

a : le facteur de séparation isotopique

Dans les conditions d’'une vaporisation a I'équéifar peut étre considéré equivalent a I'effet
isotopique de la pression de vapeur (VPIE p@apour pressure isotope effecui peut étre
soit calculé de maniere théorique (Van Hook, 1968t déterminé expérimentalement
(Baumgartner et Kim, 1990) avec quelques approxamat Le VPIE correspond a la
définition (9) et est considéré équivalent au factde séparation isotopiqueen négligeant
les corrections liées au fait que le systeme smitposé de liquides et de gaz non-idéaux

(Jancso et Van Hook, 1974 ; Kakiuchi, 2000) :

VPIE: I:)HZO ~q= (XT/XH)L
PHTO (XT / XH )v (9)
avec
Pr2o et Ryto : respectivement les pressions de vapeur de peae et de I'eau tritiée
pure,
a : le facteur de séparation isotopique
Xt et Xy : respectivement les fractions molaires de I'e@ié¢ et de I'eau dans la

phase liquide (L) et la phase vapeur (V).

101



Partie 3 - Vers une plus juste évaluation du magguetium

On voit par cette relation que est dépendant de la température. Il faut cepergider en
téte que dans les différentes répétitions, la teatpée reste constante, sauf mention du

contraire.

L’expression (8) est modifiee afin de la rendresptacilement comparable a nos résultats
expérimentaux. Le volume et I'activité volumiquesiciels (\V et A) sont remplacés par le
volume et I'activité volumique extraits (\et As) en utilisant les formules (10) et (11). On

obtient ainsi I'expression (12) :

Ve=Vo -V, (10)

Vext'A\i-xt = A)VO - Avr (11)

-1

— _ Vo a
VextA\ext - A\)VO 1 ((VO Ry )j

ext

(12)
Enfin, I'activité volumique de chaque aliquote{4y) est I'activité moyenne extraite entrg V
et Vs, qui sont respectivement les volumes d’eau estiait début et & la fin du préléevement

de l'aliquote (13). A partir de la formule (11), peut ainsi calculer A, par la relation (14) :

(Vz _V1)- A(1—2) =AV, - AV, (13)

(V2 V1) Ay p) = A)VO"((VO _Vlﬁ - (% _VZ);) (14)

L’équation (14) correspond bien aux données obternaes de distillation d’un mélange
HTO/H,O (Figure 3-8). A partir de ces données expérimentales, été estimé a 1,14, ce qui
est supérieur de 6,7 % a la valeur donnée parrémpour la température de notre distillation

(Baumgartner et Kim, 1990).
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Figure 3-8 : Extraction de HTO durant une distillation d’'un mélange pur HTO/H20 en fonction du taux
de déshydratation

Les courbes sont calculées avec les équationsgtl®)4). Les triangles et les cercles correspondedes
données expérimentales.

En revanche, I'activité volumique des aliquotesguées lors de distillations de lait ne sont
pas correctement représentées par les formulese{1@y), notamment lors de I'extraction
des cing derniers pourcents. Au cours de ces ldtgiihs, I'activité volumique augmente

drastiguement au-dela de 85 % d’eau extrdiiguie 3-9).

0 T T T T T
0% 20% 40% 60% 80% 100%

—4&— Données expérimentales

= B = Valeurs calculées par la formule de Rayleigh

Figure 3-9: Evolution de I'activité volumique des équotes d’eau extraite au cours de I'extraction dd'eau
libre

Comparaison d'un jeu de données obtenues lors diistdlation séquencée avec les valeurs calcubsgsia
formule de Rayleigh.
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Alors que I'essentiel de I'eau est extraite (I'ddéwe a proprement parler, représentant environ
97 % de l'eau extractible du lait), I'eau résidaetle I'échantillon se comporte, au mieux,
comme une solution non-idéale. Il nous est alopaapnécessaire d’introduire dans (12) et
(14) un terme correctif. Un tel terme correctif pétre obtenu de deux manieres : soit d’'une
maniere completement théorique en décrivant tolgsssources de non-idéalité, soit en
paramétrant une fonction afin qu’elle correspondeargeux a I'effet observé. Dans 'optique

d’'une description théorique, dans sa forme la piogple, un modéle peut prendre en compte
deux fractions d’eau : I'eau de cosphere (ou d’htation) qui est dans le voisinage immeédiat
des particules en solution ou en suspension et llgme qui conserve les propriétés du
solvant pur (Jancso et Van Hook, 1974). Au coursiatee étude, I'objectif choisi a été de

paramétrer une fonction erreur afin qu’elle rendenpte correctement de nos données
expérimentales et pouvoir ainsi prendre en comptepa la suite, modéliser I'effet du

fractionnement isotopique sur la métrologie detiaie volumique de I'eau tritiée.

Pour rendre compte de I'augmentation observée fin lde I'extraction de I'eau du lait, la
relation (12) a été paramétrée en introduisantrametres sans dimensions [Bete la facon

suivante (15):

VoAt = AV,| 1= (1~ p)(ﬁj” _ p( ﬁ jﬁ

ext ext

(15)
L’activité volumique d’une aliquote au cours d’udistillation séquencée est alors donnée par

(16) :

A1
B

OQAQ%ﬁ:%%T@q%wfwﬁ—wfyﬁj+@% %N;wﬁ—%-wﬁj

(16)

Ces expériences ont été complétées par des distisaséquencées opérées sur différents
laits. Les résultats obtenus sont présehrigare 3-10 et Figure 3-11 Afin de pouvoir plus
facilement comparer les résultats entre eux, lesnpatres sont exprimés sous forme relative :
pour le taux d'eau extrait, 100% correspond a lantjté d’eau extraite finale de chaque
répétition. L’activité volumique est exprimée emdtion de la moyenne extraite a chaque

répétition, a laquelle est attribuée la valeur 1.
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Activité volumique relative des
aliquotes extraites

0% 20% 40% 60% 80% 100%

% de l'eau libre extraite

Figure 3-10 : Evolution de I'activité volumique desaliquotes de I'eau extraite au cours de I'extractin
d’'eau

La courbe est I'évolution modélisée de I'actividlumique des aliquotes au cours du taux d’extraafieau par
(16) avec p =0.038%,=1.14, ang = 11.7.

Chaque type de marque représente la série de dodhée répétition. Quatre répétitions ont été épgrsur un
lait (carrés), deux sur un autre lait (triangledes losanges figurent une série opérée sur isiénoe lait.

Dans laFigure 3-1Q I'évolution de l'activité volumique de chaquecplote prélevée semble
suivre une fonction a deux composantes lorsqu'efie représentée en fonction du taux
d’extraction d’eau. On peut ainsi modéliser ceétlation en utilisant I'expression (16). Les
valeurs de pg, et permettant la meilleure correspondance entre ldéfeoet les résultats
obtenus au cours des répétitions (qui sont resfggoént 0,04, 1,14 et 11,7) ont été estimées
par la fonction nim du logiciel R (R Core Team, 2Phjui opére la minimisation d’'une

fonction donnée en utilisant un algorithme de tgpestonien.

11

eau

extraite

Activité volumique relative de I

0,6 T T T T T
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Proportion de I'eau libre extraite

Figure 3-11 : Evolution de I'activité volumique del’eau extraite au cours de son extraction

La courbe est I'évolution modélisée de I'actividlumique de I'eau libre au cours de I'extractiorall par (15)
avec p =0.0387% = 1.14, an = 11.7.

Chaque type de marque représente la série de dodhée répétition. Quatre répétitions ont été épgrsur un
lait (carrés), deux sur un autre lait (triangledes losanges figurent une série opérée sur isiénoe lait.
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La premiere aliquote de chacune des répétitionsepté une activité spécifique variable
comparée a l'activité moyenne de la répétitiorselinble que cette variabilité soit un artefact
lié aux conditions expérimentales. Il est remardmiabr laFigure 3-11que cette valeur peut

avoir un impact sur l'activité moyenne extraite geste perceptible jusqu’aux 4-5 premieres

aliquotes.

Le modéle basé sur la relation (15) indique que emé@vec un (hypothétique) systéme de

déshydratation parfait, si I'extraction d’eau estéte alors qu’il reste 10 % d’eau (une

situation qui peut se produire pour des matricespiexes, avec une température trop basse,
une pression trop haute ou simplement un temps éparation trop court), I'activité

spécifigue mesurée peut étre sous-estimée d’en9ifbn

2.4.Le volume mort : effets cumulés de

plusieurs sources de biais

En comparant les valeurs de l'activité volumique l'dau extraite par chacune des deux
techniques de distillation, il apparait que lesaithions les plus légers (entre 15 g et 60 Q)
présentent des activités volumiques systématiquemésrieures aprés une distillation par
évaporateur rotatif par rapport a I'eau extraite giatillation sous pression réduite avec le
pont de distillation. Des expériences sont doncdadas pour trouver l'origine de ce

phénoméne.

Une des principales différences entre les deuxnigales est la géométrie du réfrigérant des
deux montages utilisés. Celle-ci conduit & un vaumort du réfrigérant de I'évaporateur
rotatif d’environ 7,0t 1,2 mL alors que celui du pont de distillation féfrigérant de Liebig)

est seulement de 0,690,25 mL. Cela signifie que, lors d’'une distillatipar évaporateur

rotatif, 7 mL d’eau doivent avoir rempli le volunmort avant que la premiere goutte de
distillat ne puisse étre recueillie et que, a tade la distillation, il reste 7 mL d’eau qui ne
peuvent pas étre récupérés sans risquer de pertaribgesure. Un modele est établi pour
représenter I'évolution de l'activité volumique eaite, celle moyenne de l'eau dans le

réfrigérant et celle du distillat.
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Prenons les postulats suivants :

* un effet de fractionnement isotopique est percépaln cours de I'extraction de I'eau

libre

» dans le réfrigérant de I'évaporateur rotatif, I'edw volume mort et la vapeur d’eau

extraite de I'’échantillon se mettent instantanénadi#quilibre

 la masse d'eau dans le volume mort du réfrigérant neaintenue constante par
'écoulement vers le distillat de la méme masseau’€ondensée que de vapeur

provenant de I'échantillon et se condensant stéfteggérant.

Dans les expressions suivantes, I'indice « corguadifiera I'activité volumique (ou la masse)
de l'eau dans le réfrigérant a un instant donrigdite « ext. » sera quant a lui attaché a
l'activité volumique (ou a la masse) de I'eau eix¢rale I'échantillon depuis le début de la

distillation jusqu’a I'instant considéré.

A partir du début de la distillation et jusqu’a g@e’'un volume d’eau égal a celui du volume

mort du réfrigérant soit extrait, nous avons |'eegsion suivante :

Avondi = Ao (17)

A partir du moment ou le volume mort du réfrigérast plein, I'équilibre est alors décrit par :

Ac = Vcond X Acond.i—l + A X (V| _V(i_l))
ondi VootV —v(i_l)) (18)

On considere que le distillat ne commence a caldegfrigérant qu’a partir du moment ou le
volume mort de celui-ci est plein. L'indice « distqualifie I'activité volumique (et la masse)
de I'eau du distillat. On a alors :

A“ — Vdist.i—l X AHist..i 4t A:ond.i x (V, _V(i —1))
istii
Vdist.i (19)

Ce modele a été testé sur les données de nosediffér répétitions ainsi que sur une

expérience spécifique : 30 mL d'eau de Vignollesfol®s a saturer le volume mort du
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réfrigérant) puis de I'eau tritiée dont I'activiééait connue (289 + 20 Bq) ont été distillés.
Des aliquotes ont été prélevées au cours de liflatieh de I'eau tritiée. L’écart moyen entre
les valeurs prédites par le modéle et les donngefrienentales est de 1,07 + 2,44 Big(re
3-12. Figure 3-12

700
Evolution modélisée de l'activité volumique extraite instantanée
600 Evolution modélisée de l'activité volumique dans le réfrigérant
Evolution modélisée de l'activité volumique du distilat
O Mesures expérimentales de 'activité volumique du distillat
-~ 500
-
a
~ 400 -
Q
>
A=)
IS
=
g 300 rw—__
© 2N
P SN
Q
< 200 o
100
0 . T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00

Volume d'eau extrait (mL)

Figure 3-12 : Modélisation de I'évolution de l'actvité volumique extraite instantanée et des activige
volumiques de I'eau dans le réfrigérant et le disiat d'un évaporateur rotatif

Les vingt premiers millilitres correspondent a la aturation préalable du volume mort du réfrigérant en
eau non-triti€e. Les barres d’erreur représententés incertitudes de mesures.

Une fois le volume mort du Odhe 100%

2 réfrigérant plein, I'eau extraite
commence a couler dans le

ballon récupérant le distillat

S

Activité volumique relative

0
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Taux de déshydratation

== Activité volumique instantanée de I'eau extraite
=== Activité volumique de l'eau dans le refrigerant
— Activité volumique du distillat

Figure 3-13: Evolution modélisée de I'activité volmique de I'eau dans les différents compartiments de
I'évaporateur rotatif durant la distillation d’'un é chantillon de 20 g de lait (activité volumique moyene de
'eau extraite = 1).
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Ce modéle montre comment l'activité spécifigue méswsur le distillat est influencée par
'eau piégée dans le volume moRidqure 3-13. Il apparait donc nécessaire de connaitre,
minima le volume mort de I'appareil employé pour I'extiian d’eau.

A partir du modéle proposé, il est possible d’égalaomment évolue cette influence en
fonction de la masse initiale d’eau dans I'échbortilet de son activité volumiqué&igure
3-14). Dans le cas de I'évaporateur rotatif (avec uluwm@ mort de 7 mL), le biais induit par
le volume mort est inférieur a 5 %pour les échimms# de lait de moins de 15 g. Cela
s’explique par le fait que l'intégralité de I'eawtmite remplit le volume mort et que les
guelques gouttes qui s’en écoulent sont donc reptasves de I'eau dans le volume mort et
donc de l'eau extraite. Pour les échantillons dedampris entre 15 g et 75 g, la sous-
estimation de l'activité volumique est proche de&¥6 Cela concorde avec les résultats
présentéd-igure 3-7. On voit en effet comment sont distribuées lesva€s volumiques
mesurées sur des échantillons en fonction de & final de déshydratation. Enfin, distiller
des échantillons d’au moins 200 g est nécessaiie quee le biais induit par le volume mort

soit inférieur a 3%.

2 7,00%
Z 3
S S 6,00%
Q%8
go 5,00%
S E
> 5 4,00%
T O
9 >
5 < 3,00%
g9
“E’“a 2.00%
c
n < 1,00%
{8 =
@ 0,00%
1 10 100 1000 10000

Mass of sample (in g)

Figure 3-14 Evolution du biais du a I'évaporateur ptatif en fonction de la masse de I'échantillon trisé.
Le modele décrit plus haut a tourné avec différemasses d’échantillon (de 7 a 10 000 g) afin deradéner
comment le biais modélisé évolue dans cette fottekie masse.
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Par cette étude, nous avons montré que chacunod@s peéthodologiques que nous avons
testés (influence de la méthode de déshydratadmtiambiance, de la masse de I'échantillon
traité et du taux de déshydratation final) est gpble d’'induire un biais dans la mesure de
I'activité volumique de I'eau extraite. Dans la péut des situations de surveillance du tritium
dans I'environnement, ces biais sont proches, quantk sont pas inférieurs, a l'incertitude
de mesure par scintillation liquide (de l'ordre B % pour une mesure de 200 min d’'un
échantillon de 10 mL d’eau & 20 Bg)L

Il apparait notamment que hgophilisation, mise en ceuvre tel que décrit plus haut, peut
induire une pollution de I'eau extraite par I'edmasphérique. Dans le cas de Valduc, cela se
traduit par une augmentation sensible de I'activadimique de I'eau extraite. Lorsque cela
est possible, il semble donc préférable de procad&xtraction d’eau par distillation sous

vide.

Lorsqu’on s’est assuré que celle-ci n'est pas bénsiux conditions environnementales, un
fractionnement isotopique peut cependant modifgaleément la valeur de la mesure si la
distillation n’est pas conduite jusqu’a sec et/ole syolume mort du systeme (notamment du

réfrigérant) est trop important.

Pour les échantillons ne pouvant étre distillés |flapart des matrices solides), la
lyophilisation doit alors étre conduite avec beaucoup de préwaitpour réduire au

maximum les possibilités de pollution de I'eau aké par I'eau atmosphérique (notamment
en prenant garde a la condensation d’eau « paradiams le piege froid). L’'augmentation de
la taille des échantillons traités est en partauline voie facile de limitation de I'influence de

I'eau atmosphérique.

Nous montrons également dans cette étude un peofilactionnement isotopique original par
rapport a ce qui est décrit dans la littératurefr@etionnement isotopique (plus sensible que
ceux habituellement décrits) est propre a une pstégulierement suivie et contrélée dans
les environs d'installations nucléaires: le laRarmi les origines possibles de ce
comportement particulier, la différence entre I'efite « libre » et 'eau dite « liée » quant au
fractionnement isotopique apparait comme tres flebd.es bons résultats obtenus avec le
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modele que nous avons mis en place confortent bgttethese. Des études complémentaires

sont nécessaires pour la tester et préciser laendés mécanismes physiques en jeu.

Au cours des 3 premiéres sections de la partieo@s mvons testé la plupart des étapes de
traitement des échantillons afin d’évaluer leurideace sur la mesure dans les différents
compartiments. Nous avons y également apporté desiaations. Cependant, outre les
techniques analytiques mises en ceuvre, la repeggentjue nous avons du tritium dans les
matrices biologiques est également susceptibleddiie des biais importants, notamment

dans la mesure de discrimination isotopique, comme montré ci-apres.

3. Etude de la discrimination
isotopique : éléments

mathématiques et conceptuels

L’ ubiquité de I'hydrogene dans I'environnement et sa grandéilité ont été évoquées a

plusieurs reprises. Dans la multitude d’échangedeetransformations chimiques, le tritium

circule-t-il en maintenant le méme rapport isotopi/H entre les différents compartiménts

ou est-ce que certains transferts induisent urtiGraement isotopique (positif ou négatif)

conduisant a des équilibres non-homogéenes ? Cedistign est de premiere importance en
radioécologie et en radiotoxicologie puisque ceénpmenes de fractionnement isotopique
conduiraient a I'appauvrissement de certains cotimpants en tritium et a I'enrichissement

d’autres.

Pour pouvoir y répondre, il est nécessaire soipamdre en compte I'ensemble des flux
d’hydrogéne soit de s’assurer que certains fluxt smitement prépondérants entre lesdits

compartiments.

* Compte tenu de la multiplicité des échelles pdssitpour I'étude du tritium dans I'environnement
('environnement global, I'écosystéme, l'individiigrgane, le tissu, la cellule, I'organite ou métaamolécule),

le terme compartiment est utilisé dans ce docurdentaniére générique pour évoquer le transfertitiunt
d’une unité (fonctionnelle ou spatiale) vers ungeu
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Un autre frein a I'étude du fractionnement isotojigdans I'environnement est la capacité
analytique du tritium: la seule différenciation sd8FWT, TOLe et TOLne induit
d’'importantes simplifications, notamment dans lancaptualisation de la circulation du
tritium dans un écosysteme ou un étre vivant. Nalos tenter dans la section suivante de
prendre en considération ces questions en vueap®ger des méthodes d’étude conduisant a
une juste quantification du fractionnement isotopigen tenant compte notamment des

contraintes analytiques actuelles.

3.1.Fractionnement isotopique conduisant a

I’eau libre des organismes

L’eau libre représente chez la plupart des végétaugstres environ 70 % de leur masse non-
lignifiee (Hopkins, 1995).

Les expériences ont montré qu'il y avait peu (£ %) sinon aucune conversion de I'HT en
HTO dans les plantes (Dunstatl al, 1985). L’'unique voie du tritium sous forme HT sédes
plantes semble étre somydation par les microorganismes présents dans les pregrieidu
sol (Belot, 1986). Dans la plupart des situatiohgst pertinent de considérer seulement

'HTO lorsqu’on étudie leéxpositiond’un animal ou d’'un végétal.

Comme cela a été décrit plus haut, I'eau libre glastes intégre I'eau du sol et la vapeur
d’eau atmosphérique avec demeétiques et des contributions relatives variables. Pour
pouvoir mettre en évidence une éventudikrimination isotopique, il est donc nécessaire

de mesurer conjointement I'eau de ces trois conmpants.

Kim et Baumgartner ont réalisé des expériences dasgonditions stables ou le « sol » (une
solution hydroponique) et la vapeur d’eau atmosphér étaient en équilibre (Kim et
Baumgartner, 1994). Dans ces conditiongjiscrimination isotopique liée a I'évaporation
de 'eau a conduit & un appauvrissement de la vapeau atmosphérique d’environ 10 % par
rapport a la solution hydroponique. lls ont aingirpontrer que dans ces conditions I'orge et

le mais présentaient des activités volumiqueswuredau libre différentes : [EFWT de l'orge
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était légerement enrichi en tritium par rapporaigélution hydroponique (+ 2 %) alors que
celui du mais était appauvri (- 8,6 % par rappola dolution hydroponique). Les auteurs
concluent que cette différence est liée aux diffées de métabolismeghotosynthétique

entre ces deux plantes (I'orge en C3, le mais éne€dmant que cela induit une différence
dans la contribution relative de I'eau du sol et’dau atmosphérique dans leur eau libre ainsi

gue dans le taux de transpiration (qui génére ggaleunaliscrimination isotopique).

La concentration en tritium dans I'eau libre n’esis la méme dans tous les organes d’une
plante. Plusieurs auteurs (Amaebal, 1995 ; Belotet al, 1979 ; Raney et Vaadia, 1965) ont
comparé l'activité volumique de 'eau libre danféents organes de végétaux. lls ont trouvé
que l'activité volumique de l'eau libre de certaiogganes (notamment dans la tige, les
pétioles ou les fruits) pouvait étre égale a cédld’eau du sol mais pas dans les feuilles ou la
contribution de I'eau du sol dépasse rarement 60e%gste provenant de I'atmosphere. Un

modéle simple a été déduit de ces expérienceoptiimisé (IAEA, 2009) (20) :

Crrwr =[RHC i + (1= RH).C,, ]/ y (20)
avec

Crrwr : le TFWT dans les feuilles,

Csol : la concentration en HTO de I'eau du sol,

Cam : la concentration en HTO de la vapeur d’eau aphésque,

RH : I'humidité relative de I'atmosphere

v (=0.909) est le ratio entre la pression de vapleufHTO et celle de I'HO sous les

conditions thermodynamiques environnementales1B13 mbar et T ~ 20 °C).

Cette relation ne fonctionne pas avec toutes lpéoes de plantes. Belot estime que cela est
di au fait qu'une partie de I'eau dans les vaissealest pas accessible aux échanges
isotopiques (Belot, 1986). Quoi qu’il en soit, amnsidere dans cette expression qu’il n'y a

pas d’autres effets isotopiques que celui lié dtfgrénces de pressions de vapeur au cours de

l'incorporation par la plante de I'eau du sol etl@@apeur d’eau atmosphérique.
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Dans d’autres expériences en conditions control8gack et al. ont montré que plus les
feuilles sont éclairées (avec une densité de flukotgnique compris entre

0 et 900 umol Ms?), plus la contribution relative de I'eau atmospiée auTFWT est
importante (Stracket al, 1995). Comme la relation entre le taux mletosyntheseet la
température et/ou I'éclairement n’est pas linéaieta peut étre généralisé en considérant que
plus le taux dghotosyntheseest important dans les feuilles (en fonction deetapérature,

de I'éclairement et du stade de croissance dealag), plus I'eau atmosphérique contribue au
TFWT de la plante.

En conditions environnementales, I'eau atmosphérigst généralement échantillonnée en
continu parbarbotage sur plusieurs jours alors méme qud BNT intégre I'activité tritium

du sol et de I'atmosphere durant les quelques begue précedent le prélevement. Cela
permet de comprendre pourquoi, dans ces conditiessgonnées permettent rarement de
décrire les mécanismes en jeu dans la plante égjeitibres entre I&§FWT, I'eau du sol et
'eau atmosphérique (Boyeat al, 2009b). La dynamique de I'eau du sol est relatimat
lente comparée a celle de 'atmosphére (GuétaB)2@%st donc une source plus stable d’eau
tritiee a I'échelle de la semaine. Elle integredépots secs de la vapeur atmosphérique ainsi
gue les précipitations sur plusieurs semaines. €oaot les transferts air-feuilles,
d’'importantes fluctuations existent a I'échelleldgournée voire moins. Celles-ci sont liées a
linstabilité des vents (vitesse et direction) etx @@changes rapides entre I'eau libre des
plantes et I'air. Ainsi, les fluctuations dUFWT dans les plantes suivent les variations de

I'HTO atmosphérique modérées par I'apport de I'dawsol (Guétaet al, 2013).

Les animaux sont également composés d’une lardedjgau. L'eau représente par exemple
prés de 60 % de la masse corporelle des mammifieielsmondet al, 1962). La principale
source d’'eau pour les animaux terrestres est laurde boisson. Chez 'Homme, l'eau de
boisson représente prés de 50 % de ses apponsiieus. Le reste est composé par I'eau des
aliments (35 %) et par I'eau formée par le métainodi (15 %). Les absorptions cutanée et
pulmonaire sont négligeables devant les autrescesufANC, 2001). La multiplicité des
sources d’eau rend difficile I'estimation d'un éugsl fractionnement isotopique entre les
apports d'eau et l'eau libre de l'animal dans lesnditions environnementales. Les
expériences ont plutét mis en évidence qu’il n'giapas d’effet isotopique aprées I'absorption
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d’eau tritiée, qu’elle soit par ingestion, injecticntraveineuse ou inhalation (Balonet al,
1974 ; Pinson et Anderson, 1950).

Le tritium sous forme d&FWT semble plutét bien distribué entre les fluidetestorganes
apres l'absorption d’'HTO (Trivedet al, 1995) ou deglucosetritié (Arai et al, 1985). Ce
dernier résultat est certainement partagé par EEsi£omposés qui entrent spécifiquement
dans le métabolisme énergétique. L'équilibre isiofop entre les fluides corporels est atteint

chez 'Homme 45 minutes apres I'absorption d’eéie& (Pinson et Anderson, 1950).

3.2.Fractionnement isotopique de

I’hydrogéene, de I’eau libre au TOL

Le TOLt inclue leTOLe et leTOLne. Il est habituel d’estimer la fraction d®©Le a 22 %

du TOLt (IAEA, 2009). Cependant, la contribution relatide TOLe dans une matrice
dépend de la fraction d’hydrogéne échangeable sjuioaction de la composition chimique
de la matrice considérée. Iableau 3-3donne quelques exemples de molécules organiques.
A la lumiere de ces quelques chiffres, la valeur28e% sous-estime la fraction labile de

I’hydrogene dans la plupart des cas.

Tableau 3-3 : Fraction échangeable de I'hydrogéneedmolécules organiques majeures estimées a partie d
calculs stcechiométriques

Teneur moyenne en Teneur en Teneur en hydrogenge
hydrogene hydrogéne calculée non-échangeable

(% du poids sec) (% du poids sec) (% du poids sec)
Saccharose GH»,011 6,1 6,41 64 (59
Cellulose (GH1¢0s)n 6,2 6,21 70
Amidon (GH100s)n 6,8 6,21 72
Protéines 6,8 7,52 75 (93
Lipides 12,0 95-100

! calculées a partir des formules brutes
2 estimée pour une protéine moyenne de mammifére
Les autres valeurs sont extraites de (Diabatératli§t1993).
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La contribution relative durOLe au TOLt varie également en fonction des conditions
d’exposition au tritium (Kim et Korolevych, 2013) et du tempstre I'exposition le
prélevement et la mesure (surtout si pas asseaide sont portés pour éviter le démarquage

(ou le marquage) par I'ambiance a partir du préteamt).

Le TOLe est considéré comme se mettant rapidement enikkgudvec I'eau libre (Belot,
1986) mais une fraction non-évaluable de cet hy&hmedabile s’échange trés lentement du
fait de son inaccessibilité a I'eau libre (DiabatéStrack, 1993). Kim et Baumgartner ont
procédeé a des expériences durant lesquellessisaiant a I'air libre des échantillons de mais
tritié séché et pulvérisé et mesuraient I'évolutdm I'activité duTOLt. Les résultats sont
présentés dans Kigure 3-15(Kim et Baumgartner, 1991).
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Figure 3-15: Vitesse d'échange du TOLe de plantsedmais séchés et réduits en poudre dans un air
ambiant & 30,1 % d’humidité relative

Le taux de TOLe est estimé a partir de la valeur d@OLne obtenue aprés un ringcage isotopique. La fige
est basée sur des données tabulées dans (Kim et Bagartner, 1991).

Dans cette expérience, 8 % du TOLe est toujours Bamatiére seche du mais apres un jour
d’exposition a I'atmosphére ambiante. Ces résultats ne pepanétre comparés avec des
conditions environnementales : d'un cété, le mdialme des plantes et des animaux fait
« respirer » les macromolécules, augmentant datgidssibilité detiydrogénes « enfouis »

D’un autre c6té, comme le mais est séché et psigélihydrogene caché est rendu plus

accessible, du fait notamment de 'augmentatiosadsurface spécifique.

Des auteurs (comme dans Belot, 1986 ; Brudeziadl, 1997 ; Koranda et Martin, 1972) ont
mesuré I'évolution dUFWT dans les plantes exposées a I'air ambiant apeexpositiona

de 'HTO. La diminution de l'activité volumique guine décroissance exponentielle a 2 voire
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a 3 composantes. La premiére (qui représente en@® % duTFWT) a unedemi-vie
biologique de 30 a 60 minutes, ce qui concorde dgsttmation habituelle de ldemi-vie du
TFWT . La deuxiéeme composante (environ 1 %TdRWT ) a unedemi-vie biologique de 15-
30 heures. Les auteurs expliquent cette deuxiemm@asante comme étant la perte de tritium
moins accessible dans les plantes (dans la tide systeme racinaire). Comme ce deuxieme
compartiment est trés petit comparé au premierseinble également possible qu'il
corresponde a Wydrogene enfouj rendu accessible au rythme de la «respiraticles
biomolécules. Cette hypothése concorde avec l'esiom de lademi-vie du TOLe par
Heling et Galeriu (environ 12-24 heures) (Heling @aleriu, 2002). Belot explique le
troisieme compartiment par la décontamination deses et de la tige qui ont été marquées
par translocation du phloeme. La période de csithmie compartiment étant similaire a celui
du TOLne (Belot, 1986 ; Koranda et Martin, 1972), il semilgalement possible que ce

troisieme compartiment soit lié @ahabolismede certaines molécules tritiées.

Ces gquelques résultats surdami-vie biologique duTOLe permettent de comprendre les
difficultés pour estimer la fraction que représetiteydrogéne enfoui et sa demi-vie
biologique. Cela rend impossible la déduction TOLne a partir duTOLt (comme
mentionné par d’autres auteurs (Pointugerl. 2004; Baglaret al. 2011; Kimet al. 2011)
méme si cela est estimé a partir de I'activitéeTWT . Il n’est pas non plus possible d’avoir
des données reproductibles sur le fractionnemertpgue entre |§FWT et leTOLt. Les
expériences ont montré que le rali®@Lne/TOLe peut varier du tout au tout selon les

conditions déexposition (Hill et Johnson, 1993).

3.3.Le fractionnement isotopique de

I’'hydrogéne entre I’eau libre et le TOLne

3.3.1. Le TOLne mesuré n’est pas (que) du TOLne

Comme décrit plus haut, [EOLne est mesuré apres wimgage isotopiquede I'échantillon
sec avec de I'eau non-tritiée selon deux techniqueis Partie 1.1.3). Certains biais dans la
guantification du TOLne peuvent étre induits pa&change isotopique. D’abord, quand des

échantillons biologiques sont pulvérisés et mélangéec de I'eau pendant 24 h a 78 h,
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différentes évolutions peuvent se dérouler : demrx enzymatiques, le développement de
microorganismes, la fermentation de la matiére mogee, etc. Ces évolutions peuvent induire

des variations (augmentation ou diminution) destjtés deTOLne et d’HTO.

Ensuite, certains composés organiques (su@esges aminés etc.) se dissolvent durant
'échange. Si I'eau et la matiére séche sont d@ls@parées par filtration, la fraction soluble
de I'échantillon sec passera avec le filtrat esem donc pas quantifiée commeTdDLne.
Cela peut modifier le rapport Tritium/Hydrogene slda mesure diOLne (Bacchetteet al,
2012).

Enfin, la question cruciale est la fiabilité deck&ange isotopique tel qu’il est généralement
pratigué préalablement a la mesure @OLne. Certains auteurs, en particulier dans
(Baumgartner et Donhaerl, 2004 ; Baumgarteeral, 2009), montrent qu’'une fraction
significative du TOLe peut rester dans la matiere séche, méme aprés éehanges
isotopiques avec de I'eau non-tritiée. lls consdérgu’une fraction de I'hydrogene labile
(hydrogéne sous forme d’eau ou fixé aoétéroatomes (oxygéne, soufre ou azote) des
biomolécules) n'est pas accessible a I'échangepsgpie du fait de 'encombrement stérique
ou de la conformation moléculaire. Cela concordecales observations faites sur la cellulose
(voir par exemple Yamadet al, 1992). Baumgartner et ses coauteurs considégateréent
gue cette fraction peut étre enrichie en tritiunmfaltide transferts cumulatifs de I'eau vers les
liaisons hydrogénes des biomolécules. lls qualifmgite fraction de Buried tritium» (que
nous traduirons ici par titium enfouis »). D’'autres auteurs ont cherché a estimer
incidence de ce #itium enfoui» sur la mesure diiOLne (Kim et al, 2008). lls ont
conclu au fait que cela pourrait conduire au maxmauune surestimation ditOLne entre 5

% (dans les plantes) et 20 % (dans les poissons).

3.3.2. La concentration du tritium dans l'eau de
combustion de la matiére séche rincée n’est pas
celle du TOLne

Le TOLne est certainement le principal sujet actuel de rowmerse en radioécologie du

tritium, en radiotoxicologie et en radioprotectidParmi les questions qui se posent, il y a
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celles autour du fractionnement isotopique au caduis métabolisme a I'échelle d'un
organisme ou d’'un écosystéme et la possibilitd guisse conduire a une amplification de la
fraction duTOLne au cours des voies métaboliques successives. tlabftuel de comparer
'activité volumique de I'HTO, dans l'environnememiu dans l'organisme, a l'activité
volumique de I'eau de combustion de I'échantill@t spres avoir procédé a uncage
isotopique. On peut ainsi comparer des rapports T/H entrepastiments sans avoir a

prendre en compte leur nature chimique.

Dans la littérature, ce ratio d’activité volumiqest appelé RSA (pour Relative Specific
Activity), SAR ou simplement R. Ce ratio parait étre un bon mopenar évaluer la
discrimination isotopique entre compartiments. Cependant, une correction yoétre

apportée pour interpréter ce ratio.

Méme si on considéere généralement que I'eau de gstioln ne contient que [EOLne,
'hydrogene qui constitue I'essentiel de cette @movient a la fois de I'hydrogéne non-
échangeable et échangeable (Gontier et Siclet, 201dan-Baptisteet al, 2007 ; Jean-
Baptisteet al, 2010). En effet, procéder a tingage isotopiquede la matiére seche induit de
fait une dilution isotopique diOLne. Considérons par exemple une moléculgglleose
intégralement tritiée (§H,.06) comme représentée dandg-lgure 3-16(a)

OHOH b

Figure 3-16: (a) Tous les hydrogénes de la moléeul sont remplacés par du tritium
(b) Les tritium en position labile (les tritium échangeables) ont été remplacés par du protium.

Pour mesurer |@OLt, on procéde a la combustion, selon la réaction :

Cel1206+6 O, -6 CO + 6 T,0

Afin de mesurer |OLne, la molécule doit d’abord étre rincée avec deu’ean-tritiée en
exces (21) :

C6T1206 + N HO — C5T7Hs0 + 5 HTO + (n - 5) HO
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Ensuite, la molécule produite par (21) est compietet oxydée selon :

CelHs06+6 O — 6 CO + 5 HTO + T,O

L'eau de combustion durOLne est 7/12 moins concentrée en tritium que l'eau de
combustion durOLt alors que la fraction non-échangeable de I'hydnegest toujours 100
% tritiee. Si on compare cette activité volumiquiaativité volumique du 7O pur, le RSA
serait de 7/12, ce qui ne rend pas parfaitementptorde la fraction non-échangeable de
I'hydrogéne qui est occupée par du tritium (a sat60%). La correction a appliquer pour
gue le RSA décrive le fractionnement isotopiqueeeiit et leTOLne est de le diviser par la
fraction d’hydrogene qui est non-échangeable danmsdtrice étudiée. L’activité volumique
de I'eau de combustion reflétant, & une constarge, ge rapport T/H de la matiére seche
d’'une matrice, en appliquant la correction propaaéd’eau de combustion de matiére seche
apréséchange labile on obtient alors, a un facteur prés, le rapport/fine. On peut alors

comparer cette valeur entre différentes matricelpendamment de leur nature initiale.

On peut appliquer cette correction aux résultatS\@dénberger et Porter (1953). Dans leurs
expériences, les auteurs ont estimé que l'actitrittum était seulement 47 % de celle
attendue sandiscrimination isotopique. Si on corrige leurs résultats par la fraction -non
échangeable de I'hydrogéne dans@dorella pyrenoidosagstimée a 79 % dans Spoehr et
Milner, 1949), les résultats montrent qu’'on estfaih & 62 % de l'activité théorique sans

discrimination isotopique.

Le Tableau 3-4 synthétise des résultats extraits de la littéeatawrec et sans la correction
proposée. Ne sont présentés dans ce tableau quésidimts pour lesquels les auteurs ont
donné suffisamment de précision sur leur mode oqéegpour étre slr qu’ils comparent bien
duTOLne a du HTO. La fraction non-échangeable de I'nydnagg@e facteur de correction) a
été estimée en utilisant différentes référencemetant de calculer la contribution relative
des protéines, des sucres, des lipides et des fibla matiere séche. Ensuite, la moyenne
pondérée de la fraction non-échangeable de I'hydreca été calculée a partir des données

présentées dansTableau 3-3
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Tableau 3-4: Des exemples de ratios TOLne/HTO aveone correction proposée afin d'évaluer le
fractionnement isotopique
Nature de la Eau prise | Nom donné au ration tel Ratio estimé
s N - . Facteur de ) i ex
matiére séche comme que mentionné dans la dans la correction * Ratio corrigé Références
analysée référence référence référence
Végétaux
Données environnementales
. , HTO in 16 0,70 2,29 (Pointurieret
Feuilles d’arbre -
rain 3 0,70 4,29 al., 2004)
Plantes HTO atm | plant OBT/air HTO ratios 0,12-0,56 0,78 * 0,15-0,72 (Da;’(')soest)a"
(Kotzer et
Végétation TFWT OBT/TFWT ratio 0,6-1,0 0,781 0,77-1,28 Workman,
1999)
13 1,97
Fucus serratus TFWT rapports OBT/HTO 13 0,66 1,97
(Lebaron-
11 1,67 Jacobs et
0,8 0,66 Renaud,
F 1,21 2009)
ucus TFWT rapports OBT/HTO 1 0,66 1,52
vesiculosus
1,2 0,66 1,82
Feuilles d’arbre TFEWT R 0,04-1,0 0,70 0,06-1,43 (Baglggf)t b
Fruits et . N N (Korolevych
tubercules HTO atm RF (Reduction factor) 0,93 0,66 a 0,75 1,24a141 et Kim, 2013)
Exposition chronique en conditions contrdlées
Feullles ettiges |y OBT-to-HTO ratios 0,78 0,72 1,08
de luzerne . .
- (Diabate et
Orge TFWT OBT-to-HTO ratios 0,73 0,73 1 Strack, 1993)
Mais TFWT OBT-t0-HTO ratios 0,64 0,73 0,88
Orge TFWT Rstable 0,55 0,75 0,73 (Kim et
Baumgartner,
Mais TFWT Rstable 0,60 0,73 0,82 1994)
Feuilles de TFWT | OBT/HTO ratio in plants 0,06-0,24 0,68 0,09-0,35
komatsuna
Feuilles de radis TFWT OBT/HTO ratio in plants ~0,5 0,702 ~0,71
Radis TFWT OBT/HTO ratio in plants ~0,125 0,67 ~0,19 (Amanoet al,
Feuilles de 1995)
tomate TFWT OBT/HTO ratio in plants ~0,35 0,70 ~0,50
Folioles de TFWT | OBT/HTO ratio in plants ~0,22 0,70° 0,31
tomate
Exposition aigué ou de courte durée en conditions contrdlée:
TFWT
aprés
Feuilles de blé | exposition 0,4% - 0,8% 0,70 0,57% - 1,14%
(conditions
nocturnes) relative OBT (Diabaté et
TEWT concentration Strack, 1997)
aprés
Feuilles de blé | exposition 1,0% - 1,8% 0,70 1,43% - 2,57%
(conditions
diurnes)
Plantderiz | HTO atm relative OBT 0,7% - 1,2% 0,71* 1,0%-1,7% | (Choetal,
concentration 2002)
Feuilles de riz | TWT dans 0,1% - 0,2% 0,70 0,1% - 0,3%
I eau de§ (Galeriuet al,
feuilles & TLI 2013
Grains de riz la fin de 0,10% - 0,14% 0,71 0,14% - 0,20% )
I'exposition
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Animaux

Données environnementales

. . 0,001
TOL des urines HTO in 7 N 5
(exp. aigué) urine (2,:)(Jogéistiﬁﬁges 0,45 0,0022
po 59 (Trivedi et al,
o 1995
TOL des urines HTO in (100 jours 5 )
B . N 0,45 0,2
(exp. aigué) urine apres
exposition)
Bulot 1,9 0,73 2,6
1,1 0,77 ° 1,43
Patelle 0.8 0,77 1,03
0,8 0,77 1,03
0,8 0,76 1,05 (Lebaron-
Homard TFWT rapports OBT/HTO Jacobs et
0.9 0,76 1,18 Renaud, 2009
Carrelet 15 0,76 1,97
Sole 1,0 0,78 1,28
Labre 14 0,79 1,77
1,0 0,79’ 1,30
Animal HTO atm OBT/air HTO ratios 0,18-0,45 078" 0,23-0,58 (Dag’c')so?)a"
s HTO in .
Mammiféres media SAR 0.25 0,69° 0.36 (Galeriuet al,
terrestres water 2005a)
Exposition chronique en conditions contrdlées
ADN dans N
différents TEWT Relative specific activity 0,76 gdg7()),66 a 0,83 0,92 (f;_o;ng)() 80to (gto;Tnl%r;(;r)d
organes ' ' ?
HTO in
Zooplancton media 0,4 0,78* 0,51
water
HTO in
Mollusques media 0,3 0,77 0,39
water SAR (Galeriuet al,
HTO in 2005a)
Crustacés media 0,25 0,75 0,33
water
HTO in
Poisson media 0,25 0,797 0,32
water
. . (Kim et al,
Truite arc-en-ciel TFWT 0,19 0,80 0,24 2013)

*: lorsque c’est possible, le facteur de correttst calculé par la formule (21) :
0,75.A+095.B+0,64.C+0,70.D (21)

avec A, B, C et D qui sont respectivement les foastrelatives (en %) des protéines, lipides, suetdibres de

la matiére séche des matrices étudiées (AgricliiResearch Service. US Department of Agricultuf@l2;

Spector, 1956). Les coefficients (0,75, 0,95, &6@,70) sont déduits diableau 3-3

! 2 valeur non trouvée. La valeur de 0,22 est retgraur approximer la correction.
2 : valeur non trouvée. Le ratio utilisé est la muye des valeurs pour les feuilles de différentpeess (écart-
type = 0,017)
% : valeur non trouvée. Le ratio a été estimé corataat égal a celui des feuilles de tomates.
: ratio estimé a partir des poids relatifs degédiints organes dans un plant de riz (Gitoal, 2002) et de la
valeur moyenne pour la paille de différentes espéleegraminées.
®: valeur calculée a partir de Putnam (1971)
®: ratio moyen pour différents autres mollusques
’ . ratio moyen pour différents autres poissons
% : ratio calculée a partir des valeurs trouvées polapin
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Dans leTableau 3-4 la valeur moyenne du facteur de correction esp,dé + 0,07 (k=2)
pour les plantes et 0,74 = 0,20 pour les anim&uk7(+ 0,06 si les valeurs des urines ne sont
pas prises en compte). Dans les données enviromigle® |eRAS moyen des plantes est
1,16 £ 1,34 et 1,69 + 1,96 respectivement sansvet aorrection. Pour les animaux, les
valeurs moyennes sont 0,85 + 0,93 et 1,12 + 0,88r Rsexpositionschroniques dans des
conditions contrblées, les valeurs moyennesRiES des plantes sans et avec correction sont
0,46 £ 0,48 et 0,64 £ 0,64 et elles sont 0,36 8B@&1L 0,45 = 0,27 pour les animaux. On
remarque que IeRAS mesuré dans les organismes exposés chroniquenzarst des
conditions contrélées est systématiquement pluggbadesRAS environnementaux comme
cela a été mentionné par Jean-Baptstal. (2009). LeRAS des animaux est également plus

bas que celui des plantes.

Dans leur article, Jean-Baptisteal. (2009) montrent comment des variations saisonsigdee

la teneur de I'atmosphere en HTO expliqgue partiedlet la différence dans les ratios
TOLNne/HTO selon qu’ils soient mesurés sur des organigmpesés chroniqguement dans des
conditions contrblées ou prélevés dans I'envirorgr@m_eur explication tient dans le fait que
le TFWT des plantes se met rapidement en équilibre avd’ atmosphérique alors que,
comme cela a été également précisé plus hatiDlane intégre le tritium durant la syntheése
de sa matiere organique. Deux types de variatiena deneur en HTO de I'atmosphere sont
décrite dans leur article : une variation saisomnifle maximum est atteint en mai, le
minimum en novembre) et un bruit aléatoire. En jguamiquement sur ces deux parametres
et en considérant qu’il 'y a pas de fractionnemsatopique, les auteurs ont simulés des
rations TOLne/HTO qui sont compris entre 0,8 et 4,0 (moyenne45)l Cela illustre
comment l'utilisation du facteur de correction dafes conditions environnementales est
encore susceptible d’entrainer un biais significaans I'évaluation du fractionnement

isotopique.

3.3.3. L'incorporation dynamique du tritium de I'HTO

au TOLne n’est pas un fractionnement isotopique

Une autre facon d’exprimer la formation @8®L dans un animal ou un végétal exposé a du

tritium est de calculer le taux de transfert (oudex de production dEOL (Amanoet al,
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1995), le taux de formation dEOL (ou taux de perte) (Kinet al, 2013) ou le taux de
conversion (Boyeet al, 2009b) selon la formule (22) (Atarashi-Andetal, 2002).

% :VXCHTO

dt (22)

avec .

Cost (en Bq L-1 d’eau de combustion ou équivalent edaiconcentration emOL de

'organisme ou d’une de ses patrties,

v (hY): le taux de conversion du HTOTRWT, HTO de la vapeur deau
atmosphériques ou HTO dans 'eau du soly&w

Chto (en Bg L-1) : I'activité volumique diFWT, de la vapeur d’eau atmosphérique

ou de 'eau du sol.

Dans les situations ou l'organisme (ou sa partigliée) est de masse constante durant
I’ exposition, ce taux donne une bonne indication sur le tausedeuvellement de la matiére

organique globale ou d’'une classe particuliere d&aules.

Par exemple, d’apres les données présentées dangtGh. (2002), il est possible d’évaluer

v a différentes étapes pour la paille (feuilles ige)t ou pour la plante entiere. On peut
observer que durant la premiéere journée apresgpdisition, v pour la plante entiere est

significativement plus bas que pour la paille. Qedat s’expliquer par le fait que la paille (et
les feuilles en particulier) perdent iLne par conversion ou translocation alors gusour

la plante entiere ne représente que la perte deff®Lne pour la plante.

Cette comparaison est pertinente car la masse ifle pa de la plante est considérée
constante durant la période de suivi. Dans Céioial. (2002), le défaut dev semble
particulierement évident pour la plante entierereer#40 h et 1000 h apreseXposition
puisquev durant cette période est de -0,38 % (plus bas que pour la paille) alors que
I'activité par plant est constante. La valeur négabbservée est due non pas a une perte de

TOLne mais a sa dilution dans la masse de la plantdapble durant la période considérée.
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Quand l'organisme étudié grandit duramxiosition ou la période d’'observation, il semble
pertinent de modifier (22) afin de prendre en campttaux de croissance de I'organisme.
Deux situations sont alors a considérer : si 'ispdse des valeurs deOLne, il est alors
possible d’utiliser (23). Si seulementT®Lt est disponible, des corrections complémentaires
doivent étre apportées pour prendre en compteifediques différentes duTOLne et du
TOLe qui composent 1&OLt (24). Ces expressions permettent de modéliseplliéon
dans le temps dUiOLt ou d’approximer I'effet du fractionnement isotopegd( au tritium.
Ces relations sont pertinentes si, globalementmigabolisme integre I'eau dans des

biomolécules.

dAToLne - d(CneOBT X rndry_matter)
dvvdry_matter d (rndry_matter)

XC; = f XCHTO (23)

avec :
AtoLne (€N BQ) : I'activité tritium par plant/individu,

Wary mater(€N L) : 'eau de combustion de la matiére sechiegiant (ou équivalent

eau),

Crowne (en Bg L* d’eau de combustion ou d'équivalent eau) : la eotration en

TOLne de I'organisme,
Mary matter: l& Masse de matiére séche de I'organisme,

cf (sans dimension) : le facteur de correction f@etion d’hydrogene qui est non-
échangeable dans la matiere séche),

f (sans dimension) : le facteur de fractionnemsatapique de 'THTOTFWT, HTO
atmosphérique ou du sol) aOLne

Curo (Bg L™ : I'activité volumique moyenne dGFWT, de 'HTO atmosphérique ou
du sol durant la période considérée.
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dCroy — dmjry_maner < (Cf x f x CHTO_e - CTOLt_b +gx(1-c) xCHTO_b) +gx(d-c,)x dCiro (24)
dt dt m, dt

avec :
Crout (en Bq L* d’eau de combustion ou d’équivalent eau) : la eatration enrOLt
de I'organisme,
t (en h) : la durée de la période d’intégratiortritium considéerée
g qui est le facteur de fractionnement isotopiqueree 'THTO (TFWT, HTO
atmosphérique ou du sol) aDLe,
les indices b et e font respectivement référencevaleurs en début et en fin de la

période considéreée.

Par exemple, I&igure 3-17 présente I'évolution dTOLt dans les grains de blé durant leur
croissance dans I'environnement immédiat de Valtlas.données sont extraites de Guétat

al. (2013), hormis la masse des grains qui a été appée a partir d'une modélisation de la
croissance des grains présentée dans Dupont ethalth (2003). L’évolution modélisée du

TOLt a été calculée a partir de (24), f et g étantidénés comme égaux a 1.

300 45
- 40
> 250 =)
T ]
o - r 35 g HTO atmosphérique
= 200 - - 30 2
© + B g 4
[ L o5 O B TOLt mesuré
& — 150 - * g
Eaq - . 120 9 o
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o 100 ) 159G
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% 10 & Masse séche des
g 50 © ; p
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Temps écoulé depuis le début des mesures (jours)

Figure 3-17 : Evolution mesurée et modélisée du TQlde grains de blé en fonction de I'activité volungjue
de I'eau atmosphérique et de la croissance des gnaide blé

Les relations (23) et (24) ne refletent cependast parfaitement les processus qui sont en

ceuvre dans des parties d’'un organisme ou d'un erghnfait que les flux de matiére
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(translocation derOL depuis les feuilles vers les fruits, la respimatdun organe, etc.)
modifient la balance entre 'HTO et IEOLne dans I'organe considéré et décalent dans le
temps I'évolution duTOLne dans celui-ci par rapport aekposition On peut également
observer cela dans Chet al. (2002) : les épis et les grains ont des actiwigsimiques
relativement constantes @®Lne apres I'heure dxpositionau tritium alors que leur masse
de matiere séche augmente continuellement ape&pdsition au tritium (hormis dans la
derniere situation @xposition). Cela confirme que du tritium est continuellemigr@iorpore

par les épis et les grains, méme bien apexpbsitionau tritium.

3.4.Fractionnement isotopique apres la

photosynthése

Dans le cas du tritium dans les plantes, la traasion peut étre définie comme le processus
biochimique par lequel les molécules tritiées sgtiltes dans les feuilles (essentiellement
des sucres) sont transférées vers les organes xposés (Belot, 1986). Le taux de
translocation vers un organe dépend du stade @&sanze de la plante ou de I'organe étudié :
plus le taux de croissance est élevé, plus la cdrad®n en tritium de cet organe sera
importante (Spencer 1984; Arai, Takeda et al. 1888baté and Strack 1993; Strack, Diabaté
et al. 1995; Diabaté and Strack 1997).

Pour quantifier la translocation dEOL vers les grains, Diabaté et Strack on défini le
Translocation Index (TLI) comme étant le ratio BOLne dans les grains au moment de la
récolte (en Bq L* d’eau de combustion) surT&WT dans les feuilles & la fin deekposition

(en Bg LY (Diabaté et Strack, 1997). Ce ratio permet de paver I'efficacité de la
translocation du tritium entre différentes plangsns avoir & considérer les éventuelles
différences de type de métabolisipleotosynthétique (C3, C4 ou CAM) entre les plantes
étudiées ou encore de comparer I'efficience dusteahen fonction du stade de croissance au

cours duquel survientdxposition

Cependant, le TLI ne donne pas d’information sufrd&tionnement isotopique durant les
différents métabolismes qui se déroulent entrediporation du HTO jusqu’aliOL final.

Compte tenu de la grande variété de voies métalesigt les contributions variables de I'eau
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bY

du sol et de l'eau atmosphérique a l'eau libre deplante, mesurer les effets du
fractionnement isotopique semble possible uniquéndans des conditions de laboratoire

bien définies ou notamment 'HTO du sol et de I'agploére est bien controlée.

Chez les animaux, les difficultés pour mesurertivée spécifigue d’une molécule donnée
synthétisée aprés l'ingestion de nourriture tritj¢eir par exemple Araéet al, 1985 ; Jean-
Baptisteet al, 2009 ; Putnam, 1971) ou de molécules tritiéen mentifiees (voir Takeda,
1991 ; Taylor, 2008) permettent de comprendre pairguy a seulement des données
globales sur |OL synthétisé ou excrété. Il est donc impossible aligar le fractionnement
isotopique dans les différentes voies métaboliqpg@xernées. Du fait de la multitude de
sources de dilution et dexcrétion du tritium, mérdans des situations eXposition
chronique et d’équilibre, le fractionnement isotp® ne peut pas étre estimé de maniére
globale pour un organisme ou un organe. Considéa@gue métabolisme, un par un, semble
étre la seule méthode permettant de vraiment melsreffets du fractionnement isotopique.
Cependant, la comparaison de la tritiation entrgawoes (Kirchmannet al, 1977) ou
molécules (Commerforét al, 1977, 1983 ; Kirchmanet al, 1977) est une autre maniére

d’évaluer les concentrations relatives (ou dilusjpdu tritium au sein d’un organisme.

3.5.Conclusions

Le fractionnement isotopique de I'hydrogéne coustitin sujet majeur de radiotoxicologie et
son étude nécessite de prendre en compte des doendes concepts de radioécologie. La
mise en évidence et la quantification de phénomdaeésscrimination isotopique devraient

permettre de savoir si certains compartiments sastteptibles de concentrer le tritium.

Cependant, cette évaluation nécessite de prendnerdereuses précautions compte tenu de
'omniprésence de I'hydrogene dans I'environnenetrde la multiplicité de ses sources pour
un compartiment donné. wbiquité et la grande mobilité du tritium rendent également
I'étude du fractionnement isotopique délicate. RBesmples de fractionnement isotopique
entre le tritium et lgrotium sont cependant cités sur des mécanismes simpleSaine,

1976 ; Weinberger et Porter, 1953), notamment desischangements de phase de l'eau,

quelle que soit I'échelle d’observation (Richar@0@ ; Risi, 2009).
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Lors de I'évaluation de Idiscrimination isotopique entre 2 compartiments, il apparait qu’il
est de premiere importance de considérer correcteladaille des compartiments étudiés. Le
calcul du RSA par exemple (rapport des activitémimigques de I'eau de combustion de
TOLne et de I'HTO) ne permet pas d’appréhender le fraciment isotopique correctement
si on n'applique pas un facteur correctif afin dpporter I'activité volumique de I'eau de
combustion durOLne uniquement a la part non-échangeable de I'hydmgBlous avons
montré que cette correction peut modifier de 5 &HB@stimation ainsi obtenue.

Certains modéles emploient un facteur de correcfggnéralement autour de 0,6) pour
estimer la part d@OLne synthétisé a partir d'HTO (Davig al, 2005 ; IAEA, 2003, 2009 ;
Le Dizes, 2004, 2005). Ce facteur est alors asSimilun facteur deliscrimination
isotopique Compte tenu des conditions d’utilisation de cesdébes, on peut également
appliquer le facteur de correction qui permet lagoen compte de la dilution dWLne dans

la matiére séche induite parriecage isotopique Le facteur dealiscrimination isotopique
nécessaire pour faire correspondre les modeélesvaleurs expérimentales est alors trés

proche de 1.

La moyenne du RSA dansTableau 1lest de 0,95 + 0,58. Une fois corrigé, ce ratieiatt
1,32 + 0,83. Il est alors cohérent avec la valeoyenne des données environnementales
présentée dans (Jean-Baptisteal, 2009) (1,92 £ 1,42). Quoi qu’il en soit, le ragmtre
TOL ne et HTO reste proche de 1 ce qui signifie peuasude discrimination isotopique. De
plus, la multitude de sources d’hydrogéne induié wossibilité importante de dilution du
tritium dans les écosystemes ou les organismeagaft alors les possibles effets d'une

discrimination isotopique positive.

Dans cette section, nous mettons en évidence kR drande multiplicité des termes

synonymes (par exempleFWT et TWT ou OBTne et CBT), des sens différents pour un

méme terme@BT signifiant tantotTOLt, TOLne ou TOL sans autre distinction) ou des

unités et ratios utilisés. Cela rend le travail aenparaison des résultats fastidieux voire
impossible lorsque la description des modes opéeatoest ambigie. Il apparait donc

impératif d’'uniformiser le vocabulaire et la termiagie. Nous proposons, comme dans ce
manuscrit, d’utiliser les indices ne, e et t poréqgser la fraction d@OL que I'on considére
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(respectivement pour IeBOL non-échangeable, échangeable ou total) et devesSEDL
sans indice pour les situations (rares) ou la fomaepas d’incidence sur le propos. Ajouter
un indice auRSA, pour préciser les termes comparés, permettraiteBgent une parfaite

compréhension de sa signification (exemples : RS trwT OU RSAroLyHTOatm) -

4. Autre meéthode de traitement

de I'eau de combustion

Afin de gagner du temps dans le traitement de obardillons, une méthode a été développée
pour clarifier I'eau de combustion et éliminer lemitres molécules susceptibles de

« quencher ». Cette méthode a été testée seloatteple présentée a la Partie 2.1.1.3.2.

Les eaux de combustion des échantillons de 60 geptéient tous une coloration marquée
mais une seule phase. Une fois traités, tous |lbanéilons étaient limpides. Le pH des

échantillons dont il n'a pas été neutralisé étgsté&matiquement inférieur. Lors du comptage,
aucun échantillon n'a présenté de chimiluminesceria rendement observé sur les

échantillons traités avec du charbon actif estéresipérieur a 20 % (par comparaison, les
meilleurs rendements observés, tout échantillofiorwu (y compris I'eau de référence), sont
de 23 %).

Sur les 6 échantillons traités en parallele pam&hode classique et par charbon actif, un
échantillon traité selon la deuxieme méthode agmtésune luminescence rendant impossible
la mesure. Sur les autres, la valeur obtenue agiésment par charbon actif est en moyenne
2,44 % inférieur a celle obtenue selon la méthddses@ue qui parait négligeable face a

I'incertitude de mesure estimé sur ces échantil{fense 15 et 28 %).

Compte tenu de ces résultats, et parce que le telapsaitement classique n’était pas
compatible avec I'échéance de notre étude, uneaioentd’échantillons a été traitée par
charbon actif. Sur ces derniers, 6 échantillonsf(dmlui mentionné dans le paragraphe
précédent) ont présenté une luminescence inconpatibec une mesure de l'activité
volumigue. Ce phénoméne a systématiquement étérv@bsr les échantillons ayant
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nécessité beaucoup plus de peroxyde de sodium ajueoyenne pour neutraliser le pH
(jusqu’a 10 fois plus).

En conclusion, le traitement au charbon actif est méthode permettant de gagner beaucoup
de temps pour obtenir une activité volumique ded'edle combustion d’'un échantillon.
Cependant, une luminescence parasite peut empéamesure suite a ce traitement seul. Une
fois I'eau de combustion mélangée avec le liquidet#lant, il est tres difficile de séparer les
deux liquides. Qui plus est, ce mélange peut avamdifié I'activité volumique de I'eau de
combustion paéchange labileavec les molécules composant le liquide scintill@® risque
doit étre pris en compte lorsque le choix estdaitmettre en ceuvre ce protocole. Une solution
pour ne pas risquer de perdre la possibilité deumeesst de prévoir la combustion d’'une
masse d’échantillon suffisante pour avoir la pakwbde traiter classiquement I'échantillon
en cas de luminescence suite au traitement pabahactif. Enfin, des répétitions de mesure
appariée entre de I'eau de combustion traitée dekdeux techniques sont nécessaires pour

confirmer les résultats obtenus ici.

Dans la Partie 3, nous avons mis en place des etémeethodologiques pour la préparation,
la mesure et I'analyse que nous mettons en ceuwre ltude environnementale afin de

produire des données pertinentes et univoquesaugaxposons dans les parties suivantes.
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des végeétaux par le

tritium
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Par laphotosynthese les plantes sont particulierement aptes a intédyreritium sous forme
organique a partir d’eau tritiée. De plus, en targ producteurs primaires, elles sont a la base
de la plupart des chaines alimentaires terrestreascompréhension des mécanismes par
lesquels les végétaux intégrent le tritium est die@remiére importance et a déja été I'objet
de nombreux travaux. Parmi eux, les travaux de Beyel. ont exploré la tritiation d’un
légume feuille, la laituelL@ctuca sativy, dans des conditions d’expositon variées afin de
mettre en évidence l'influence de divers parameégmgronnementaux (température, flux
lumineux, activité tritium de I'atmosphere, etaly &£ TFWT et leTOLt (Boyeret al, 2010).

Les travaux faisant I'objet de la présente partie essentiellement visé a étudier 'effet de
différents parametres sur la synthésél @& par des espéces cultivées a proximité du centre
de Valduc : la localisation, I'espece et la crom® Nous avons également comparé la
tritiation de composants organiques que nous aseparés d’épis d'orge et de blé ainsi que

des siliques de colza.

Notre étude ayant porté sur desltivars, toutes les plantes prélevées sont des plantes
annuelles, dont tout le cycle de croissance sedejtrchaque année. Il en découle qu’hormis
la semence (produite au moins la saison précédentg la matiere organique constitutive
de la plante est produite au cours des quelques qubiséparent la germination et la récolte.
Il est ainsi plus commode de comparer la tritiatoles échantillons avec les conditions

environnementales.

Compte tenu de la situation du centre de Valduestilpertinent de considérer le site comme
'unique émissaire de tritium anthropogénique dont linfluence esinsble dans nos
échantillons. Nous considérons ici qu’il s’agit d’@missaire ponctuel et continu. Ainsi,
seules les conditions météorologiques ainsi qupagraphie des environs du centre de
Valduc font varier les activités atmosphériques quedes sont exposées les cultures

échantillonnées.
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1. 1°°* campagne de

prélevements

1.1.TOLne et croissance

Nous considérons ici que la période de croissamsevégétaux a commencé &haril 2012.
Pour le blé d’hiver et le colza d’hiver, semés extiyement en décembre et en septembre
2011, cela représente une approximation qui reStgigeable en termes de biomasse : on
estime que moins de 10 % de la biomasse seche/@edie 14 juin a été produite avant fé 1

avril.

La modélisation de la courbe de croissance aldisvars considérés (en noir sur la Figure
4-1) est basée sur la croissance de plants deublis £n 2013. Sur la période d’étude, on
observe qu’elle peut étre schématisée par deugsanoces linéaires : une qui court duatril
2012 au 18 mai 2012 et la deuxiéme, dont la pesiteupérieure et correspond au début de la

phase de croissance exponentielle, qui court dudigusqu’au prélevement du 6 juin 2012.
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— Croissance masse seche plant blé (modéle)

Figure 4-1 : Chronique des directions et vitessesedvents du £ avril au 6 juin 2012 et modélisation de la
croissance des cultivars durant cette période (bi&hiver pris comme exemple)

Ainsi, en comparant les activités volumiquesTddLne aux fréquences de vent sur chacune

de ces périodes, on obtient Figure 4-2 On observe sur celle-ci que la corrélation entre
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I'orientation des vents durant la période considé@€l'activité volumique est bonne (test de
Spearman : p-value < 0,05). La corrélation entetivité duTOLne et la premiere période

de croissance considérée apparait meilleure.
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Figure 4-2 : Fréguence des origines des vents entiee 1° avril et le 6 juin 2012 et activités volumiques de
I'eau de combustion du TOLne des échantillons préles le 6 juin 2012 en fonction du lieu de préléveme

Bien qu’une corrélation entre I'activité volumigde I'eau de combustion des végétaux apres
échange labileet I'exposition aux vents venant de Valduc ait gtise en évidence, les
parametres de I'étude ne permettent pas de tirerco@clusions sur les constantes de
transferts entre la vapeur d’eau atmosphériqua efdtiere seche synthétisée. Pour cela, il est
nécessaire de suivre I'évolution de la masse sdekevégétaux échantillonnés au cours de
I'étude, d’avoir des données précises sur l'agivde I'eau atmosphériqgue au niveau des
points de prélevements et de pouvoir mesurer Vaétiritium de la matiere seche a plusieurs

étapes de la croissance.

1.2.TOLne en fonction de I'espece prélevée

Trois especes deultivars (le blé, I'orge et le colza) ont été prélevéesberones réparties
autour de Valduc (prés de Larcon, de Le Meix, ddoylode Léry, de Poiseul-la-Grange et
d’Echalot). Afin de limiter les variations liées a distance et/ou a la topographie au sein de

138



1 - 1ere campagne de prélevements

chaque zone de prélévement, la distance entre tidea été limitée autant que possible,
en fonction des cultures en place. Seule la medur€OLne du colza ayant été obtenue

parmi les échantillons prélevés a Echalot, cettezoest pas considérée dans cette section.

A partir des conditions météorologiques mesurééas ém £ avril et le 6 juin 2012, I'activité
volumigue moyenne de la vapeur d’eau atmosphérgéid calculée pour chacun des points
de prélevements en utilisant le code de calcul GBRCGuétatet al, 2004) Figure 4-3).

200

150

100 A

dillsialanEn;

Largcon Le Meix Moloy Léry  Poiseul

Vapeur d'eau atmosphérique
(BaL™

Figure 4-3: Activité volumiqgue moyenne de la vapeud’eau atmosphérique aux différents points de
prélévements obtenue par le code calcul GASCON pola période entre le £ avril et le 18 juin 2012

La Figure 4-4 est établie afin de comparer l'influence de laal@ation des prélevements sur
chacune des 3 espéces suivies. On observe quiadeehaque espéce, les valeurs extrémes
de I'activité volumique de I'eau de combustion™DLne varient du simple au double (voire
triple pour l'orge). Les variations diOLne dans les 3 especes en fonction du lieu de
prélevement sont cependant similaires : avec pamples les valeurs minimales obtenues a

Poiseul-la-Grange et les valeurs maximales obteauesMeix.

On observe également la bonne corrélation de Kaildion des activités volumiques des
eaux de combustion de nos échantillons avec cella gapeur d’eau atmosphérique estimée
avec GASCON pour chacune des zones de préleventeedsvaleurs different globalement
d’'un facteur 2,5 (écart-type : 0,85). Pour la pdeiconsidérée, les activités volumiques de la
vapeur d’eau atmosphériqgue mesurées sur les satienLéry et Moloy sont deux fois
inférieures a celles calculées par GASCON poumeésies stations. En corrigeant I'activité
volumique de l'eau de combustion diOLne par la contribution de I'hydrogene non-
échangeable a I'hnydrogéne total (environ 0,7) conpraposé dans I®artie 3.3.3.2 et

I'activité évaluée par GASCON d’'un facteur 2 (comtenu des différences observées entre le
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modéle et les mesures pour les stations de préEwsin les activités volumiques comparées

sont alors tres proches (moins de 15 % de diff@&genc
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Figure 4-4 : TOLne mesuré dans le blé (a), I'orgeb] et le colza (c) en fonction du lieu de préleveme

Le TOL ne intégrant I'activité tritium « vue » par la ptamau cours de sa croissance, cela
explique que les 3 especes de plantes annuellsgdéo@es aient une intégration similaire du

tritium dans la fraction non-échangeable de leutisTeaseche. Que les prélevements aient été
réalisés tot dans la période de croissance a coommgéquence que les échantillons sont
essentiellement constitués de feuilles et de timstant ainsi les différences entre especes.
De plus, les 3 espéces prélevées au cours de azgttpagne étant des plantes en C3, les

différences de métabolismes sont peu significatives

Compte tenu gu’on considére queli@Lne dans un végétal integre le tritium au cours de sa
croissance (voir Partie 1.3.3.2), seuls le métabwi la morphologie et la croissance des

plantes considérées sont susceptibles d’induire difésrences marquées de I'activité du
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TOLne entre especes au cours dun préléevement sindultn dans des conditions

d’expositions identiques.

1.3.TOLe et TOLNne

Sur chacun des 14 échantillons préleveg,d&t et leTOLne ont été mesurés. Il a ainsi pu

étre déduit IFOLe. L’ensemble des résultats est présentEigare 4-5.
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Figure 4-5 : TOLne et TOLe mesurés sur les échanlidins prélevés autour de Valduc le 6 juin 2012

Sur cette figure, on peut observer que le rappotteele TOLe et le TOLne est tres
hétérogéene : [@OLne représentant entre 34 % et 84 %Iddit. Méme au sein d'une méme
espéece ou d’un méme lieu de prélevement, ces eliff@s sont tres marquées TleLne de
I'orge a Larcon représente 36 % @0Lt alors que celui du colza en constitue prés de 74 %
et qu'a Le Meix IeTOLne de I'orge représente pres de 76 %ITddit . Aucune tendance ne

se dégage de ces résultats.

Contrairement al’OLne qui apparait comme essentiellement lié a I'a@iatmosphérique

en tritium, le TOLe est la résultante de la mise a I'équilibre isajopi des fractions
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échangeables de I'hydrogene de la matiere sécHa giante avec les autres hydrogénes

labiles, essentiellement ceux de l'eau libre.

Comme vu dans la Partie 1.3.3.1 ainsi que dansatdeP3.3.1, cette eau libre n’est pas
homogene au sein d’'une plante donnée : les cotititsurelatives de I'eau du sol et de I'eau

atmosphérique sont variables entre les organesidds nos échantillons, I'influence de I'eau

du sol n’est pas apparente, soit parce que sailmoidn a I'eau libre de la plante est faible

dans les conditions de I'étude soit parce que désites volumiques de I'eau du sol et de la
vapeur d’eau de l'air sont suffisamment proches e leur contribution respective ne soit
pas identifiable. Quoi qu’il en soit, la morpholegle la plante, par la simple modulation de la
contribution de chacun des organes a la matieteesatflue sur [ETFWT global et donc sur

le TOLe.

On remarque qu’'une grande part de la variabilitérajpport TOLe/TOLt est due aux
échantillons d’Orge, notamment ceux de Léry, Madbyarcon. Deslemi-vies biologiques
différentes entre les especes prélevées ainsi @se contributions variables de I'eau
atmosphérique et de I'eau du sol a I'eau libreadgldnte selon I'espéce considérée sont parmi

les hypothéses susceptibles d’expliquer ces obsanga

Enfin, les échanges entre les hydrogenes labiléds(goient portés par de I'eau, des sels ou
des molécules organiques) sont treés rapides eeméngrs I'égalité du rapport isotopique
entre les compartiments. Les conditions de stockeigele conservation doivent donc
permettre d’assurer une absence d’échange ent@le de I'échantillon et 'environnement

des le prélévement et jusqu’'a la mesure. Cela aedicplierement sensible lorsque les

ambiances du laboratoire et du lieu de prélevesamttrés différentes.

Ainsi, le TOLe apparait comme un parametre soumis a l'influercceambreux paramétres
en conditions environnementales. Il est donc imptsgans ces conditions de déduire la
valeur duTOLne a partir de la seule valeur diUOLt. Bien qu’imparfaites, les seules
méthodes pour estimer la valeur B0OLne sont donc de procéder @&t¢hange labilesur la
matiere séche et de mesure@Lne ou de déduire d@OLt une activité correspondant a

142



2 - Deuxiéme campagne de prélevements

celle du TFWT rapportée a la fraction d’hydrogéne échangeableoridition alors de
connaitre ces deux paramétres (Jean-Bamisig 2007).

Afin d’obtenir des résultats plus fins et permettde modéliser le transfert du tritium de
I'atmosphere vers |@OL, plusieurs améliorations possibles ont été idiéetsf En suivant la
croissance des végétaux suivis, il est alors plesdi quantifier la relation entre I'évolution
de la biomasse, I'activité tritium de I'environnemet la synthése deEOLne. En choisissant
des points de mesures a proximité immédiate ddmrsade prélevements, cela permet
d'utiliser directement les valeurs obtenues dansalire de la surveillance environnementale
du site de Valduc. La réduction des points de pegients est également nécessaire pour

pouvoir traiter assez d’échantillons afin d’assleesuivi au cours du temps.

2. Deuxieme campagne de

prélevements

Quatre zones ont été déterminées pour cette campuigprélévements, chacune étant située
a proximité d’'une des quatre stations de prélévésnextérieures au site du CEA Valduc.
Afin de limiter le nombre d’échantillons a traiter compte tenu des résultats présentés dans
la section 1, deux espéces aux périodes de crosseinde maturation proches ont été
échantillonnées au cours de I'expérience : du ig&zet (& Echalot et a Moloy) et de l'orge
d’hiver (a Salives et a Léry). A Moloy, de la luzerat du colza ont également été prélevés

afin de mesurer d’éventuelles variations liéegadéce au cours de la croissance.

En complément, sur un dernier échantillon prélestejavant la récolte, les épis de blé et
d’orge ont été traités afin de séparer le glutemidon, les éléments solubles et les parties
fibreuses de I'épi. Sur ces quatre fractions, $edfOLne a été mesuré. De I'huile a été

extraite des grains de colza. Sa teneulf@bne a été mesurée et comparée a celle des

cosses
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Quatre parametres ont été mesurés au cours deidaance :
- la masse fraiche moyenne d'un plant puis, dés ele & été possible, I'épi
traité séparément du reste de la plante,
- la masse seche moyenne d’un plant puis de I'éghu eeste du plant,
- le tritium total,

- le TOLne.

Les prélevements se sont déroulés entre le 22etval19 aolt 2013.

2.1.Evolution du tritium total

La Figure 4-6 synthétise les mesures du tritium total de nodepegnents et permet la
comparaison avec l'activité atmosphérique mesunéetsacune des stations de préléevements
du CEA Valduc.

On observe que pour chacune des stations considéiese valeurs de tritium total des
échantillons fluctuent entre les minimums et leximams des mesures hebdomadaires de
'HTO atmosphérique. Pour I'essentiel des pointactivité des échantillons suit la méme
évolution que l'activité atmosphérique. Seuls 7npoidivergent nettement de I'évolution de
I'activité volumique de la vapeur d’eau de I'ait €chantillon du 3 mai, 3 du 21 mai, 1 du 3

juin et 2 du 17 juin.

En l'absence de donnée météorologique durant langeudu 3 mai, il n’est pas possible
d’expliquer l'origine de la difféerence observée rentl’activité volumique de I'eau

atmosphérique et le tritium total du blé prélewdaoy.
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Figure 4-7 : Vitesses et directions de vents mess a Valduc au cours des périodes de prélevements
atmosphériques. Les cadres rouges délimitent les h2ures qui ont précédé les prélevements.
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Figure 4-7 (suite) : Vitesses et directions de ventnesurés a Valduc au cours des périodes de prélenants
atmosphériques. Les rectangles rouges délimitentded.2 heures qui ont précédé les prélevements.

Durant les heures qui ont précédé les préleventen®l mai, les conditions météorologiques
ne représentent qu’'une des deux principales compessae la rose des vents de la semaine
de préléevements : celle qui est en direction dév&alsans celle en direction d’Echalot
(Figure 4-7 0.

Durant les heures qui ont précédé les préleventen®sjuin, les vents sont orientés vers Léry
alors que durant la semaine de prélevement atmogpkéles vents dominants sont plutot
orientés vers Salives et Moloyigure 4-7 8. Cette observation concorde avec la
comparaison entre les activités atmosphériquesliesau tritium total des échantillons.

Enfin, avant les prélevements du 17 juin, les vemisété essentiellement orientés vers le
Nord-Ouest alors que durant la semaine de prélevesniks ont été principalement orientés
vers Nord-Nord-Est/Est-Nord-EsFigure 4-7 f). Il y a une bonne concordance également

entre ces observations et l'activité en tritiumatahesurée sur les échantillons de Lery et
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d’Echalot ou l'activité a été plus élevée que celliesl’eau atmosphérique prélevée aux
stations correspondantes. En revanche, les acti@tédritium total mesurées sur les
échantillons de Salives et Moloy sont égalements pélevées que celles de l'eau
atmosphérique alors que le vent dans les heureggagt I'échantillonnage ne les exposait
pas au panache. On peut supposer que cela soit'effefi « tampon » de I'hydrogéne non-
échangeable de la matiére seche synthétisée as dmsr semaines précédentes durant
lesquelles l'activité atmosphérique a été sensibtenplus élevée que dans la semaine

précédent le prélevement du 17 juin.

Lorsqu’il y a une bonne adéquation entre les masduetritium total des échantillons et les
prélevements atmosphériques, on observe que I'déikgpoaux vents de la station considérée
durant la période ddarbotage est bien représentée au cours des quelques hegures

précédent le prélévement.

Compte tenue de l@emi-vie biologique de I'eau libre qui représente entré/&lét 82 % de la

masse fraiche de nos échantillons (de I'ordre ddgges dizaines de minutes) et de celle de
I'hnydrogéne échangeable qui représente prés daus tie I'hydrogéne de la matiére séche (de
I'ordre de la demi-journée voire de la journée)ptmne corrélation entre les deux activités

mesurées résulte de la relative stabilité des tondide vents a I'’échelle de la semaine.

En raison des contraintes propres a une étude ameineentale (nombre de préléevements,
conditions non controlées, variabilité des paraesetle croissance, etc.) et faute d'outils
permettant une bonne représentativité des condifi@aologiques a I'échelle de la semaine
ou des quelques heures qui précedent le préléverieat du sol n'a pas été suivie.
Cependant, des données de suivi de I'activitéaBuldu sol , de celle de I'eau atmosphérique
et de I'eau de pluie sur 4 stations proches de \adhtre le 15 octobre 1998 et le 10 janvier
2001 montrent que l'activité de l'eau du sol esingl 3 stations, inférieure a I'activité
atmosphérique mesurée. Toutefois, I'activité volumigle 'eau du sol dans I&™ station
(au Nord de Valduc) est nettement supérieure atitige atmosphérique et a l'eau
météoritique sans que ce phénomene soit explidEA/DASE, com. pers). Une relation a
été établie entre Il'activité volumigue moyenne descompartiments d’eau suivis (eau
atmosphérique, eau de pluie et eau du sol (Guwitat, 2013). Au regard des résultats

présentés dans leigure 4-6, et de leur homogénéité, on peut considérer i@, il les
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activités volumiques des eaux du sol et atmosphésiglifférent sensiblement, l'influence de
I'eau du sol est faible devant celle de I'eau afphé@sique sur le tritium total, notamment du
fait de la forte humidité relative de I'air surpériode de suivi (80 % en moyenne entrele 1

avril et le 8 juillet).

2.2.Comparaison de la tritiation de différents

composants

Une des questions encore peu traitées dans leafité sur I'intégration du tritium par les
végétaux est celle de 'lhomogénéité de la tritratdes molécules dans un organisme ou
organe donné. Afin d’apporter des éléments de mgonous avons séparé le gluten et
I'amidon d’épis de blés et d'orges prélevés dareohe des 4 stations dans lesquelles s’est
déroulé le suivi de la tritiation au cours de laissance. Lorsque cela a été possible
(notamment du fait de la quantité d’échantillonpdisible aprés traitement), nous avons
également mesuré I'activité &rOLne des fibres ainsi que de la fraction soluble prétev
Deux prélevements complémentaires ont été rédbses aodt : un a Moloy, pour compenser
la faible quantité de matiére seche obtenue lortraltement des épis de juillet encore tres
immatures et un a Léry, dans un champ voisin daddon de prélevement d’orge, pour y
prélever du blé. Une expérience comparable a ét&@ensur le colza & Moloy (prélevé en
juillet) : I'huile a été extraite des graines ddzeoet l'activité volumique de son eau de

combustion a été comparée a cellesabsses

Les résultats de ces mesures sont préséiggse 4-8 et Figure 4-9. Les barres d’erreurs

présentées figurent l'incertitude de mesure sunskenble de I'expérience. Elles tiennent
compte notamment de l'incertitude de mesure pantiation liquide et, le cas échéant, des
dilutions nécessaires pour réaliser le comptageed®ins échantillons faute de masse d’eau

de combustion suffisante (pour les fibres des épiSalives notamment).
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la contribution de I'hydrogene non-échangeable alilydrogene total de la fraction considérée

Concernant les céréales, on observe que les astimiesurées sur I'eau de combustion du
TOLne sont du méme ordre de grandeur pour les 4 difféseinactions des prélevements de
Salives et Echalot, comme pour les deux fractionisrales sur les échantillons de Léry. Sur
ces 4 échantillons, I'activité volumique de I'eaai@bmbustion du gluten est inférieure a celle

de I'amidon de 10 a 20 %. Cette différence est cormage par la différence de contribution a
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I'hnydrogéne total de la fraction échangeable (eStan28 % pour I'amidon et 40 % pour le
gluten). Une fois la correction apportée, la déféce observée entre les deux fractions varie
de -7 % a +3 %.

En revanche, sur les deux échantillons de Moloyatdwités volumiques mesurées sur I'eau
de combustion du gluten et de I'amidon differentrdfacteur 4. Cette différence ne peut pas
étre expliquée par les incertitudes de mesure : enpour le prélevement de juillet, ou
I'incertitude de mesure relative est importants,demaines d’incertitudes de I'amidon et du
gluten ne se chevauchent pas a k = 2. De plusfféaahce observée reste du méme ordre de
grandeur qu’on appliqgue ou non la correction lida dilution duTOLne lors de léchange
labile. Enfin, la différence d’'un facteur 4 entre les dtés volumiques des deux fractions
étant observée sur le prélevement de juillet (graimcours de remplissage) et sur celui d’aolt
(grains a pleine maturité), on comprend que celpeng pas étre lié a la faible différence dans
les périodes de remplissage du grain en amidom ejligen : les protéines de réserves
continuent a remplir le grain jusqu’a 5 jours apgas I'amidon soit completement formé, sur

une durée de remplissage total d’environ 30 joDigpnt et Altenbach, 2003).

Sur le colza, 'eau de combustion adessegprésente une activité volumique 75 % supérieure
a celle de I'huile extraite. Si on applique la eatron de la « dilution isotopique » induite par
I’échange labile cette différence s’accroit puisque on peut estique dans les fibres qui
composent legosses pres de 30 % de I'hydrogene est échangeable gl@rsdans I'huile
cette fraction en constitue moins de 5 %. On dtdmc, aprés correction, une différence de
plus d’'un facteur 2. Compte tenu de la stabilitd aetivité atmosphérique mesurée a Moloy
(voir la Figure 4-6 b), cette différence ne peut pas étre expliquédgaeule différence de
période de synthése des constituants respectifscaleseset des réserves lipidiques des

graines.

Ainsi, I'hypothese la plus plausible sur l'origindes différences de rapport isotopique
observées est que les voies métaboliques conduaskEnsynthese des différents composés
étudiés soient le siége de fractionnements isot@siglifférents. Nous n’avons cependant pas
d’explication sur I'observation de ce phénoméne lsublé de Moloy et pas sur les autres

céréales collectées.
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2.3.Evolution du TOLne

Le TOLne a été mesuré sur plus de 40 échantillons. Pougdeantillons prélevés au début
de la campagne de prélevements (ceux du 6 mai et3dmai), I'’échantillon brdlé est
constitué de I'ensemble de la partie aérienne peéleDes que ihflorescencedu blé et de
I'orge a été suffisamment différenciée pour étygasée, elle (puis I'épi) était brilée a part du

reste de la partie aérienne de la plante (tigewelié).

Les résultats obtenus lors de cette deuxiéme camepag prélevements semblent étre
entachés de biais évoluant avec I'avancée dansatapagnes de prélevements. Compte tenu
que ces échantillons n'ont pas été stockés dansoleditions identiques a celles des autres
échantillons de I'étude, cela constitue I'hypothé&selus probable quant a I'origine de ces
biais. LaFigure 4-10, comme exemple des résultats obtenus, illustghémomeéne observé
sur au moins 3 des 6 séries de suivi (orge de &alivié de Moloy et orge de Léry) : une
évolution progressive de l'activité volumique dedu de combustion de la matiére seche
apréséchange labilevers une valeur supérieure & 100 B kans rapport avec I'activité
volumique de I'atmosphére au cours du suivi, nicaagcune autre donnée a laquelle on peut
la comparer (activité tritium de I'eau de pluieaetivité de I'eau libre des végétaux prélevés
mensuellement aux stations de mesures environnalasrdur laFigure 4-10ou au tritium
total sur laFigure 4-6 b.
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Figure 4-10 : Comparaison des valeurs de TOLne megtes sur I'Orge prélevé a Moloy avec les valeurs
modélisées en fonction de leur croissance et dedtwité volumique de la vapeur d’eau atmosphérique
d'aprés (25)
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Pour mettre en évidence I'évolution du biais obégtes résultats ont été systématiquement
comparés au modele décrit par (23) et modifiés @firprendre en compte l'intégration par

période successive (25) :

% Mgy X ATOLne(n—l) + A—|T0atrr(n) X (m(n) - rn(n—l))
M) (25)

ATOann) = d

avec .

ArtoLne : activité volumique de I'eau de combustion denktiere seche de I'échantillon
ayant subi préalablement tincage isotopique(Bq L™)

(n) et (n-1) : périodes de croissance et d’expwsiti

d : facteur de correction de I'activité volumique keau de combustion afin de tenir

compte de la dilution isotopique au coursrthgage isotopiquede la matiere séche

de I'échantillon
m : masse séche de I'échantillon mesurée a laefia gériode considérée (g)

Anoam: activité volumique de la vapeur d’eau atmosphéi(Bq L)

Les écarts constatés entre les valeurd@&ne mesurées avec toutes les autres activités
volumiques disponibles pour chaque station, y c@ngvec les résultats présentés dans la
section 2.2 de cette Partie, ainsi qu'avec les walegénéralement obtenues dans la
bibliographie (Boyeret al, 2009b ; Guétat, 2013 ; IAEA, 2009) motivent le ighde ne pas

exploiter ici 'ensemble des résultats obtenus.

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées destaésubbtenus au cours de nos mesures.
D’abord, l'espéce végétale, lorsqu’il n'y a pas ddférence dans le métabolisme
photosynthétique n’induit pas de variation sensible dans la tithia de la matiere séche
produite dans des conditions similaires, ni danselation de I'eau libre (et de la fraction
échangeable de I'hydrogéne de la matiére sécher dwau de [I'environnement
(principalement 'eau atmosphérique dans le casiatee étude). Les différentes fractions
organiques séparées depuis les épis de différeatéales présentent des rapports Tne/Hne
proches, hormis sur un échantillon. Si I'hypothdaen biais de manipulation ne peut étre
écartée, compte tenu notamment du faible nombnepigtitions, il apparait que la question

mérite d’étre traitée plus en détails. Enfin, lesdidentifiés dans la section 2.3 et attribués a
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la modification des conditions de stockage des rmidlmms pour I'ensemble de cette
expérience, soulignent la rigueur nécessaire larstdckage et du traitement d’échantillons
pour garantir la pertinence des mesures de leuritéctritium, comme cela a été démontré

dans la Partie 3.1.
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Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

Le lait présente plusieurs avantages pour une é&odieonnementale. Tout d’abord, il a une
part importante dans notre alimentation, quelle goé& la forme sous laquelle il est
consomme (lait a boire, yaourt, fromage, etc.).udasil permet de faire des prélevements
sur une matrice représentative de I'ensemble daslgrgroupes de molécules constitutives de
'organisme des vaches (protéines, sucmeatiere grasse minéraux et eau), qui plus est,
sous une forme qui permet de séparer assez fadtele® principales fractions qui nous
intéressent dans I'étude du tritium. Enfin, les wGlpour leur alimentation, consomment une
quantité importante de fourrage, intégrant quotideanent la production de grandes surfaces
cultivées, avec une alimentation qui, dans lesiquas actuelles d’élevage, permet un bon

suivi de la ration consommée.

Dans cette partie, nous présenterons justemepragisjues d’élevage des 4 exploitations qui
ont été suivies au cours de la thése et qui nousgiront de comprendre les différences dans
la tritiation que nous observons dans les différdaits prélevés. La synthése de nos résultats
et la compréhension du métabolisme d’'une vachiedaipermettent de mettre en relation les

activités volumiques des aliments et des constitudin lait.

1. Conditions d’élevage

La rencontre des 4 exploitants agricoles dont leptels ont été suivis au cours de la thése a
permis de connaitre les différentes pratiques altts susceptibles d’avoir une influence sur
la tritiation du lait. Un questionnaire leur a &@umis afin de traiter 'ensemble des points

identifiés. Les données présentées ici sont lahegeatdes réponses obtenues.

1.1.Localisation des cheptels

Dans chacune des exploitations suivies, les vdelit@éres sont essentiellement maintenues a
I'étable. La situation géographique est confonduecacelle du siége de I'exploitation. Les
sorties de la stabulation sont limitées dans lgptefquelques heures par jour) et cantonnées
aux parcelles de prairies jouxtant I'étable lordqy’en a. Compte tenu de la tres forte
pression de paturage supportée par ces parcédpppit alimentaire qu’elles permettent est

négligeable.
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1.2.Abreuvement

L’eau destinée a I'abreuvement des cheptels sestisoit tirée du réseau d’eau potable soit
issue d’'un captage commun avec celle de I'eau dearté Compte tenu de la masse d’eau
présente dans les abreuvoirs et le renouvellememhgnent de cette eau, les variations
d’activité¢ de l'eau aprés son tirage sont négliggsb Ainsi, les mesures opérées
trimestriellement par [eMSE sur I'eau du robinet des villages voisins de Valgermettent

d’avoir des valeurs fiables et représentativesadailconsommeée par les cheptels.

L’eau d’abreuvement de I'exploitation de Larcon Bsau de consommation du village de

Salives. Sinon, les autres cheptels sont abreuvéawade leur village.

L’évolution de I'activité volumique de I'eau de gmmmation des 4 villages est représentée
sur la Figure 5-1 Globalement, on observe que lactivité volumiqdes eaux de
consommation de Salives et Echalot se démarquelldedecLamargelle et Moloy, inférieure

a 10 Bq L. L’évolution de I'activité volumique de chacunesdeaux de consommation est &
la diminution réguliére (aux incertitudes pres)rrhis pour celle de Lamargelle dont les

fluctuations sont proches du seuil de décision.
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Figure 5-1 : Suivi de 'activité volumique des eauxle consommation de villages voisins de Valduc

1.3.Alimentation

Compte tenu de l'absence (ou de la quasi-absereg)atirage pour les cheptels laitiers

suivis, les aliments consommeés a I'étable constitWientégralité de leur bol alimentaire,
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facilitant ainsi le suivi de ce dernier au courd’daude. Durant celle-ci, a une exception pres,
les exploitants ont affirmé que la composition @irhentation de leur cheptel n'avait pas
évolue, pas méme de facon saisonniere. La seuldicabion qui a été signalée est I'ajout

d’enrubannage dans la ration alimentaire de 'exqion de Larcon début juin 2013.

La composition du bol alimentaire est assez vagiabitre les différents cheptels. Elle est
représentée dans lésgure 5-2 (en masse fraiche) éligure 5-3 (en masse seche). La
principale caractéristique commune aux quatre égpions agricoles est la prédominance du
mais d’ensilagedans la composition de la ration : entre 52 %%@8de la masse fraiche
(entre 30 % et 70 % de la masse séche). Dans ttagesxploitations, le mais donné aux
cheptels provient de I'exploitation. Les autresmalints issus des cultures de I'exploitation
sont essentiellement la luzerne (sous la formeode ti'ensilageou de bouchon), de foin
(issus de prairies fauchées) et de blé. Le resta ddion est composé de différents aliments
issus essentiellement de lindustrie agro-alimeataiont certains sont spécifiquement

produits pour I'alimentation animale (concentréawtres granulés).

100% - -
1 . O Paille
- Bouchon de luzerne

80% - I ® Autres granulés

0O Purée de pois

60% - @ Foin

Tourteau de colza

mBlé

@ Foin de luzerne

m Dreche de blé

20% - m Enrubannage de luzerne

40% -

Contribution au bol alimentaire
(% de masse fraiche)

m Concentré

O Mais d'ensilage

O% T T T
Largon Moloy Lamargelle Echalot

Figure 5-2 : Composition de la masse fraiche du balimentaire des cheptels laitiers suivis
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m Enrubannage de luzerne
m Concentré
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Larcon

Moloy
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Echalot

Figure 5-3 : Composition de la masse séche du bdinaentaire des cheptels suivis

A partir de la bibliographie ou de la compositiautritionnelle des aliments (lorsqu’elle est
disponible), 'apport de chacun des aliments eféd#hts nutriments est évaluée. Nous avons
ainsi déterminé les apports de chacun en fibresstlges, autres glucides, protéines et
lipides. La composition de la ration alimentaireal&cun des cheptels est ainsi représentée

par laFigure 5-4. On remarque que, globalement, la compositionitiarinelle des rations

alimentaires est homogéne entre les cheptels.

100%

Contribution relative des principaux nutriments a
la composition du bol alimentaire

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -

Largon

Moloy

Lamargelle

O Lipides

m Protéines

@ Autres glucides
m Fibres

Echalot

Figure 5-4 : Composition nutritionnelle des rationsalimentaires des cheptels suivis

L'origine des aliments (et donc des nutriments) iegportante pour I'étude puisqu’elle
conditionne la tritiation ou non de I'hydrogene réchangeable qui les constitue. Ainsi, la
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Figure 5-5 croise les données de l'origine des aliments &@ccomposition nutritionnelle.
On observe que 2 profils se distinguent nettemanfremier (pour les cheptels de Largon,
Moloy et Lamargelle) est essentiellement d’origioeale. Seules les protéines ont une part
importante qui provient de l'industrie agro-alimane (entre 40 % et 60 %). Les nutriments
organiques qu'ingére le cheptel d’Echalot proviemnemx essentiellement de I'industrie.
Seuls les fibres et autres glucides sont bien septés dans la ration alimentaire. Les

nutriments indigénes proviennent pour I'essentieingis d’ensilagede I'exploitation.

@ Exogéne
B Indigéne

Contribution relative des
origines aux principaux nutriments

Protéines
Protéines
Protéines
Protéines

Larcon Moloy Lamargelle Echalot

Figure 5-5 : Origine des nutriments organiques comgsants la ration alimentaire

En 2011, 'ensemble des composants des rations ratines a été échantillonné le 22 juin
afin de mesurer l'activit¢ ddOLne. Comme attendu, seuls les aliments produits par le
exploitations présentent une activité volumiqud'el®u de combustion de leur matiere seche
significative apregchange labilesignificative. L'activité volumique de I'eau derobustion

des autres aliments est trés faible quand ellet pas inférieure au seuil de décision. Il est
tout a fait vraisemblable que les activités mesuigedessus du seuil de décision soient dues
a un marquage de I'échantillon au cours du stocksayes percés au cours du stockage dans le

congélateur).

Un prélevement de la ration alimentaire « prét@@sommer » a été réalisé le 5 juin 2013
dans chacune des exploitations ainsi que plussamsines dans I'exploitation de Larcon. Le

TOLNne a été mesuré dans chacun de ces échantillons.
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2. Tritiation des constituants du

lait

2.1.Composition du lait

Le lait est I'aliment initial de tout jeune mammie Sa composition permet de satisfaire
'ensemble des besoins nutritionnels du nouveajuisgu’'a son sevrage. L'eau en est donc le
composé essentiel dans lequel des molécules orgamiet minérales sont en solution ou en

suspension. Sa composition varie en fonction desoes voire des races.

Compte tenu de l'importance du lait de vacHans I'alimentation humaine, que ce soit sous
forme de lait a boire ou de produits transforméso(yts, fromages, beurre, creme, etc.) sa
composition est bien connugigure 5-6), bien que ses propriétés soient un domaine détud

toujours dynamique.

B Eau

875,2

@ Lactose

O Matiére grasse

B Caséines

B Protéines sériques
O Minéraux

B Azote non
protéique

Figure 5-6 : Composition massique (g) d’'un kilogramme du lait de Largon préleveé le 4 juin 2012

2.1.1. L'eau

L’'eau représente environ 87 % de la masse dubHé.est d’abord le nutriment essentiel par

excellence, indispensable a la vie. Dans le Idg, assure également la fonction de solvant

® Afin d'alléger le texte, dans la suite du documienterme « lait » sera, sauf mention contraireplegé pour
désigner le lait de vache (comme le prévoit le efédn 25 mars 1924).
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des composés hydrosolubles (molécules et iongupport pour les composés en suspension

et permet I'hydratation de nombreux composés.

On peut distinguer 2 formes d’eau dans le lait @rction de son activité (rapport entre la
pression de vapeur d'eau de l'aliment sur la pogsgie vapeur saturante a la méme

température) :

- 'eau libre (environ 96 % de l'eau totale) : ceftaction a des propriétés
physiques, chimiques, mécaniques et microbiologiqu@ches de celles de
'eau pure. Son activitéAv pourActivity wate) est proche de 1. C’est donc la

fraction liquide de I'eau qui est congelable etporable.

- l'eau liée (environ 4 % de l'eau totale) : cettaction peut également étre
subdivisée en deux catégories a savoir I'eau faibld liée et celle fortement
liée. La premiere catégorie renvoie a des molécdleau qui sont sous la
forme de couches polymoléculaires autour des midécorganiques ou
minérales auxquelles elles sont liees par desohaidaibles. Cette eau est
congelable mais difficilement évaporable. L'eautdarent liée est la fraction
qui se trouve sous forme monomoléculaire a la sarfdes molécules
auxquelles elle est liée par des liaisons hydrogemeau sein méme de
macromolécules, dans leur conformation tertiaireAw. de cette eau est

compris entre 0,2 et 0,3. Elle n’est ni congelabl@aporable.

Lors de la mesure de I'activité volumique en tritid’'une matrice, I§FWT integre a la fois
I'activité de I'eau libre et de I'eau liée (a condn bien sOr d’extraire toute I'eau de la

matrice).

sau eau monocnuche
hydrodynamique
Y ! 2 HZO My O eau Encageante
HZO H0 . Hz

" Hy 0/ Intéractions
H,0 / H 0 H,0.
Ha0 7H, 2Y, H,0 H0 / éléctrostatiques

H,0 Ha0/ M2 Hy 01,0
.0 f H,0 2 4 @j q CHa*+= =0 fe) . OH
9 o H,0 “‘0 7 \H,0 3 \C/’// A
eau multicouche 3 HZO/ H,0 Hy0 ) N‘H3

H;0\ KHZO S/ /
" NH4* M
il ;0 H30 Hy0 30 Hz0 Fz0 H20
' 0 —

PR HZ \H eau capillaire
H H S -5

l Q H,0
A [ Hy0 2

i H i H,0
eau « libre »
Intéractions hydrogéne dispersante

Figure 5-7 : Différents types d'interactions proténes/eau (in Snappest al. 2010, d’'aprés Cayot et Denis,
1998)
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2.1.2. Les composés organiques

2.1.21 Le lactose

Le sucre principal du lait (et commun au lait destdes mammiféres) est lactose un
disaccharide dglucose(a ou ) et dep-gdactose Deuxisomerescoexistent donc dans le
lait, en quantité égale : lactose hydraté ¢-lactose et le lactose anhydre §-lactosd. Sa
solubilité dans I'eau est faible (0,216 g thla 20°C) comparée & celle du saccharose
(2,019 g mC* & 20°C) ou dulucose(0,470 g mLY). Son pouvoir sucrant est assez faible :
seulement 0,16, ce qui signifie que sa saveur suEs€ 16 % de celle du saccharose dont le

pouvoir sucrant est 1.

Figure 5-8 : Formule en perspective d’'une moléculde lactose

2.1.2.2 La matiere grasse

La matiére grasseest composée de molécules caractérisées pankalubilité dans I'eau et
leur masse volumique inférieure a celle de I'eaun. distingue trois types de substances
composant lanatiere grassedu lait : les acides gras libres, les lipidesestiatiéres grasses

insaponifiables

2.1.2.2.1 Les acides gras libres

Les acides gras sont des acides organiques mownagditpues dont la chaine carbonée

aliphatique varie de 4 a 3atomesde carbone. lls sont composés d’'une chhjitrophobe

et d'un groupement acide. lls sont saturés (toleediaisons carbone-carbone sont simples)
ou insaturés (au moins uri@ison covalente entre carbone est double). On peut donc
caractériser les acides gras libres par la longdeuleur chaine carbonée ainsi que par le
nombre et la position des doubles liaisons eatognesde carbone. Les acides gras libres
constituent environ 0,15 % de la masse ded#iere grassedu lait.
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2.1.2.2.2 Les lipides

Les lipides sont élaborés a partir d’acides grasgustituent prés de 90 % de leur masse. La
plupart des lipides sont des esters, essentielleraprésentés par les triglycérides (plus de 98
% de lamatiere grassé. La lipolyse (dégradation des lipides) libére diepols et des acides
gras. Cette réaction est trés lente a températmt@aate. Les lipides constituent pres de
99,5 % de la masse deraatieére grassedu lait. Le reste est composé darlatiere grasse
insaponifiable qui regroupe notamment des hydragash (dont le carotene) et des alcools

(dont le cholestérol, les vitamines E, A, D et K).

2.1.2.2.3 Organisation dans le lait

Le lait est une émulsion dmatiere grassedispersée sous forme de microgouttelettes de
triglycérides entourés d’'une membrane complexe dankquide qui présente des analogies
avec le plasma sanguin (Boutonnier). On compte renvil,5 a 4 milliards de
microgouttelettes dmatiére grassepar millilitre de lait. Leur taille varie entrel0et 20 um
(pres de 60 % de lanatiere grasseest sous forme de gouttelettes dont la taillecestprise

entre 1 et 5 um).

Chaque gouttelette est entourée d’'une couche priceeappelée membrane globulaire. Cette
membrane permet la stabilité de I'émulsion en étitacoalescenceles microgouttelettes et
la remontée de lmatiere grassea la surface. Elle est essentiellement compos@eadéines
(environ 41 %), de phospholipides (27 %), de glyss (14 %) et d’eau (13 %).

2.1.2.3 Les protéines laitieres

2.1.23.1 Les caséines

Lescaseéinegeprésentent environ 80 % des protéines totaldaidlElles sont des complexes
organiques constitués de protéines sous forme adbhame lache et emmélée qui fixe par des
liaisons chimiques du phosphore et du calcitigyre 5-9). Lescaséinessont organisées en
micelles, particules sphériques constituées égalbnhe quelques fragmenpeptidiques et

de composés salins (calcium et phosphate).casginesont un faible niveau d’organisation
secondaire, essentiellement leglicesa et enfeuillets p. Elles précipitent a un pH de 4,6

(Snappeet al).
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Figure 5-9 : Une micelle de caséine représentéemele modéle « Structure ouverte » (in Snappet al.)

Les caséinesprécipitent dans I'estomac et lewasides aminéssont libérés lentement. Leur
absorption est également lente. Elles sont richesciale aspartique-aspargine, adde
glutamique-glutamine ainsi qu’en proline, sérine et tyrosine. Elles sont en revanche

pauvres emcystéine

2.1.2.3.2 Les protéines solubles

Elles constituent les 20 % restants des protéinesailu Elles sont également appelées
protéines sériquescar elles restent dans la phase aqueussflen) apres précipitation des
caséines Elles sont sous la forme de chaine enroulée ebptepdles serrée. L-
lactoglobuline, l&-lactalbumine, la sérumalbumine bovine, les immiobloglines et la
lactoferrine constituent prés de 90 % qbestéines sériquestotales. Elles sont riches en

acides aminéssoufrés.

Les protéines sériquessont trés digestibles et passent rapidement @gtim ou leurscides
aminés sont absorbés. Elles sont riches agides aminésessentiels ainsi qu’eacides

aminésbranchés et soufrés.

2.1.3. Les minéraux dans le lait

Le lait contient de 8,5 & 9 g de minéraux par liteelait. Ils sont en solution vraie ou a I'état
colloidal. Le calcium (environ 1,2 g'ide lait) est associé pour 2/3 aux micellesagéines

Le phosphore (environl g'ide lait) est pour moitié colloidal et pour moitién-micellaire.

167



Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

2.2.Répartition du tritium dans un lait

Un lait prélevé dans I'exploitation de Larcon lejuin 2012 a été traité selon le schéma
technologique proposé par 'UMR STLOFigure 2-5 afin de séparer ses principaux
constituants organiques et de mesurer l'activittedeTOLne. Les résultats bruts ditOLne
des différentes fractions ainsi que celle de I'éane sont présentésigure 5-10
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Figure 5-10 : Activité volumique de I'eau libre etdu TOLne des principales fractions organiques du liade
Larcon prélevé le 4 juin 2012

Il est alors possible d’évaluer I'activité tritiumiu lait par unité de masse ainsi que la
contribution de chacune des fractions a I'actigi@gbale du lait frais. Ainsi, le lait de Lar¢on
prélevé le 4 juin 2012 présente une activité massin tritium de 24,7 Bq Kgde lait frais
répartie entre les differents composants tel quesgméFigure 5-11 On observe que
I'essentiel de I'activité tritium du lait proviede I'eau (22,4 Bq kg de lait frais). Concernant
le TOLne, la matiére grasse est le premier contributeur a lactivité tritiumu dfait,
notamment, de sa richesse en hydrogéne non-éctieg@78 Bq kg de lait frais en
TOLne). Le lactose et les protéinesc@séines+ protéines sériquey ont des contributions
équivalentes (de I'ordre de 0,56 Bd He lait frais eATOLne). Le TOLe, toutes molécules

organiques confondues, représente prés de 0,45 Bdeklait frais.
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Figure 5-11 : Contribution des principaux composésydrogénés a l'activité tritium du lait de Larcon
prélevé le 4 juin 2012. Valeurs exprimées en Bq Rgle lait frais

La correction évoquée dans la Partie 3.3.3.2 estéepafin de prendre en compte la dilution
du TOLne par duprotium en position échangeable lors déchange labile On obtient ainsi
la Figure 5-12

On observe que l'activité volumique de I'eau de bastion corrigée, qui permet donc la
comparaison des rapports isotopiques T/H quellesgitda nature des matrices comparees,
n'est pas homogene dans le lait. Ainsi, dans ledtaait de Larcon étudié, lesaséines
présentent une plus grande teneur en tritium gsealdgres fractions du lait: a quantité
d’hydrogene non-échangeable égale, il y a pres #@s2plus de tritium en position non-

échangeable dans leaséineqque dans les lipides.
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Figure 5-12 : Activité volumique de I'eau libre etactivité volumique corrigée du TOLne des principals
fractions organiques du lait de Larcon prélevé le 4uin 2012

Activité volumique de I'eau libre et
de I'eau du combustion du TOLne corrigée (Bq L
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Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

Pour Kirchmanret al. (1969) et Van den Hoe#t al. (1985), les auteurs ont mesuré I'activité
tritium des différents composés du lait tiré de hexc abreuvées avec de l'eau tritiée ou
alimentées pendant 4 semaines avec du foin dotg kefraction organique était marquée au
tritium. Dans leurs expériences, ils ont égalemnmasuré des différences significatives dans
I'activité des principales fractions, bien qu’ilaient pas opéré la distinction entre TOLne et
TOLt. Que les différences mesurées dans notre exqpiriet dans la leur ne soient pas
identiques peut étre expliqué par les conditionsdamentales, notamment que I'exposition
des vaches étudiées dans Kirchmanml. (1969) n’aient été seulement absorbée du tritium
par leur eau d’abreuvement marquée alors que aidlies Van den Hoeét al. (1985) n’ont
été exposé au tritium que par la fraction organuéoin.

Tableau 5-1 : Demi-vies biologiques et importancestatives des différentes composantes du tritium dan

les principaux constituants du lait a I'équilibre gorés (d’aprés Van den Hoelet al. 1985)
o _ Importance relative des
Demi-vie (en jours) o )

différents compartiments

1ére Zéme 3éme 1ére Zéme 3éme
Matiere grasse 1,6 7,6 88,0 1,00 0,071 0,004
Caseéines 15 10,2 82,0 0,28 0,073 0,014
Lactose 0,7 51 34,1 0,035 0,022 <0,001
Eau du lait - 5,0 67,7 - 0,052 <0,001

Dans le cas d’'une exposition uniquement par deul®#diée, la fraction aqueuse du lait

présente I'activité volumique la plus élevée. Cledactose qui présente I'activité volumique
la plus élevée, bien que les differences mesuréentsgénéralement faibles. Dans les
conditions du deuxieme article, le TOLt de la matigrasse présentait la plus forte activite,
suivie du TOLt des caséines (58 % de I'activité dULT@e la matiére grasse) et du TOLt du
lactose (10 % de I'activité de la matiere grasse&gau du lait présentait une activité tritium de
11 % de celle de I'eau de combustion du TOLt de &iére grasse. Cette expérience a
également été poursuivie afin de mesurer la deenidu tritium dans chacun de ces

compartiments apreés l'arrét de I'exposition. Chaglemi-vie a pu étre décrite par une

fonction a 2 (I'eau du lait) voire 3 composantess (hutres composantes). Les résultats sont

présentés dans leableau 5-1 L’activité tritium des protéines sériques n'a g8 mesuree,
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les auteurs considérant, a la lumiere de résuttiatisnus dans d’autres expériences, qu’elle
était similaire a celle des caséines. Nos résuttatgredisent ce postulat.

Deux hypothéses peuvent étre posées sur I'origgneed différences :

- les métabolismes conduisant a la synthése desratiff@ constituants
organiques du lait induisent une modification (yspauvrissement ou un

enrichissement) du rapport isotopique entre lespastiments

- les nutriments participant aux métabolismes cormhiia ces molécules n’ont

pas le méme rapport T/H et induisent ces differeapparentes.

3. Comparaison entre les laits

des 4 exploitations

Afin d’étudier les mécanismes en jeu dans les wiffées de tritiation observées dans les
différents constituants du lait de Largon, lesslades 4 exploitations laitieres voisines de
Valduc sont comparés. Afin de limiter la logistiqae compte tenu des faibles différences
observées dans l'activité volumique (corrigée on)mie I'eau de combustion dactose et
desprotéines sériquesles laits comparés sont traités par des moyarsrpdimentaires qui
permettent cependant de séparer les matieres gréssesaséineset le sérum (qui contient le
lactose et lesprotéines sériqued Ainsi, le lactoseet lesprotéines sériquesseront réunis

sous le terme de matiere séche du sérum acide éMigsacide dans les figures).

3.1.Comparaison de lI'eau libre et de la

matiere seche

La Figure 5-13 permet la comparaison globale de l'activité volgug de I'eau libre d’'une

part et de la matiere seche d’autre part despadieves dans les 4 villages le 6 mai 2013.

171



Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

25

_l)

20 ~

15 ~

m Eau libre
m Matiére séche (TOLt)

10 A

Activité volumique (Bq L

Larcon Moloy Lamargelle Echalot

Figure 5-13 : Activité volumique de I'eau libre etde I'eau de combustion de la matiére séche des it
prélevés a Larcon, Moloy, Lamargelle et Echalot |6 mai 2013

On observe tout d’abord que les activités volumsgmesurées sont assez différentes entre les
exploitations : prés d’'un facteur 6 entre les viedeuninimale et maximale mesurées sur I'eau
libre des 4 laits prélevés le 6 mai 2013 et unefacte 4,5 pour I'activité volumique de I'eau
de combustion de leur matiere séche.

Il est également remarquable que les rapports &dractivités volumiques de I'eau libre et
de 'eau de combustion de la matiére séche vagatre les exploitations : le rapport de
I'activité de I'eau de combustion de la matiérensesur celle de I'eau libre varie entre 0,56 (a
Moloy) et 2,11 (a Lamargelle). On peut en déduu#l ¢ a déconnexion, au moins partielle,

entre l'activité tritium des deux compartiments.

On peut en revanche se demander si les activitésrtrdes différentes fractions organiques
sont corrélées.

3.2.Comparaison des fractions du lait

Le lait des 4 exploitations suivies a été préleméutanément, lors de deux campagnes : la
premiére le 22 juin 2011 et la seconde le 6 maB2Qbbjectif est de séparer les principales
fractions organiques qui composent I'essentiel alematiere séche de chaque lait et de
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comparer les activités volumiques des eaux de cetidoude ces fractions ainsi que celle de
I'eau libre. Les résultats sont présentés respamtint dans leBigure 5-14etFigure 5-15

On observe sur chacune des figures qu’il existe disparité tant dans les activités
volumiques des eaud EWT et eaux de combustion) pour chaque exploitatica dpns les
activités volumiques de chaque fraction au seinea@foitations. On remarque également que
les profils d'activités volumiques sont différergatre le prélevement de 2011 et celui de
2013.
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Figure 5-14 : Activité volumique de I'eau libre (TRNT) et de I'eau de combustion de la matiére séche
(TOLt) des fractions organiques des 4 laits prélewgle 22 juin 2011.

Le TOLt est mesuré et le TOLe (couleurs claires) egstimé a partir de I'activité volumique de I'eaulibre,

le TOLne (couleurs soutenues) est déduit par la ralion TOLne=TOLt-TOLe, hormis pour la matiére
seche du sérum acide pour laquelle le TOLne a étéasuré et le TOLe estimé.
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Figure 5-15 : Activité volumique de I'eau libre (TRNT) et de I'eau de combustion de la matiére sécheesl
fractions organiques des 4 laits prélevés le 5 jui013.

Le TOLne (couleurs soutenues) est mesurée et le T@I(couleurs claires) est estimé a partir de I'actité
volumique de 'eau libre. La somme des deux repréaee le TOLL.

On peut ainsi observer que les activités volumicgeeg beaucoup plus dispersées lors de la
campagne de 2011 que dans celles de 2013 : dansnhger cas, il y a par exemple pres d’'un
rapport 10 entre I'activité volumique de I'eau denbustion danatiére grassela plus faible

et celle la plus élevée en 2011, contre a peins @lun rapport 3 dans celle de 2013. De
méme, alors que dans les échantillons en 2010 amagoobserver jusqu’a un rapport 10
entre I'activité volumique de I'eau de combustialdmatiere grasseet lescaséinesdu lait
d’'un méme village, la différence la plus importaatesein d’'un méme lait en 2013 n’atteint

pas un facteur 2.

Afin de pouvoir comparer les rapports isotopiques dans les fractions non-échangeables de
I’hydrogéne, il est nécessaire d’opérer la coroectiécrite dans la Partie 3.3.3.2. Les résultats
obtenus pour les 8 laits prélevés au cours desripagnes de prélevements sont présentés

dans legrigure 5-16etFigure 5-17.
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Figure 5-16 : Activité volumique de I'eau libre (TRNT) et du TOLne corrigée par la contribution relative
de I'hydrogene non-échangeable a I'hydrogéne totglour les principales fractions organiques des 4 It
prélevés le 22 juin 2011.
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Figure 5-17 : Activité volumique de I'eau libre (TRWT) et du TOLne corrigée par la contribution relative
de I'hydrogéne non-échangeable a I'hydrogene totagdour les principales fractions organiques des 4 It
prélevés le 6 mai 2013
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Outre les hétérogénéités observées sur les astii@miques des eaux de combustion entre
échantillons et entre campagnes de prélévementeemarque que le rapport Tne/Hrdes
caséinesest systéematiquement supérieur a celui dadtere grassed’'un méme échantillon.
Cette différence varie cependant de + 27 % a utedad 0. Il n'apparait aucune corrélation
évidente entre ces deux fractions. On observe wmobe sur ces prélevements une bonne
corrélation entre le rapport Tne/Hne denfatiere grasseet I'activité volumique de I'eau

libre du lait (Test de Spearman : p-value > 0,05).

Les caséineset la matiére seche du sérum acide présentermagpsrts Tne/Hne également

bien corrélés (Test de Spearman : p-value > 0,05).

Trois voies déexposition au tritium concernent les cheptels suivis : I'ambiant (avec du
HTO et du HT), leur eau d’abreuvement et la partidede alimentation qui est produite par
I'exploitation (qui contient de 'HTO, durOLne et duTOLe). L'eau d’abreuvement et
I'alimentation des 4 exploitations ont été suivadis de chercher les origines des différences

observées entre exploitations et entre campagnpetiyements.

3.3.Eau d’abreuvement et alimentation

3.3.1. Influence de |'eau libre

Les cheptels des 4 exploitations suivies sont a®goit avec I'eau de consommation des
villages, soit d’'une eau qui a la méme origine te@u de consommation du village voisin.
Les eaux de consommation des villages autour déu¢adont suivies trimestriellement par le
LMSE. Les valeurs mesurées au cours de ces prélevenemntaitine sont donc considérées

dans notre comparaison, sauf mention contraire.

Comme cela apparait sur Fgure 5-18 I'eau de consommation et I'eau libre des laits

étudiés sont corrélées (test de Spearman : p-valy5). On note cependant des différences

® Le rapport Tne/Hne est mesuré ici a partir detiVité volumique de I'eau de combustion de la matigéche
apres ringage isotopique, corrigée par la contiobutle I'nydrogéne non-échangeable a I'hydrogeted tie la
matrice considérée (voir la Partie 3.3.3.2 pous ple détails).
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entre les deux eaux qui peuvent atteindre un fa@&eRlusieurs éléments peuvent expliquer

ces écarts.
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Figure 5-18 : Comparaison des activités volumiquede I'eau des villages et des TFWT des laits collést
au cours des deux campagnes de prélévements

Tout d’abord, si I'eau d’abreuvement est tirée dun@é&éseau que I'eau de consommation
des villages, elle est a disposition des cheptaltss dles abreuvoirs ou elle reste alors en
contact de l'air et se renouvelle au fur et a megle sa consommation. Une variation de

I'activité volumigue en fonction de celle de la eap de I'eau de I'air est donc permanente.

Ensuite, l'activité volumique de I'eau des village'est pas constante dans le temps (voir
Figure 5-1) et lademi-vie biologique de I'eau d’'une vache allaitante est3d& a 5 jours
(IAEA, 1981 ; Van den Hoek, 1986). Une mise a I'éigue complete nécessitant environ 5
périodes, I'eau libre du lait intégre donc les\at#s volumiques des eaux bues dans les jours

qui précedent le prélevement.

Enfin, 'eau d’abreuvement d’une vache de 600 kgmew I'ensilagede mais ne couvre que
67 % des besoins en eau de l'animal. L'eau métbeli(5 %) et I'eau contenue dans
I'alimentation (28 %) contribuent donc au 1/3 dppats (Khelil-Arfaet al, 2012). Ces deux

fractions sont donc susceptibles d’influer sensitdpt sur I'activité volumique de I'eau libre
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du lait de cheptels exposés chroniquement a de Beaconsommation et a une nourriture
produite dans des conditions d’exposition simikiré est d'ailleurs remarquable que le
cheptel d’Echalot, dont l'alimentation est globa&r plus riche en concentrés et sous-
produits agro-alimentaires (qui contiennent moilesad que lemais d’ensilage- voir section

1.3 de cette partie), est celui dont I'eau librelaltia I'activité la plus proche de celle de son

eau d’abreuvement, qui couvre une part plus imptetde ses besoins en eau.

Compte tenu de la corrélation entre les activi@simiques de I'eau d’abreuvement et I'eau
libre et la faible corrélation entre celles de liddéore et de I'eau de combustion des fractions
organiques, l'influence de I'eau d’abreuvementladritiation de la matiére seche en position
non-échangeable n’est donc pas sensible dans teditioos dexposition chronique des

cheptels suivis, hormis pour taatiere grasse(test de Spearman : p-value < 0,05).

3.3.2. Influence du TOLne de l'alimentation

3.3.2.1 Activité tritium du bol alimentaire

Les aliments donnés aux cheptels ont été colléatésles deux campagnes de préléevements.
L’échantillon a été prélevé directement dans la geaire, dans la ration que les cheptels
étaient en train de consommer. Dans les échardilbmtiectés, il n'y avait pas de granulés
(concentréstourteaux ou autres aliments industriels) qui sont soit é@gsnavec une autre
ration alimentaire que celle du matin, soit distéb a la demande. Il faut tenir compte que
I'activité mesurée dans la ration «préte a étrasommmée » Rigure 5-19 est donc
principalement (si ce n’est exclusivement) celles ddiments produits par I'exploitation

(essentiellemenmnais ensilé foin, enrubannageet paille).
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Figure 5-19 : Activité volumique de I'eau de combu®n de la matiére séche des aliments des cheptels
suivis apres ringage labile comparée a celle desipcipales fractions organiques des laits collectés

En I'état, aucune corrélation n’apparait entre [ds/@es volumiques de I'eau de combustion
du TOLne des aliments et les différentes fractions orgagsqges laits échantillonnés. Deux

corrections peuvent étre apportées a ces réshhats :

- la correction de la dilution isotopique (pour leimants et les fractions
organiques)
- la correction liee a la présence de nutriments exeg dans la ration
alimentaire compléte.
Pour apporter cette deuxiéme correction, on estifakord que l'activité emTOLne de la
part de l'alimentation produite par I'exploitatioest homogénement répartie entre les
différents nutriments qui la composent. D’aprées résultats exposés dans la Partie 4, ce
postulat n'est pas idéal mais, a défaut de mesactidn par fraction, il semble étre le plus
pertinent. Ensuite, I'activité volumique de chacules fractions est corrigée par la dilution
due a la part de nutriments qui est d’origine exegdans le bol alimentaire complet. On

obtient alors l&igure 5-20
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Figure 5-20 : Activité volumique corrigée des difféents nutriments composants le bol alimentaire

Ces transformations, si elles sont nécessaires pieux rendre compte de la réalité du
rapport Tne/Hne dans les différents nutriments guamosent le bol alimentaire complet, ne
permettent toujours pas de mettre en évidence aeélations entre les composants du bol
alimentaire et ceux du lait. Cette absence de lediwéd est notamment expliquée par le

métabolisme de la digestion et de la synthése alapasants du lait chez la vache laitiére.

3.3.2.2 Digestion des vaches laitieres et

biosynthese du lait

3.3.2.2.1 Digestion des hydrates de carbones

Les fibres végétales sont digérées dansiheen des vaches par des microorganismes. Les
produits finaux de cette digestion sont desdes gras volatiles(AGV) principalement
constitués (95 %) par l'acide acétique, I'acidepioaique et I'acide butyrique. Ces acides
sont utilisés pour la synthése kdigtose des protéines et de maatiére grassedu lait. Prés de

70 % du butyrate est transformé dans la paroi aoeruenp-hydroxybutyrate, un corps
cétonique utilisé comme source d’énergie dans aebneux tissus de la vache. Les corps
cétonigues proviennent essentiellement du butynatéuit dans le rumen, hormis en début de
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lactation (ou en situation de sous-alimentation), its proviennent également de la
mobilisation des réserves lipidiques. Tous les susomt fermentés dans le rumen, il n'y a
donc pas (ou tres peu) deicoseabsorbé au niveau intestinal. Dans le rumeglueosepeut
étre converti en glycérol, véritable squelette @enatiére grassedu lait. L’acétate et I§-
hydroxybutyrate sont utilisés pour la synthese deiles gras qui seront connectés au
glycérol. L'énergie nécessaire a ces synthésesgimoessentiellement desrps cétoniques

et, dans une moindre mesure,glucoseet de I'acétate.

3.3.2.2.2 Digestion des lipides

La part de lipides dans les rations alimentairdsgéséralement faible, comme dans les
rations alimentaires des cheptels suivis au coersette étude. lls sont cependant importants
et peuvent contribuer directement a 50 % denktiere grassedu lait. lls sont d’abord
hydrolysés (rupture de la liaison entre le glyc&toles acides gras) et saturés (remplacement
des doubles liaisons carbone- carbone par adjondtitydrogene) dans le rumen. Le glycérol
est rapidement fermenté en AGV. Les lipides quitgat le rumen sont tres majoritairement
(85 a 90 %) des acides gras satuaesdes palmitiquesetstéariqueg attachés aux particules
microbiennes ainsi que dpsospholipides(10 a 15 %). Les phospholipides microbiens sont
digérés dans l'intestin gréle et absorbés avedidawacides gras a travers la paroi intestinale.
Les lipides sont mélangés a la bile et au jus @aticue, formant ainsi des particules
miscibles dans I'eau (des micelles), forme nécessaire a abgorption a travers la paroi
intestinale. Dans les cellules intestinales, ledescgras sont unis a du glycérol (provenant du
sang) pour former des triglycérides. Ces triglya€si certains acides gras libres, le
cholestérol et d’autres substances lipidiques sontverts d’'une protéine pour former les
lipoprotéines riches en triglycérides (LP-TG) awmgbelées cylomicrons ou lipoprotéines de
tres faible densité. Les LP-TG sont absorbés dangaisseaux lymphatiques Environ la
moitié des acides gras deratiere grasseprovient des LP-TG formés durant I'absorption

intestinale des lipides.

3.3.2.2.3 Digestion des protéines

Les protéines ingérées sont d’abord dégradéexidies aminégpuis en ammoniac et acides
gras branchés. L’azote non protéique et l'uréealéeydans le rumen contribuent également a
la formation d’ammoniaque. Celui-ci est utilisé pepopulation bactérienne du rumen pour

la synthése de ses protéines. En moyenne, 20 gotieinas bactériennes sont synthétisées
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pour 100 g de matiére organique fermentée dansrien. La quantité de protéine bactérienne
produite par jour varie entre 400 g et 1500 g arction de la digestibilité de la ration. On
estime que 60 a 80% des protéines des fourragesiégradées dans le rumen alors que c’est
seulement 20 a 60 % pour les concentrés et lespodsits industriels. Le reste passe non-
dégradé dans lintestin gréle. Dans lintestin grélacide sécrété par la caillette arréte
I'activité microbienne et les enzymes digérent f@stéines bactériennes ainsi que les
protéines alimentaires non-dégradées. En générabbo8@es protéines qui arrivent dans
l'intestin y sont digérées. En moyenne, 60 % desles aminésabsorbés dans l'intestin
proviennent des bactéries qui ont cri dans le ruatdes 40 % restant sont les protéines
alimentaires qui ont résisté a la dégradation. Beinth lactation, la glande mammaire a un
grand besoin eracides aminés Le métabolisme deacides aminésy est extrémement
complexe. La majeure partie desides aminésabsorbés par la glande mammaire sont

utilisés pour la synthése des protéines du lait.

Ainsi, I'essentiel de la matiére organique ingéegéemétabolisée par les bactéries du rumen.
De nombreuses liaisons C-H sont rompues et autenitcséées dans cet organe par la flore
bactérienne pour arriver a des molécules élémestajui n'ont plus que 2 a &omesde
carbone (les principaux AGV). Le devenir des nugmits ingérés est en cela trés différent de
celui des nutriments chez lesammiferes monogastriques Concernant les ruminants, et
notamment les vaches, il semble donc plus pertidemonsidérer le tritium dans sa globalité,

de son absorption jusqu’a sa sécrétion dans lergiassant par les différents métabolismes.

Compte tenu de ce constat, il semble intéressargudee une exploitation sur plusieurs
semaines afin de mesurer la stabilité des différéattteurs considérés sur les 4 exploitations

suite aux deux campagnes de prélevement. Le ckgwie sur celle de Larcon.

4. Suivi d'une exploitation

Afin de préciser la variabilité des différents pagdres mesurés dans les parties précédentes,
I'exploitation de Largon a été suivie entre le 8ila013 et le 8 juillet 2013. Durant cette
période, urbarboteur a été installé dans I'étable afin de mesureriv@étvolumique de I'air

ambiant. Compte tenu de la faible biodisponibitii¢ HT, seul le HTO est considéré. Les
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4 - Suivi d’'une exploitation

flacons sont prélevés et remplacés hebdomadairementautres préléevements réalisés I'ont

été dans la méme matinée.

11 prélevements de lait ont été réalisés. Pourdiire eux, lanatiere grasseet lescaséines
ont été séparées du sérum. TOLne ainsi que l'activité volumique de l'eau libre sont
considérés. L'eau de I'exploitation a été préleg€son activité volumique mesurée. Compte
tenu du mode d’alimentation, l'activité volumique dfleau de combustion de la ration
alimentaire apresincage isotopique peut étre considérée constante durant la périede d

prélévement (moyenne des deux mesures faites B4pL3").

L’ensemble des résultats du suivi de I'exploitatae Larcon est synthétisé dansHgure
5-21

On observe d’abord que, hormis I'activité volumigde la vapeur d'eau atmosphérique
mesurée au début de la période de prélévemenatgint 133 Bq [* la semaine du 22 au 29

avril 2013), les activités volumiques mesurées ggiabalement dans le méme ordre de
grandeur. De ce fait, avec ce seul jeu de donnéesnepte tenu du nombre de répétitions
pour chaque mesure, les tests statistiques n’anlapa@solution suffisante dans la plupart des

cas pour rendre compte des corrélations entre éldrsaivis.
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Figure 5-21 : Variations des activités volumiques s eaux de combustion des fractions organiques ditl
de I'exploitation de Larcon, de 'eau libre du lait de I'eau d’abreuvement et de I'eau atmosphériquentre

le 8 avril 2013 et le 8 juillet 2013
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Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

Un seul couple de valeurs apparait corrélé seltestede Spearman : I'activité volumique des
caséinest I'activité volumique de I'eau atmosphériquenipe tenu de la faible importance,
a priori, de 'eau atmosphérique dans le métabolisme duaohe, il est certainement plus
pertinent de considérer que cette corrélation agmparest indirecte. En effet, compte tenu du
mode de stockage duais d’ensilage(qui constitue une tres grande proportion de tmma
alimentaire quotidienne) et des autres alimentsipte par I'exploitation ainsi que de la
durée pendant laquelle la ration alimentaire rastsol avant d’étre consommeée et la surface
d’échange aliments/air ambiant, 'eau que le bohahtaire contient (pres de 75 %) et la
fraction échangeable de sa matiere seche se meffesgcement a I'équilibre avec I'eau
atmosphérique.

Bien que cela ne soit pas confirmé par le test plea®nan (avec un risquea 5 %), on

observe que lesaséinessemblent étre également corrélées a I'eau libraitu

Celle-ci apparait d’ailleurs comme suivant une éttoh de [Iactivité atmosphérique
tamponnée par celle de I'eau d’abreuvement. lid&stleurs possible d’établir un lien entre
ces 3 paramétres (26) :

AI'FWT = 0,9558>< A\eau + 0,0345>< Aﬁtmosphén}ue (26)
Le coefficient de corrélation (R2) de cette équatavec nos valeurs expérimentales est de

0,9738.

Les variations des l'activité volumique de I'eau @enbustion de lanatiere grassedu lait
nous interpellent car elles ne semblent suivre @ei@utre variation alors gqu’elles ont les
amplitudes parmi les plus importantes : plus d’antdéur 2 entre les valeurs minimale et
maximale observées. L’hypothése d’'une origine nudtqbe a été explorée, notamment en
cherchant une relation avec les évolutions des éemtyres quotidiennes maximales la veille
du prélevementHigure 5-22. Il a en effet été montré par de nombreux autéDHidour et
Coulon, 1994 ; Decaen et Journet, 1966 ; Mathi@d21 Pelletieret al, 1985) que le stress
dd a la chaleur, méme dans des climats tempéunast stes diminutions de la quantité et de la
qualité du lait produit par un cheptel, et ce auee période de 24 h (D'Hour et Coulon,
1994). Sur laFigure 5-22 on observe que l'activité volumique de I'eau denbustion de la
matiere grasseet la température maximale atteinte la veille délggement paraissent

corrélées négativement, limitant ainsi I'influerde la modification de I'activité de I'eau libre
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5 - Synthése des résultats sur le lait

du lait sur celle de la matiere. Aucun traitemeatistique n’a cependant permis de confirmer

ces observations.
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Figure 5-22 : Comparaison des variations de I'acti¥® volumique de I'eau de combustion de la matiere
grasse du lait avec celles de I'eau libre du laittede la température maximum atteinte la veille du
prélévement

Une autre hypothese repose sur le fait que la ceitipo du bol alimentaire a évolué a la fin
du mois de mai 2013 : de I'enrubannage de I'anné&ajouté, réduisant ainsi la part que
représente lenais d’ensilagedans l'alimentation. On peut supposer que la tiariade la
digestibilité du bol alimentaire ait nécessité ynstement meétabolique avant de pouvoir
parfaitement digérer la ration et que, durant cattaptation, I'organisme a mobilisé ses
graisses de stockage pour palier aux carencesdiérmins bon rendement de digestion.

5. Synthese des résultats sur le

lait

A partir des données récoltées a Larcon lors du dglei I'exploitation durant 3 mois, il a été
possible de mettre en évidence une relation trée matre I'eau libre du lait et I'eau de
I'environnement (eau d’abreuvement et eau atmogpe: Une relation plus inattendue est
également apparue entre Eséinesdu lait et I'activité de I'eau atmosphérique. @ati est
d’autant plus surprenante que les amplitudes deatioms des deux éléments sont tout a fait

du méme ordre de grandeur dans la période considéré
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Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

Le suivi de Larcon permet également de complétgguede données obtenues lors des deux
campagnes de prélevements. Le plus grand nombrépddition pour chague mesure ainsi

que les plus grandes variations des valeurs poagueh élément mesuré permettent une
recherche de corrélation sur les autres compartsremsidérés. L’ensemble des corrélations

mises en évidence sont représentées ddriglae 5-23

Matiere_grasse

MS_ser.ac.

Figure 5-23 : Cercle des corrélations d’'une analyspar composantes principales réalisée sur I'ensenwl
des échantillons de lait traités (I'étiquette « Ca&ines » est sous I'étiquette « MS_ser.ac. »).

Sur la base de cet ensemble de résultats, il éstnoent possible de mettre en évidence une
relation entre les rapports isotopiques Tne/Hneadedtiere grasseet I'eau libre du lait
(comme cela avait été évoqué dans la section 4tle partie, sur la seule base du suivi du
lait de Larcon). Ainsi, on peut établir la relati{2v). Le R2 calculé pour cette régression est
de 0,890.

Tanatiére_grasse - O.86x T(TFWT) (27)

H n qmatiére_ grassg (TFWT)
Une corrélation est également mise en évidencee di#ctivité volumique de l'eau de

combustion de lanatiere grasseet I'eau d’abreuvement. Cependant, compte tena ftate
corrélation entre I'eau libre et I'eau d’abreuveméest de Spearman : p-value << 0,05)

186



5 - Synthése des résultats sur le lait

d’une part et entre I'eau libre et 'eau de comimustle lamatiére grassed’autre part (test de
Spearman : p-value << 0,05), il est plus pertindat considérer que la corrélation eau

d’abreuvement/eau de combustion dektiere grasseest indirecte.

Bien que la corrélation entre les activités volumeis| de lamatiére grassedu lait et de
I'alimentation soit moins perceptible, un modél@rxant le rapport Tne/Hne de iaatiere
grasseen fonction de celui de l'alimentation et de I'ddare (28) améliore le coefficient de
corrélation (R2=0,913) :

Tanatiére_grasse — O44>< T(TFWT) + O,20X TnQAlim entation) (28)
H anatiére_grasse (TFWT) H rIQAIim entation)

Une bonne corrélation existe également entre Vaétivolumique mesurée sur I'eau de
combustion de lanatiére grasseet de l'alimentation (test de Spearman : p-value,G5).
Cependant, compte tenu de la bonne corrélation miagsaleurs entre I'activité volumique de
I'eau de combustion de la ration alimentaire apiggage isotopiqueet I'eau d’abreuvement
(test de Spearman : p-value << 0,05) due au fatlgisuivi a été opéré dans le cadre d’'une
exposition chronique en conditions environnementales, ceterélation peut n'étre
gu'apparente. La faible teneur en lipides de lgomaalimentaire ne permet pas d’estimer
correctement son activité tritium tant il est pbksique celle de la ration entiére n’en soit pas
représentative. Lors du suivi de Larcon, alors Gueation alimentaire n'a pas (ou peu)
évolué, les variations des activités denatiere grasseont été importantes. Pourtant, dans le
métabolisme des vaches laitieres, la contributies lgpides a lanatiére grassedu lait est
importante (pres de 50 %). Des expériences comppitaines seraient donc nécessaires pour
mieux déterminer les relations entre les activitéaim de I'eau libre, de I'alimentation (et

notamment des lipides qu’elle contient) et dmkiére grasse

Pour explorer la question du métabolisme lié &fapérature, d’autres campagnes de suivi
dans le temps seraient nécessaires. Le regroupemesntésultats des deux expériences
(comparaison entre les 4 exploitations et suiviLdecon) ne donne pas de complément

d’'information.

Les caséineset la matiere séche du sérum acide (essentiellecmrstitué delactose

présentent également des activités tritium bienétées. Les activités entre les deux fractions

187



Partie 5 - Le marquage du lait par le tritium

peuvent étre reliées par la relation (29). Le ¢oefit de détermination de cette régression est
de 0,898.

Tn , Tne, .
QMSserum_amde) — 0,72X QCasemea; (29)
HnQMSserum_acide) HnQCaséiness

Un meilleur coefficient de corrélation (0,911) estenu en faisant entrer I'eau libre dans la
relation entre les deux fractions organiques (30).

TnQMSserum_acide) — O55X TnQCaséine$ + O,28X ArFWT (30)

HnQMSserum_acide) nQCaséinejs

Compte tenu de ce que nous connaissons des métabslde la digestion et de la lactation,
ces deux relations apparaissent cependant attdieElles montrent que lesmaséineset la

matiere séche du sérum acide ont des origines gso@ependant, la contribution de I'eau
libre de l'organisme (dont l'eau libre du lait estprésentative) aux hydrogenes non-
échangeables de la matiere seche apparait plustan dans les constituants du sérum

acide que dans lemséines

Du coup, deux relations peuvent étre établies :amee lescaséinesl’alimentation et I'eau
libre (31) et l'autre entre la matiére séche dwseacide, I'alimentation et I'eau libre du
sérum (32). Les coefficients de corrélation de desix relations avec nos données
expérimentales sont moins hauts (respectivemeAB(80,856) mais les relations sont plus

pertinentes d’'un point de vue métabolique.

ancaséine$ = O50X AA

HHQcaséinegs lim entation T 027x ArFWT (31)
Tn i

qMSserum_amde) = 0’37X AAIim entation + 0’23X ATFWT (32)
HnQMSserum_acide)
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5 - Synthése des résultats sur le lait

Dans les parties 4 et 5, nous avons cherché aenegttévidence les relations entre la matiére
organique constitutive des végétaux et du lait pitsdavec les conditions eXposition
chronique a du tritium atmosphérique qui sont setles environs de Valduc. Nous avons
notamment montré que toutes les molécules congétut’une matrice biologique n’avaient
pas le méme rapport isotopique dans la fractioréabrangeable de leur hydrogéne et mis en
évidence des corrélations fines. Dans la partieasiie, nous allons changer d’échelle afin de

voir quelles sont les relations entre les difféssesampartiments a I'échelle de I'écosysteme.
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Partie 6 - Circulation du tritium dans un écosystem

Dans les parties 4 et 5, la tritiation de végétatndu lait (en tant que matrice d’origine
animale) a été traitée de maniére indépendanten Aé compléter cette approche, la
circulation du tritium, de son émission atmosphéigusqu’au lait, comme produit de grande
consommation, va étre étudiée dans cette partiereant compte des différents facteurs qui

influencent le marquage tritium et des facteursaagpts de transfert.

1. De |I'émissaire au point de

mesure

1.1.Circulation atmosphérique

L’ oxydation du HT en HTO dans l'atmosphére étant tres lenter (fAairtie 1.3.2), la
circulation du tritium dans I'atmosphere, qu’il s@mis sous forme de HT ou HTO, est
essentiellement régie par des lois physiques. Leactistiques de I'émission (formes
rejetées, hauteur du rejet, débit, etc.) et leglitions météorologiques (vitesse et direction du
vent, gradient thermique, pression atmosphériqoee Wintensité du rayonnement solaire
incident) sont les principaux facteurs qui influentla propagation du tritium.

De son point d’émission jusqu’a un point de prétaest, plusieurs mécanismes modifient les
caractéristiques du panache. On peut globalemerdtidérer que deux transformations sont
en jeu : ladvection c’est-a-dire le déplacement du panache dansad@spet la dispersion,
qui englobe les phénomenes conduisant a une matibicde la géométrie du panache (ou de
la bouffée) et une dilution (Caussade, 2010). Datsosphere, la part de la dispersion due a
la diffusion moléculaire (coefficient de diffusiate 'HTO dans l'air : 2,3 1® m? s' selon
Belot et al, 1996 et Patryl et Guétat, 2006) est négligeablant celle liée aux turbulences
(vitesse variant de ~1 mz*sen conditions stables & 100 m? en conditions instables)
(Seigneur, 2012).

Les modeéles généralement utilisés pour la cirautatu tritium dans I'atmosphere sont de
type gaussiens (IAEA, 2003). Ces modeles parvieneemhoyenne a estimer, a un facteur 2

pres, les valeurs mesurées en conditions enviroenizies.
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Selon le modéle GASCON, l'activité volumique derl'an tritium aux alentours de Valduc
évolue schématiquement avec la distance depuissi@ine suivant la relation (33) pour une

direction de vent et un azimut donnés :

-J2
d
Aatm_dz = Aatm_dl X (d_ZJ
1

(33)
avec :

Aam : activité volumique de I'air en tritium (Bq M)

d; et ¢ : distances depuisdimissaire dans le méme azimut.

1.2.Transferts Air/Sol et Air/Eau

Plusieurs processus sont a I'ceuvre dans les netagatre I'atmosphére et le sol : le dépét
(qu’il soit sec ou humide),dxydation du HT en HTO et I'’évaporation.

Le dépot sec est la seule voie de transfert de BHBol (celui-ci n’étant que tres peu soluble
dans I'eau) et une voie de transfert a prendreosmpte pour 'HTO (IAEA, 2003). HT et
HTO n’ont pas les mémes vitesses de dépbt au sek Edint respectivement comprises entre
10° m st et 10° m s* (on retient généralement 34en s?) et entre 1 m s* et 10° m s*
(Patryl et Guétat, 2006). La nature du sol, sonilitéhainsi que sa couverture végeétale sont
des éléments qui influent directement sur la véehs dép6t sec. Le HT est rapidement oxydé
en HTO dans les premiers centimétres du sol (vatiePh.3.2). Considérant la faible vitesse
de dépb6t du HT et, dans le cas de Valduc, sa caotbib inférieure a celle de I'HTO a
l'activité tritium rejeté, la contribution de 'HTGssu de lbxydation du HT déposé est

négligeable.

Le dépb6t humide correspond a I'entrainement diwnitpar les précipitations. Il ne concerne

donc que 'HTO. L’activité de I'eau de pluie arrivaau sol dépend :
- de l'activité initiale de I'eau de pluie
- des caractéristiques de la pluie (diamétre degdamat vitesse)
- de I'activité volumique du panache

- des distances parcourues dans le panache (I'epluidese charge en tritium)

et de celle parcourue sous le panache (la pluigsiearge alors en tritium).
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L’HTO du sol peut s’évaporer et constituer alors gnarce secondaire. L’activité de I'eau
ainsi évaporée est moins forte que I'eau du sollgpmécanisme de discrimination isotopique
décrit par la formule de Rayleigh (7) (se rappodela Partie 3.2 pour plus de détails).
Cependant, cette source est généralement secou@ailers qu’'on se situe a plus de 500 m
de I'émissaire(IAEA, 2003).

L’eau du sol qui n'est ni évaporée ni absorbéelgsrplantes peut rejoindre la circulation
souterraine de I'eau. Durant ces transferts, I'eatien contact avec différents composés,
organiques ou minérawadides humiqueset fulviques, particules d’'argile fine, etc.). Une
partie de l'eau est alors adsorbée par les molgchlidrophiles, sous forme d'eau
d’hydratation ou dans d’autres types de relaticecda matiere. Cette fraction d’eau, dite liée,
semble s’enrichir en HTO (Otet al, 2007 ; Tenget al, 2011). L’appauvrissement de I'eau
libre n'est pas apparent compte tenu des dimengielasives des fractions libre et liée.
Cependant, I'eau liée enrichie peut étre mobilesgéeas dédixiviation ou par des organismes

vivants et constitue alors des bouffées dont Natétivolumique n’est pas attendue.

A nouveau, la multiplicit¢ des éléments influantr da transfert entre compartiments
(notamment les caractéristigues du sol et les tiondi météorologiques) ne permet pas
d’établir un coefficient fixe de l'activité¢ du sqglar rapport a I'activité¢ de l'air. L'AIEA
considere que lactivité du sol peut étre évalugesgierement a 30 % de celle de
I'atmosphére (IAEA, 2003), ce qui concorde avecdbservations moyennes faites dans les
environs de Valduc (Guétat al, 2013).

Comme cela a été évoqué dans la Partie 3.1, des@e$ rapides entre I'eau atmosphérique
et I'eau liquide tendent a mettre les deux compeatits a I'équilibre isotopique. lanétique

de I'échange dépend du gradient d’activité voluraigmtre la vapeur d’eau de l'air et I'eau
liquide ainsi que de la surface d’échange entreléesx compartiments. En milieu continental,
comme a Valduc, I'effet de cet échange sera pesildersur les eaux circulantes du fait des
volumes d’air et d’eau en jeu et de la rapiditdadeirculation des deux masses. En revanche,
dans le cas des eaux stagnantes, si le taux davelenent est faible et que la surface de
contact est importante par rapport au volume dervéd, cet effet peut étre tout a fait
sensible, jusqu’a atteindre I'égalité entre acdive I'eau atmosphérique et celle du plan d’eau

en situation d@xposition chronique (Hortoret al, 1971).
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2. L’intégration dans les plantes

depuis I'atmosphere et le sol

Les différents mécanismes d’intégration du tritipar les plantes ont été évoqués dans la
Partie 1.3.3. L'objectif de cette partie est dadda synthése des connaissances sur les

constantes d’équilibres lors des passages d’'un adiment a un autre.

2.1.HTO : de I'environnement a I’eau libre

Que ce soit dans la littérature ou dans nos réspuitan’y a pas d'effet isotopique sensible
spécifiqgue au transfert de I'eau depuis I'enviraneat vers I'eau libre de I'organisme. Les
effets isotopiques qui agissent sur ces trans$ems dus aux changements de phase ou a la
rétention préférentielle de HTO dans I'eau liéeanuhent au niveau du sol. La détermination
de ces constantes est rendue difficile par la tfudk I'origine de I'eau : eau du sol et eau
atmosphérique, aux activités volumiques variantsdaags compartiments a des rythmes trés
différents, et a I'existence possible de plusiezompartiments d’eau (d'un cbté I'eau des

tissus et des vaisseaux, de I'autre, I'eau dispemibur laphotosynthésg.

En considérant la relation établie par Belot entaetivité volumique de I'eau libre de la
plante et celle des eaux du sol et de I'atmospli2d¢ et en considérant que l'activité
volumique de I'eau du sol est en moyenne 30 % dle de I'eau atmosphérique et que
I'numidité relative de I'air a été de 80 % a Valdewtre le § avril et le 8 juillet 2013,
I'activité volumique moyenne de I'eau libre de lame durant cette période est en moyenne
86 % de celle de lI'eau atmosphérique. Les valewrstrium total mesurées sur nos
échantillons et présentées dans la Partie 4.2tlcebgrentes avec cette estimation. Les écarts
observés sont notamment dus au fait qudemi-vie biologique de I'eau libre des plantes
herbacées est inférieure a I'neure (voir Partie3113 alors que les valeurs de l'activité
volumique de la vapeur d’eau atmosphérique obtepadsarbotage sont des moyennes sur

une semaine.
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Le fractionnement isotopique lors des changemenfshdse de I'eau peut avoir une incidence
majeure sur le métabolisme des végétaux. En efstaporation de I'eau vers lehambre
sous-stomatique qu’elle se fasse depuis les parois cellulairesnésophylle ou depuis la
face interne des cellules de [I'épiderme infériewes dfeuilles, doit conduire a un
enrichissement sensible en tritium de I'eau liquadka surface de ces cellules (compte tenu
des conditions de pression et de température &lladiévaporation se fait). Les effets de ce
mécanisme peuvent étre atténués par la mise ehbéguiermanente de cette fraction d’eau
avec celle des tissus et de I'atmosphere. Comptede I'importance de ces phénomenes, il

semble nécessaire de vérifier ces hypotheses.

2.2.De l'eau libre au TOLe

Dans les études menées sur les végétaux ainsieqpedeat expériences de tritiation de matiére
organique en position échangeable, il n’a pas bgemwé de discrimination isotopique. A
I'équilibre, les rapports T/H de l'eau et de la fran échangeable de I'hydrogene de la
matiere seche considérée sont donc égaux. Cepetalainitique de la tritiation en position
échangeable dépend de I'accessibilité des hydredahies de la matrice considérée.

Dans (Guénot, 1986), l'auteur a exposé durant dshptants de vignes et de pommes de terre
a une atmosphere tritiée. Aprés cettgosition des feuilles ont été prélevées pour étre
déshydratées avant de subiré@ghange labile La comparaison de I'activité tritium récupérée
lors de I'échange avec I'activité volumique de lidibre extraite des échantillons montre une
bonne corrélation et permet a Guénot de déduirpréiases données expérimentales que
21,3 % de I'hydrogéne de la matiére seche est sitigo échangeable. En comparant ces
résultats avec un calcul réalisé en prenant la ositipn d’une feuille de vigne (Division de
la Recherche sur le Nutrition, 2010) et la fractidihydrogéne échangeable de ses
composants (Tableau 3-3), on observe une différdagares de 5 %. Cette valeur est tout a
fait cohérente avec les dernieres estimations sfaster le biais imputable au trium
enfoui » dans I'évaluation diOLne (Kim et Korolevych, 2013). On observe donc qu’aucu
effet de discrimination isotopique n’est décelaldams les résultats de ces expériences, quelle

que soit I'accessibilité a I'échange des hydrogéaledes.
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2.3.Fractionnement isotopique lors de la

synthese de TOLne

Alors que cette question anime la communauté sficgré depuis pres de 40 ans, elle semble
toujours aussi complexe a trancher. Le premierlprmb est celui de mesurerT®Lne. La
cellulose et autres fibrgmlyméresdeglucoseétant les principaux constituants de la matiére
seéche des végétaux et leur conformation supra-miaiée rendant particulierement difficile
et/ou lente la mise en équilibre de la fractioenéouie » de leur hydrogene, la juste mesure
du TOLne ne semble pas encore systématique. Bien que a@ssétécentes concluent a une
faible influence ddritium enfoui dans la quantification diOLne, la variabilité du rapport
TOLe/TOLt en conditions environnementales observée danar#e.1.3 laissent penser

que cette conclusion ne refléte pas I'ensemblesitieations possibles.

A cette difficulté dans la séparation de la fractioon-échangeable de I'hydrogéne de la
matiere séche s’ajoute généralement la non-priseoempte du mécanisme de dilution du
TOLne induit par leringcage isotopique Cela conduit & une mauvaise évaluation du rapport
Tne/Hne dans la matrice étudiée et donc a l'incé@als conclure a I'existence ou non d’un
fractionnement isotopique. Pour que les expériemecesonditions controlées aménent des
résultats pertinents, il est nécessaire de comnatractivités volumiques de I'eau du sol et de
la vapeur atmosphérique ainsi que leur contributedative dans la synthése d®Lne, ce

qui est rarement le cas. Des méthodes de prélé¥snuen sol manquent pour pouvoir
produire des échantillons dont la période de remt@sion soit comparable a celle de
barboteurs. Enfin, pour les études de transferts environneawsnta ces problemes s’ajoute
la nécessité de suivre I'évolution des activités déférents compartiments (aux cinétiques
tres différentes) ainsi que I'évolution de la bi@®sa pour permettre d’obtenir des résultats

exploitables.

Pour illustrer cela, le Tableau 3-4 montre qu’enyemme le rapport Tne/Hne obtenu aprés
correction des RAS de la littérature est de 1,68% j@s données environnementales et de 0,62
dans les expériencesedposition chronique en conditions controlées. Les premidoemées
montrent un enrichissement de pres de 70 % aloes lgg secondes indiquent un

appauvrissement du méme ordre de grandeur !
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Les résultats obtenus dans la Partie 4.2.2 suirdetions séparées depuis la matiere seche
d’épis de blé, d'orge et sur desssesde colza montrent une variation significative des
rapports Tne/Hne pour deux échantillons d’'un ménmepbtlevés a un mois d’intervalle ainsi
que sur les fruits du colza. Les autres échansltmmt des rapports trés proches sur 'ensemble
des fractions séparées. Ici non plus, il n'est passible de conclure a une discrimination
isotopique au cours de la synthése de tel ou telposé faute d’'un nombre suffisant de

répétitions.

Il apparait nécessaire de poursuivre les investiggtsur la question de l'intégration du
tritium dans leTOLne des végétaux. Il semble d'abord primordial, d'ubinp de vue
fondamental, de comprendre les mécanismes qui @MU a une corrélation
particulierement forte entre TEOLne synthétisé et la vapeur d’eau tritiée de I'atm@ésphen
dépit de la conception classique des flux d'eausdém plante. L'identification du
compartiment dans lequel la plante puise I'eau ssaiee a Igphotosyntheseest également
nécessaire est-ce une eau bien représentée par le TFWT owuapartiment a part, avec
son propre rapport T/H ZEnsuite, la contribution respective de I'eau du eblde I'eau
atmosphérique doit étre correctement évaluée ptaspdce étudiée préalablement a
I'évaluation du fractionnement isotopique au codeslaphotosynthése Enfin, la tritiation
comparee des différents constituants organiquesediante ou d'un de ses organes doit faire
I'objet d’études robustes afin d’apporter des éléimele réponse sur la question d’éventuels
fractionnements isotopiques au cours des biosyeshéscondaires. Une des difficultés de
cette étude consiste alors en le maintien d’'unigiictvolumique de I'eau libre constante ou
bien contr6lée. Dans le cas contraire, les syngheseondaires réalisées avec une eau moins
tritiee (ou plus tritiée) ne permettraient pas wmpréter une dilution (ou une concentration)

du TOLne au cours des syntheses secondaires.

3. Intégration du tritium par les

animaux

Comme pour les végétaux, les mécanismes en jeesegrands principes qui régissent
I'incorporation du tritium par les animaux ont étaités dans la bibliographie (Partie 1.4.1).
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3 - Intégration du tritium par les animaux

Notre étude a permis de mettre en évidence deBorddaétroites et assez fines entre les
activités tritium de I'eau d’abreuvement, de I'aimation et des principales fractions du lait.

3.1.L'eau libre et le TOLe

Comme nous l'avons vu dans la Partie 5.3.3.TH&/T des vaches, dont I'eau libre du lait
est représentative (Pinson et Langham, 1957), teeggssentiellement de 4 apports : I'eau
d’'abreuvement, l'eau des aliments, I'eau résul@mtmétabolisme et, dans une moindre
mesure, I'eau inspirée. Les contributions de ce®ids d’apports a l'activité volumique de
I'eau libre sont tres variables. Outre les diffées d’activités entre elles, leur importance
relative dans les apports nécessaires varient régateentre exploitations et au cours du
temps. La conduite des cheptels, notamment payigasition de I'alimentation et sa teneur
en eau, est un facteur qui induit des variationssibées entre exploitations mais est
relativement stable sur I'année au sein de chaalmecelles étudiées. Les conditions
climatiques sont également susceptibles d’indug® odifications sensibles : I'élévation de
la température, avec une ration alimentaire stablguantité et en composition, induit un plus

grand besoin d’abreuvement. Ces variations sonuita’e plus difficiles a observer en

conditions environnementales qu’elles sont treglesp

Les relations que nous avons mises en évidenceradare étude sur les différents cheptels
montrent qu'il 'y pas de variation sensible eritagetivité volumique de I'eau ingérée (lors
de I'abreuvement et de l'alimentation) etTEWT des cheptels. La relation (26) et le R?

associé (> 0,95) laissent peu de place au doute.

La mise en équilibre isotopique diDLe avec les autres hydrogenes labiles de la matrice
étudiée est régie exactement par les mémes méamidans les animaux que dans les
végétaux. Les conclusions sur les constantes dsféra entreTFWT et TOLe sont donc les
mémes : il N’y a pas de discrimination isotopiqpparente mais dasnétiquesde mise en
équilibre qui different entre les molécules orgameis| simples et les macromolécules aux
conformations les plus complexes dans lesquellésoore «’hydrogene enfoui ».

199



Partie 6 - Circulation du tritium dans un écosystem

La validation définitive de ce constat se heurtpecelant a un obstacle méthodologique :
comment vérifier I'absence de discrimination isagqoe entreTFWT et TOLne alors que
I'extraction d’eau préalable a la mesure TOLt et duTOLne induit une discrimination
isotopique ? Si des rapports isotopiques différagttient observés entre l'eau libre et
I'hnydrogene échangeable, comment faire la parteetiegffet de I'extraction d’eau et

I’équilibre initial au sein de la matrice ?

3.2.Le TOLne dans le lait

Dans la Partie 5.5, des relations ont pu étre iéwleintre les aliments et T&WT (comme
résultante des différents apports d’eau comme s d& section précédente). Nous allons

analyser ces résultats sous I'angle du transfeftitilum entre compartiments.

Les relations qui lient les rapports isotopiquedal&action non-échangeable denfatiere
grasse(28), descaséineq31) et de la matiere seche du sérum acide (82ua des aliments

et de l'eau libre du lait sont difficlement inteégpables en termes de discrimination
isotopique. En effet, si on considéere chacun deficeamts déterminés pour associer les
TFWT et Tne/Hne des aliments a celui de chacune desofmacorganiques du lait comme
étant des contributions relatives, on peut considgu’il y a un appauvrissement isotopique
au cours des meétabolismes qui conduisent a laagmattles constituants organiques du lait, la

somme de ces coefficients étant généralement éuifieria 1.

Cependant, |eTFWT et le TOLne des aliments présentent des rapports isotopiques
proportionnels, celui dTOLne des aliments étant, en moyenne, deux fois celufFMyT

(R2 = 0,9008). Il est donc difficile de déterminles contributions respectives des deux
sources d’hydrogéne aussi nettement que les R2relations le laissent penser. Les
spécificités du métabolisme de la digestion chezileninants rendent en effet ces relations
complexes puisque peu de nutriments ingérés satrlads sans subir des transformations
importantes (voir la Partie 5.3.3.2.2). Cette sifigation extréme des molécules entre
I'ingestion et le métabolisme propre a la vachea(é lactation pour ce qui concerne notre

étude) multiplie les contributions possibles dealiea lhydrogénation des molécules
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3 - Intégration du tritium par les animaux

organiques lors des réactions de synthéses. C&darted’ailleurs bien dans les différentes

relations établies.

Des études complémentaires sont nécessaires ptmmdeer s’il y a, a proprement parler,
des mécanismes induisant des discriminations igpiep entre l'ingestion des aliments et
I'abreuvement d’'une part et la synthése du laiutta part. Il sera nécessaire pour cela de
mieux maitriser la composition du bol alimentaitd'&ctivité tritium de ses nutriments, de
suivre les activités volumiques des métabolitegrmédiaires synthétisés dans le rumen
(protéines bactériennes et AGV par exemple) et dsuner I'activité tritium des précurseurs

des composants du lait.

Les différences observées dans les rapports isptepi Tne/Hne entre les principaux
composants organiques du lait, notamment le faie d@ matiére grasse présente

systématiquement un rapport isotopique inférieaelai descaséinesou de la matiére séche
du sérum acide (voir l&igure 5-16 et la Figure 5-17) ne doivent pas forcément étre
interprétées comme une discrimination isotopiquegatiée plus marquée (ou une
discrimination isotopique positive moins marquéeumpla matiére grasseque pour les

caséineset la matiére séche du sérum acide. Elles peuvgaler@éent étre le signe de
contributions différentes de I'hydrogéne apporté lea aliments et par I'eau libre entre les
différentes fractions. Cela est rendu tres perblptians le suivi de I'exploitation de Larcon
d’avril a juillet 2013 Figure 5-21) ou il apparait évident que des variations métgheb

(quelle gu’en soit l'origine ou la cause) sont |dibles de complétement modifier ces
équilibres et les contributions respectives desodppd’hydrogene a I'hydrogene non-

échangeable des molécules sécrétées.

Cela étant dit, dans une situation telle que cdis exploitations voisines de Valduc
(exposition chronique de I'ensemble de I'exploitation), onenque le rapport isotopique des
différents composants organiques du lait est sysigoement compris entre ceux de I'eau
libre et de la matiére seche des aliments. Si goenie pas conclure sur la présence ou non de
discrimination isotopique dans les métabolismessauligne I'importance des mécanismes

de dilution.
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Compte tenu de la diversité des sources d’hydrogemg un organisme donné (ou un

systéme donné) et la dilution des sources d’hydre@ix rapports isotopiques les plus élevés
par les autres contributions, les éventuels effietsdiscrimination isotopique ne sont pas
perceptibles. En ce qui concerne la circulationrdekcules organiques tritiées le long d’'une
chaine alimentaire, le suivi de ruminants est pguésentatif de I'ensemble des animaux tant
leur systeme digestif est original : la simplificat systématique des nutriments et la
réduction du nombre de molécules disponibles pounétabolisme de la flore bactérienne du
rumen réduisent les contrastes lies aux differerdmsnature : il n'y pas de nutriment

essentiel, tout est synthétisé par les bactéries.
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Comme cela a été évoqué a plusieurs reprises gamsguscrit, I'eau est omniprésente dans
I'environnement, I'hydrogéne est tres mobile daasnatiere vivante et sesnétiques
d’échange, de transfert ou d’incorporation sons tvariables (touisotope confondu) en
fonction des molécules chimiques qui le contiennene grande rigueur dans I'établissement
et le suivi des méthodes analytigues mais égaledwrd la représentation de I'objet d’étude

est donc indispensable pour pouvoir comparer dasdgiurs effectivement comparables.

Dans les travaux préalables a I'étude environneat@nious avons montré que les méthodes
et les outils employés lors du traitement de I'éthlan avant la mesure de I'activité tritium
de ses différentes fractions étaient susceptibledudre des biais sensibles dans les résultats
obtenus. Nous avons mis en évidence des phénordergiscrimination isotopique au cours
de la distillation du lait sous pression réduita.donne représentation de ces phénomenes par
le modéle a deux composantes que nous avons étaldi conception déja établie de la
coexistence dans le lait de deux fractions d’eamdl dite « libre », l'autre dite « liée ») nous
a conduit a considérer les propriétés physiquesdifferentes entre I'eau liée et I'eau libre.
Ces différences seraient a I'origine notammentadéidcrimination isotopique originale qui a
été mise en évidence lors de nos expériences. elwa hypothése, I'eau liée a d'autres
molécules trés hydrophiles devrait présenter égadéndes constantes de fractionnement
isotopique sensiblement plus élevées que celléeda pure. Ce phénomene peut induire une
sous-estimation de la fraction du tritium dans Webune matrice et la surestimation de sa
fraction organique, notamment non-échangeable. ib@emsion de ces biais induit une
conségquence cependant faible (quelques pourcearis)lés évaluations d’'impacts.

Sur la base d’'une revue critique de la littératefative au tritium dans I'environnement, nous
avons également montré I'importance de caractécisgectement les compartiments étudiés
pour permettre une comparaison pertinente des regigotopiques entre eux. Il a notamment
été mis en évidence que la dilution isotopique g&néar le ringage diiOLe doit étre
corrigée par la fraction d’hydrogene non-échangegblr bien mesurer le rapport isotopique
Tne/Hne et ainsi pouvoir comparer celui-ci entréédénts compartiments. Cette correction
est de I'ordre de 1,05 a 1,50 RAS (relative specific activityu activité volumique relative)

selon les matrices considérées.
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L’étude environnementale a été établie afin d’amgales éléments de réponse a différentes

guestions.

- Quels sont les facteurs qui influencent la circuléon du tritium dans un

écosysteme continental ?

L’eau tritiée étant la principale forme d’émissianValduc et étant la forme akydation
finale de la plupart des métabolismes, c’est lamBomajeure du tritium dans I'environnement
immédiat de Valduc. La grande mobilité de I'eadeetait qu’elle participe a la plupart des
réactions biochimiques, comme solvant ou réactifsyduisent a ce que l'eau tritiee soit
également le principal vecteur du tritium dans ietdpe et les chaines alimentaires. Le
tritium sous forme organique non-échangeable @reia la prédation. Une fois sortie de la
chaine trophique (sous forme de feces ou dans riees), loxydation de la matiere
organique tritice en HTO par letritivores est certainement la voie préférentielle vers sa

remobilisation par |®iosphere

Quelles sont les constantes qui régissent les tedarts entre compartiments ?

Dans la Partie 6, nous avons montré que la multi@lides flux d’hydrogéne dans la
biosphére et notamment le renouvellement rapidéeda des organismes, a toutes les étapes
de leur vie, induisent un nivellement important desivités par une dilution rapide des
compartiments aux activités les plus élevées pmraldres sources d’hydrogéne. Tous les
écosystemes étant en permanence traversées pfuxdd®au, ceux-ci seront généralement

les principaux vecteurs de dilution.

Compte tenu des particularités de la digestiorvdebles, ces mécanismes de dilution ne nous
ont pas permis de mettre en évidence de constdatdsscrimination isotopique propres aux

transferts le long de leur chaine alimentaire.

La tritiation dans un systéme donné est-elle homoge ou existe-t-il des variations
sensibles des rapports isotopiques ?
La comparaison du rapport isotopique Tne/Hne deémdifftes composantes d’organes
végétaux et du lait ont permis de mettre en évidane celui-ci n’est pas constant au sein
d’'une matrice selon la forme chimique que I'on édése. Pour le lait, les résultats sont

suffisamment nombreux pour que cette conclusioh diuste. Pour les végétaux, notre
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travail, qui n’était sur ce point qu'exploratoirey’est pas conclusif. Des études
complémentaires sont donc nécessaires pour vétdmrobservations qui ont été faites,
notamment I'existence ponctuelle a Moloy d’un factg entre les Tne/Hne de I'amidon et du

gluten d’épis de blé.

L’observation de ces variations dans les rappsdtopiques, que ce soit dans le lait ou les
végeétaux, est la preuve que des phénomenes dardisiion isotopique sont a l'origine de
variations sensibles des rapports isotopiques artsaes réactions métaboliques successives.
En revanche, la disparité des résultats observés @afittérature et dans nos résultats
indiquent que les phénomenes conduisant a cestivagade Tne/Hne ne sont pas tous
orientés systématiquement vers I'enrichissemertappauvrissement en tritium et n'ont pas
la méme intensité. Les variations importantes depaod isotopique Tne/Hne dans les 3
fractions organiques du lait étudiées au coursuilti de I'exploitation de Largon mettent en
évidence que des parameétres physiologiques sonteptilles de faire varier les
métabolismes, permettant ainsi de passer de IlEasement apparent a I'appauvrissement

apparent en tritium d’'une méme fraction.

Est-ce que la tritiation des maillons d'une chainealimentaire exposée

chroniquement est constante ou varie-t-elle le longdes niveaux trophiques ?

La chaine alimentaire suivie n'a pas permis d’afgrarne réponse définitive a cette question.
Du fait que l'activité des microorganismes du rungcenduit & une homogénéisation presque
complete des nutriments absorbés avant de syrghé&is nutriments nécessaires aux vaches
presquede novg la vache n'est en pratique pas dépendante demeumtis essentiels (hormis
'eau). Il est donc fort improbable que son alinagioin puisse conduire a la rétention
préférentielle de tel ou tel nutriment ingéré. Evareche, il est tout a fait envisageable que les
réactions de synthése des bactéries ou de la actisent a des molécules plus ou moins
tritites que la moyenne. A I'échelle a laquelle :i@wons étudié les laits (en séparant eau,
matiere grasse caséines lactose et protéines sérique}, nous n'avons pas pu démontrer

I'existence de différences significatives et contda entre ces fractions.
En conclusion, nous retiendrons donc 3 points essent

» |l existe des situations de discrimination isoto@glu tritium par rapport a I'hydrogéne

(changement de phase de I'eau, synthése de matgaerique végétale et animale).
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* Les discriminations que nous avons observées smibles en fonction des transferts

entre compartiments et de parametres physiologiques

e L’ampleur des discriminations que nous avons olgseEnn’est pas de nature a modifier

I’évaluation des effets sanitaires du tritium, dit hotamment des dilutions isotopiques.

L’étude que nous avons menée a permis de mettievidence des questions encore sans

réponse concernant la circulation du tritium da@svironnement.

Tout d’abord, les mécanismes de discrimination @qgiee lors de I'extraction d’eau d’une
matrice nécessitent des compléments d’étude poupEndre les origines physiques de nos
observations. La meilleure compréhension de cesamigoes permettra également de
s’'assurer que ce phénomeéne n'est pas a loriginebidiss dans la mesure du tritium
organiquement lié totalTOLt) ou du tritium organiquement lié non-échangeabi®l(ne)

par la mise en équilibre des hydrogénes échangedbléa matiére séche avec les dernieres
fractions d’eau enrichie en tritium. Selon nos l&ss, I'importance de ce phénoméne devrait
augmenter avec la force de liaison entre la matieesidérée et I'eau.

Les mécanismes a l'origine de la forte corrélatemre eau atmosphérique et matiere
organique élaborée par [@hotosynthése en contradiction apparente avec la conception
classique des flux d’eau dans les végétaux, ederdégat un sujet qu'il serait souhaitable

d’approfondir. L’étude de la tritiation des moléesilorganiques constituant les végétaux, en
particulier celles qui entrent dans notre alimaatatet que nous sommes susceptibles
d’assimiler, permettra d’augmenter la précisionl’dealuation de la circulation du tritium

dans la chaine alimentaire de 'Homme.

b

Si le lait de vache est un objet détude tout a fatéressant pour les questions
d’écotoxicologieet deradioécologie il s’avére qu’il n’y a pas d’enrichissement eitium en

passant de la ration alimentaire de l'animal au. I#i semble exister une certaine
discrimination isotopique selon les composants alti rhais celle-ci peut évoluer dans le

temps, en particulier lors des changements denatio
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Le métabolisme spécifique des ruminants ne peraedobtenir des réponses extrapolables
a d’autres animaux concernant le tritium. L'étude d'autres consommateurs primaires
compléterait donc bien nos résultats. Enfin, la epren compte des consommateurs
secondaires (au régime carnivore au moins papetnettrait de compléter les connaissances
sur la circulation du tritium dans les chaines higpes. Comme pour les végétaux,
'augmentation de la précision dans I'étude deita@ation des molécules apparait nécessaire

pour une compléte compréhension des mécanismesien |
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Glossaire

Abiotigue*

Désigne un facteur écologique, un phénoméne ou un processus de nature physicochimique,
donc indépendant des étres vivants, ou qui est entierement contrdlé par des paramétres non
biologiques.

Acides aminés (ou aminoacides)

Composés organiques possédant a la fois un groupe carboxyle (-COOH) et un groupe amine
(-NH,) dont le réle biochimique est essentiel : ils sont les constituants élémentaires des
protéines qu’ils forment par polymérisation via I'établissement de liaisons peptidiques :
R-CO-NH-R’, R et R’ représentant des chaines latérales distinctes.

Acides fulvigues et humiques*

Acides organiques provenant de la décomposition bactérienne des matiéres végétales mortes
(cellulose, lignine) qui se forment au cours du processus d’humification.

Acide glutamigue/glutamine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CsHgNO,.

Acide palmitigue

Acide gras saturé de formule brute C.¢H3,0,. Il est parmi les plus répandus des acides gras
chez les animaux et les végétaux.

Acide stéarique

Acide gras saturé de formule brute C;gH350,. Il est parmi les plus répandus des acides gras
chez les animaux et les végétaux (derriére I'acide palmitique).

ADN (Acide désoxyribonucléique)

Molécule organique présente dans toutes les cellules vivantes qui renferme I'ensemble des
informations nécessaires au développement et au fonctionnement d’'un organisme. Sa structure
standard est celle d’'une double hélice droite composée de deux brins complémentaires,
chacun composé d’'un enchainement de nucléotides.

Activité

Terme qui désigne le nombre de désintégrations qui se produisent dans une matiére
radioactive par unité de temps. L'unité légale est le becquerel (Bg) qui correspond a une
désintégration par seconde. Le curie (Ci) est l'ancienne unité (1 Ci = 37 milliards de
désintégrations par seconde = 37 GBQ).

1 gramme de tritium contient environ 2 10* atomes et a une activité de 3,6 10" Bq.

* Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopgde de I'Ecologie et des Sciences de I'Environnémen
F. Ramade, Ediscience International, Paris, 192318
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Activité de I'eau (Aw pour activity water)

Grandeur représentant la pression de vapeur d’eau d'un produit humide divisée par la pression
de vapeur saturante a la méme température. Elle traduit les interactions de I'eau avec la
matrice de I'aliment. Elle constitue ainsi un des facteurs influencant la conservation d’'un aliment
ou d'un produit pharmaceutique : plus la quantité d’'eau disponible est élevée, plus I'Aw est
proche de 1 et plus les micro-organismes pourront se développer.

Advection*

Phénomeéene de transport aérien ou aquatique qui implique des échanges horizontaux entre
masses d’air ou d'eau. Il s'agit donc d’'un cas particulier de la convection qui joue un rdle
important dans la dispersion des polluants.

Aérosol

Un aérosol est un ensemble de particules, solides ou liquides, d'une substance chimique
donnée en suspension dans un milieu gazeux.

AGV (acides gras volatils)

Produits finaux de la digestion des fibres végétales par les microorganismes du rumen des
vaches. lls sont principalement constitués d’acide acétique (95 %), de I'acide propionique et de
I'acide butyrique.

AIEA (Agence Internationale de 'Energie Atomique - acronyme anglais : IAEA)*

Cette agence, dont le siége est basé a Vienne, a non seulement pour objet de contréler
I'application des traités de non-prolifération des armes nucléaires, mais aussi de favoriser le
développement des usages pacifiques de I'’énergie atomique, en particulier d’apporter un
soutien technique pour le contrble de la sreté des installation nucléaires civiles.

Alanine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est C3H7NO2.

Aliphatigue

Adjectif décrivant un composé organique cyclique ou acyclique, linéaire ou branché, saturé ou
insaturé, a I'exclusion des composés aromatiques.

Anabolisme*

Processus par lesquels s’effectuent I'assimilation des nutriments et la synthése des molécules
biogéniques dans un organisme.

Atome

Constituant de base des éléments chimiques formant la matiére. Sa structure est représentée
par un noyau constitué de particules électriquement positives et neutres (protons et neutrons)
autour duquel gravitent des particules électriquement négatives (électrons).

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
F. Ramade, Ediscience International, Paris, 192318
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Autotrophe

Se dit d’'un organisme capable de subvenir a ses besoins métaboliques a partir de sources de
matiéres nutritives exclusivement minérales et en employant comme source d’énergie, soit le
rayonnement solaire, ce qui est le cas écologiguement dominant dans la biosphére actuelle
(photosyntheése), soit certains composés minéraux par des processus d'oxydation
(chimiosynthese).

Aw
Voir Activité de I'eau.

Barbotage
Méthode de prélevement du tritium dans lair consistant en le prélevement de lair
atmosphérique a débit constant puis a la diffusion de I'air prélevé dans une eau de référence
qui se chargera en eau tritiée par affinité chimique.

Becquerel (Bq)
Unité de mesure, Iégale et internationale, utilisée pour la radioactivité. Le Becquerel (Bq) est
égal a une désintégration d’un noyau radioactif par seconde.

Biopolymére
Polymeéres produits par des étres vivants. L’ADN, les protéines, la cellulose et I'amidon en sont
quelques exemples.

Biosphére*
Région de la planéte qui renferme I'ensemble des étre vivants et dans laquelle la vie est
possible en permanence.

Biotique*

Qui est propre a la vie.

C3, C4 (Plantes en)*

On distingue deux types de photosynthése dits en C3 ou en C4 chez les plantes supérieures
selon gu'il existe, dans le cycle de Calvin, une phase de photorespiration induite par une
enzyme (le Rubisco ou ribulose biphosphate carboxylase) (plantes en C3) ou que cette
derniére fasse défaut (plantes en C4). Les termes C3 et C4 font référence a un des sucres
intermédiaires dans le cycle de Calvin de chacun de ces types, selon qu’il posséde une chaine
a trois atomes de carbones ou a 4 atomes de carbone (absente chez les plantes en C3).

Caséines

Complexes organiques constitués de protéines sous forme d'une chaine lache et emmélée qui
fixe par des liaisons chimiques du phosphore et du calcium (Figure 5-9). Les caséines sont
organisées en micelles, particules sphériques constituées également de quelques fragments
peptidiques et de composés salins (calcium et phosphate). Les caséines ont un faible niveau

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgqde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
F. Ramade, Ediscience International, Paris, 192318
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d’organisation secondaire, essentiellement en hélices a et en feuillets 8. Elles précipitent & un
pH de 4,6 (Snappe et al., 2007).

Catabolisme

Processus physiologiques se traduisant par la dégradation des métabolites.

Catalyse

Phénomene de modification notable de la vitesse d'une réaction chimique par I'action d'une
substance, appelée catalyseur.

Catalyseur

Substance par l'action de laquelle se produit la catalyse. Par définition, cette substance n’est
pas consommée et est restituée a la fin de la réaction. Il n’apparait donc pas dans le bilan de la
réaction, ni dans son équation.

Catalytigue
Se dit de ce qui est de la catalyse ou par un catalyseur.

Chambre sous-stomatique

Espace intercellulaire localisé dans le mésophylle dans lequel débouche le stomate.

Cinétigue
Etude de la vitesse des réactions chimiques.

CIPR (Commission Internationale de Protection Radio logique — acronyme anglais ICRP)*

Organisation ayant pour objet la protection des diverses populations contre les rayonnements
ionisants. Elle a défini des normes de radioprotection qui concernent a la fois les populations
dans leur ensemble et les personnes exposées par leurs activités professionnelles a une
irradiation.

Coalescence

Phénomene par lequel deux substances identiques mais dispersées ont tendance a se réunir.

Cosses

Enveloppe de la graine dans la famille des Légumineuses.

Cultivars

Terme agronomique utilisé pour désignée une variété sélectionnée de plante cultivée.

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
F. Ramade, Ediscience International, Paris, 192318
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Curie (Ci)

Ancienne unité de mesure de la radioactivité, remplacée par le Becquerel (BQ).
1Ci=3,7.10" Bq

Cystéine
Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est C3H;NO,S.

Décroissance radioactive

L'activité d'un échantillon radioactif diminue avec le temps du fait de la disparition progressive
des noyaux instables qu'il contient. La désintégration radioactive d’'un noyau donné est un
phénoméne aléatoire. On peut cependant donner pour chaque isotope radioactif une période
radioactive ou demi-vie qui est le temps au bout duquel la moitié des atomes radioactifs
initialement présents a disparu par transformation spontanée.

Demi-vie

Temps mis par une substance pour perdre la moiti€ de son activité, qu'elle soit
pharmacologique, physiologique ou radioactive. La demi-vie biologique d’'un composé radioactif
est le temps mis pour que I'organisme considéré perde la moitié de I'activité radioactive initiale.

Désintégration (radioactive)

Réduction progressive du nombre d’atomes instables (radionucléides ) d'une substance
causée par la désintégration spontanée des noyaux ou leur transformation en atomes
différents, accompagnée de I'émission de particules et/ou de photons.

Détritivore

Catégorie d’étre vivants qui se nourrissent de détritus d'origine végétale ou animale constituant
la matiére organique morte. Les détritivores se rencontrent dans tous les biotopes terrestres ou
aquatiques.

Discrimination isotopique

Voir fractionnement isotopique.

Eau libre

En chimie, eau non liée, non retenue par les molécules ou particules hydrophiles. Par
extrapolation, dans ce mémoire, comme dans la littérature sur le tritium, cette expression
désigne I'eau qui peut étre extraite d’'une matrice par un procédé (distillation ou lyophilisation)
sans altération de la matiere organique.

EBR (Efficacité Biologigue Relative)

Mesure qui permet de comparer I'effet biologique de deux rayonnements. Pour la caractériser,
on prend une référence : le rayonnement X pour un transfert linéique (TLE) de 3 keV/um.

Echange labile

Processus par lequel I'nydrogéne lié & des atomes de soufre, d'oxygene ou d’'azote par des
liaisons covalentes se met en équilibre isotopique avec les autres hydrogénes labiles ou
échangeables de I'environnement proche.
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Ecosystéme

Unité écologique de base en laquelle peuvent se réduire les systemes écologiques plus
complexes. La notion d’écosystéme est un concept clef en écologie. Elle concerne en effet
I'unité structurale et fonctionnelle en laquelle on peut subdiviser la biosphére toute entiere, et a
fortiori les ensembles hétérogenes d'un degré de complexité inférieur qu’elle renferme :
« régions », « biomes » ou « paysages » par exemple.

Ecotoxicologie*

Discipline dont l'objet est I'étude des polluants dans les écosystémes. L’écotoxicologie
comporte un aspect descriptif qui consiste en I'analyse de la circulation des polluants entre les
biotopes et les communautés vivantes.

Electrolyse
Méthode qui permet de réaliser des réactions chimiques grace a une activation électrique.

Emissaire

Emissaire est utilisé dans ce mémoire pour désigner un point émettant dans I'atmosphére
I'ensemble des émissions triti€ées d’une installation.

Enrubannage

Procédé de stockage de fourrages en balles cylindriques, enroulées dans un ruban de matiére
plastique. Par extension, ce terme désigne également le fourrage stocké par cette méthode.

Ensilage

Procédé de conservation de végétaux frais utilisant la fermentation lactique et consistant a les
placer dans un silo ou a les mettre en tas et a les presser apres les avoir hachés. Par
extension, ce terme s’emploie également au produit de cette méthode qui est destiné a
l'alimentation du bétail.

Evapotranspiration*

Phénomene d’évaporation de I'eau par les végétaux terrestres par lequel la séve circule dans
les plantes vasculaires. En un lieu donné, si P représente les précipitations annuelles et ET,
I'évapotranspiration, I'eau disponible E4 sera liée par la relation :

Eq=P—ET,

Exposition (ou irradiation) externe ou interne

L'exposition (ou irradiation) externe ou interne résulte de sources de rayonnements situées
respectivement a I'extérieur ou a l'intérieur de I'organisme suite a l'ingestion ou l'inhalation de
ces produits.

Exposition aigie

Exposition de courte durée : de quelques secondes a quelques jours.

Exposition chronique

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
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Exposition persistante, continue ou discontinue, se produisant sur une longue période (ayant
lieu sur une période comprise entre plusieurs années a la vie entiére).

Feuillet B

Un des principaux types de structure secondaire en accordéon d’une chaine polypeptidique,
chaque segment de la chaine constitutif de ce feuillet étant orienté en sens opposé a celui des
segments adjacents. La structure est rendue rigide par des liaisons hydrogéne entre les
segments voisins. Les feuillets sont présents dans la plupart des protéines globulaires.

Formes isomériques

Formes d’'un composé chimique ayant la méme formule brute mais des formules développées
différentes.

Fractionnement isotopique

Modification, naturelle ou artificielle, du rapport isotopique d'un élément au cours du temps ou
de processus.

Gray (Gy)

Unité de radiobiologie du systéme international permettant de mesurer la quantité de
rayonnements absorbés — ou dose absorbée — par un organisme ou un objet exposé aux
rayonnements.

1 Gray = 1 Joule par kilogramme de matiére irradiée.

Hélice a

Un des principaux types de structure secondaires constituant la structure générale des
protéines. Elle est formée par I'enroulement régulier d’'une chaine polypeptidique sur elle-
méme. La stabilité de cette structure est due a deux facteurs: la présence de liaisons
hydrogéne paralléles a I'axe de I'hélice entre CO et NH de la liaison peptidique des résidus n et
n+4, et au fait que les radicaux sont orientés vers I'extérieur, ce qui minimise les génes
stériques.

Hétéroatome

Atome d’'un élément autre que le carbone ou I'hydrogéne dans un composeé organique.

Histidine

HTO

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgHgN3O».
C’est un acide aminé essentiel pour I'hnomme.

Formule de I'eau tritiée, dans laquelle un atome de tritium a remplacé un atome de protium.

Hydrogénation

Fixation d’hydrogéne sur un corps simple ou composé.
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Hydrogéne enfoui/tritium enfoui

Terme désignant des atomes d’hydrogéne (ou de tritium) liés a des biomolécules par des
hétéroatomes et qui devraient donc étre aptes a se mettre en équilibre isotopique avec les
autres hydrogene labiles. Cepedant, du fait de 'encombrement stérique ou de la conformation
moléculaire, cet échange n’est pas possible.

Hydrolyse
Décomposition d’une substance par I'eau grace a I'action des ions H;O" et HO'.

Hydrophobe
Se dit d’'un composé qui repousse I'eau ou qui est repoussé par I'eau.

IAEA
Voir AIEA.

ICRP
Voir CIPR.

Inflorescence

Disposition des fleurs sur la tige d’une plante.

Insaponifiable

Se dit d’'une matiére liposoluble qui ne s’hydrolyse pas sous I'influence des alcalins, des acides
ou des enzymes.

lonisation

Processus au terme duquel un atome ou une molécule neutre devient porteur d’'une charge
électrique positive ou négative.

Isomére

Se dit de deux composés chimiques formés d’éléments dans les mémes proportions, mais
présentant des propriétés différentes. Des composés sont isomeéres s'ils ont la méme formule
brute mais des formulés développées différentes.

Isomérique
Relatif aux isomeres.

Isotope
Ce mot vient du grec signifiant “ placé au méme endroit ".

Le mot isotope qualifie donc des atomes “ placés au méme endroit ” dans la classification des
éléments chimiques. Ces atomes ont le méme nombre de protons (particules du noyau a
charge électrique positive) donc le méme numéro atomigque mais une masse atomique
différente. La plupart des quelques 100 éléments que distingue la classification, et constituent
toute la matiére de I'univers, possedent plusieurs isotopes ; I'uranium 235 et I'uranium 238 par
exemple sont les deux principaux isotopes présents dans 'uranium naturel. Le comportement
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chimique ne différe pas entre des isotopes qui ne peuvent étre distingués entre eux que par de
Iégeéres différences dans leurs propriétés physiques.

ITER (International Thermonuclear Experimental Reac __ tor)

Projet international (association de 34 pays) visant a démontrer la faisabilité d'un réacteur
nucléaire utilisant le principe de la fusion nucléaire. Le site d’étude est localisé a proximité du
site du CEA Cadarache.

Lactose ~

Diholoside (sucre composé de deux oses, sucres simples non hydrolysables) propre au lait des
mammiferes

Leucine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgH13NO,.
C’est un acide aminé essentiel pour I'homme.

Liaison covalente

Liaison chimique dans laquelle chacun des atomes liés met en commun un électron d'une de
ses couches externes afin de former un doublet d’électrons liant les deux atomes.

Lixiviation
Mobilisation de produits solubles par un solvant. On I'évoque notamment dans la situation

mettant en ceuvre de |'eau circulant dans un sol ou dans un autre substrat.

LMSE (Laboratoire de Métrologie et de la Surveillan _ce de I'Environnement)

Unité du Service de Protection contre les Rayonnements du CEA Valduc.

Lyophilisation
Extraction de I'eau d'un produit préalablement surgelé par sublimation.

Lysine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgH14N,O..
C’est un acide aminé essentiel pour I'homme.

Mais ensilé

Mais moissonné a maturité et broyé afin d'étre stocké dans un silo ou en tas afin que la
fermentation lactique permette sa conservation jusqu’a I'alimentation des cheptels.

Marquage

Présence en faible concentration dans un milieu naturel (eau, sol, sédiment, végétation, etc.)
d'une substance dont I'impact est négligeable ou dont la nocivité n'est pas démontrée.

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgqde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
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Matiére grasse

Composant naturel des aliments majoritairement composés de triglycérides. Les autres
composants forment l'insaponifiable.

Mésophylle

Partie interne d’'une feuille constituée de parenchyme chlorophyllien. Il est criblé de nombreux
espaces intercellulaires, les chambres sous-stomatiques, formant un réseau qui permet la
circulation des gaz et les échanges avec I'air ambiant par I'intermédiaire des stomates.

Métaboligue
Relatif au métabolisme.

Métabolisme

Phénomeéne physiologique qui contréle le flux de I'énergie et le cycle de la matiére chez un
organisme.

Métabolite*

Substance produite par le métabolisme.

Miscible

Que I'on peut méler & un autre corps pour former un tout homogéne.

Monogastrigue

Se dit d'un animal ayant une seule poche gastrique, par opposition aux ruminants, qui en ont
quatre.

Mutagénicité*

Propriété qu’ont certaines substances chimiques ou certains rayonnements d’'étre mutagenes,
c'est-a-dire susceptibles de provoquer des mutations.

NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate)

Coenzyme d’oxydoréduction principalement produite lors de la phase oxydative de la voie des
pentoses phosphate. Elle est la source principale d’électrons utilisés dans les réactions
biosynthétiques dans la cellule.

OBT (Organically Bound Tritium)
Voir TOL.

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
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Oxydation*

Réaction chimique se traduisant par la perte d'un électron par un composé donné. La
combinaison d'une substance avec I'oxygene ou encore le prélevement d’hydrogéne a un
composé en sont des exemples.

Peptide
Molécule organique constituée d’au moins deux acides aminés.

Peptidique
Relatif & un peptide.

Période radioactive

Au fur et & mesure que les atomes se désintégrent, l'activité d'une matiere radioactive diminue :
il y a décroissance radioactive. Le temps au bout duquel la moitié des atomes radioactifs
initialement présents a disparu s'appelle la période radioactive. Selon les noyaux radioactifs
concernés, cette période est trés variable, allant de quelques secondes a plusieurs milliards
d’années.

pH (potentiel hydrogéne)

Il s’agit d’'un parameétre de caractérisation d’une solution, permettant de déterminer le caractére
acide, neutre ou basique de la solution.

Phospholipides

Lipide contenant de I'acide phosphorique.

Photosynthése*

Phénomene dont I'importance écologique est capitale. La photosynthése est I'agent de la
production primaire de la biosphére et est aussi a I'origine de I'oxygéne dans I'atmosphére
terrestre. La photosynthése s’effectue chez les végétaux autotrophes a lintérieur des
chloroplastes dont certaines structures membranaires renferment les molécules de
chlorophylle. Celle-ci capte une partie de I'énergie solaire pour la transformer en énergie
biochimique au travers des réactions photosynthétiques. La réaction générale de la
photosynthése peut s’écrire :

nCO, + 2nH,X + énergie lumineuse  -ENIOrodMIey, [eH ,0)In + (N/2)X, + NH,X

ou X est 'oxygene de fagcon quasi-systématique dans la biosphere actuelle mais peut aussi étre
le soufre.

Photosynthétigue

Qui se rapporte a la photosynthése.

Photosynthétisé

Qui est produit par la photosynthése.

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgqde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
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Piézometre

DKa

Systéme qui permet d'accéder depuis la surface a lI'eau d'une nappe phréatique. Il permet d'en
relever le niveau piézométrique a l'aide d'une sonde (poids ou contacteur électrique). Le niveau
piézométrique est l'altitude ou la profondeur par rapport a la surface du sol de l'interface entre
la zone saturée et la zone non saturée dans une formation aquifére.

Indication de la constante d’acidité d'un équilibre acido-basique.

Polymére

Substance composée de molécules caractérisée par la répétition, un grand nombre de fois,
d’'un ou de plusieurs atomes ou groupes d’atomes.

Proline

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgHgN3O,.
C’est un acide aminé essentiel pour I'homme.

Protéines sériques

Protéine contenue dans le sérum.

Protium

Isotope de I'hydrogéne dont le noyau ne contient qu’'un proton (hydrogéne 1).

Radiations ionisantes/ rayonnements ionisants

On dit gu’'un rayonnement est ionisant quand il posséde I'énergie nécessaire pour arracher un
ou plusieurs électrons aux atomes ou aux molécules du milieu irradié. C'est le cas des
rayonnements aet (3, mais aussi des rayonnements électromagnétiques que sont les
rayonnements y, les rayons X et certains ultra-violets. Les lumiéres visibles ou infrarouges ne le
sont pas, ni les micro-ondes ou les ondes radio.

Radioactivité / radioactif

Propriété de certains éléments chimiques dont les noyaux se désintegrent spontanément pour
former d’autres éléments en émettant des rayonnements ionisants.

Radioécologie

Discipline de la radiobiologie qui a pour objet I'étude de I'effet des rayonnements ionisants sur
les systémes écologiques. Un domaine de la radioécologie concerne I'étude de la pollution de
I'environnement par les radionucléides produits par l'industrie nucléaire et de ses éventuelles
conséquences écologiques. On évoque la bioaccumulation et la bioamplification des
radionucléides dans les réseaux trophiques terrestres et aquatiques, en particulier ceux qui
concernent les chaines alimentaires de ’homme.

Radioélément
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Radionucléide

Se dit de tous les isotopes radioactifs d’un atome.

Radioprotection

Terme utilisé pour désigner la branche de la physique nucléaire qui concerne la protection des
personnes contre les rayonnements ionisants. Par extension, le terme « radioprotection »
regroupe I'ensemble des mesures destinées a réaliser la protection sanitaire de la population et
des travailleurs contre ces rayonnements et a assurer le respect des dispositions Iégales.

RAS (Relative Specific Activity)

Ratio entre I'activité volumique tritium de lI'eau de combustion de la matiére séche d'un
échantillon et celle d'une eau, qu'elle soit 'eau extraite de I'échantillon ou de I'eau d'un
compartiment environnemental au moment du prélévement de I'échantillon.

Rayonnement ( a, 3, Y, ou X)
Les rayonnements peuvent étre constitués :
- par des particules chargées électriquement : les rayonnements 3 (beta),
- par des particules sans charge électrique : les neutrons,
- par des photons, comme la lumiére : les rayonnements X et y (gamma),
- par des noyaux d'hélium : les rayonnements a (alpha).

RBE (Relative Biological Effectiveness)
Voir EBR.

Rémanence

Persistance d’'un état apres la disparition de sa cause.

Rincage isotopique

Etape du traitement des échantillons préalablement a la mesure du TOLne qui consiste en la
mise en contact de la matiére seche de I'échantillon avec de I'eau non-tritié, soit par diffusion
de vapeur dans la matiére seche pulvérisée, soit par mise en suspension de la matiere séche
dans de I'eau liguide pendant une période d’au moins 24 h. Une fois I'échange labile considéré
complet, on extrait 'eau de la matiére séche traitée.

Rumen

Partie antérieure de I'estomac de certains mammiféres dans laquelle s’effectue une digestion
de la cellulose grace a la présence de ciliés symbiotiques capables de I'hydrolyser.

SAR
Voir RAS.

Sérine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgHgN3O,.
C’est un acide aminé essentiel pour I'homme.
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Serum

Partie liquide d'un fluide biologique (sang, lait) débarrassée des éléments (substances, cellules
ou organites) en suspension.

Siligue
Fruit déhiscent, typique des cruciferes, formé de deux valves allongées abritant une membrane
médiane qui porte des graines sur les bords.

Solution aqueuse

Phase liquide contenant plusieurs espéces chimiques, dont une ultramajoritaire, I'eau qui est le
solvant, et d’autres ultraminoritaires, les solutés ou espéces chimiques dissoutes.

Spéciation
La spéciation chimique d'un élément est la distinction entre les différentes formes de liaisons
possibles de cet élément dans un environnement donné.

Spectrometrie de masse

Technique physique d’analyse permettant de détecter et d’identifier des molécules d'intérét par
mesure de leur masse et de caractériser leur structure chimique. Son principe réside dans la
séparation en phase gazeuse de molécules chargées en fonction de leur rapport
masse/charge.

Stomate

Organe végétal s’ouvrant a la face inférieure des feuilles permettant les échanges gazeux de
ces derniéres avec l'air.

Sublimation

Passage d’'un corps de I'état solide a I'état gazeux.

TEL (Transport d’Energie Linéigue)

Quantité qui décrit I'énergie transférée par une particule ionisante traversant la matiére par
unité de distance. Il varie selon la nature et I'énergie du rayonnement ionisant.

TEWT (Tissue Free Water Tritium)

Tritium présent dans une matrice biologique sous forme d’eau triti€e, qu’elle soit libre ou liée.

Thymidine
Désoxyribonucléoside spécifique a I’ADN.

" Définitions extraites du Dictionnaire Encyclopésgde I'Ecologie et des Sciences de I'Environnement
F. Ramade, Ediscience International, Paris, 192318
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Thymine

Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgHgN3O,.
C’est un acide aminé essentiel pour I'homme.

Im/_HE

Rapport isotopique entre le tritium et I'hydrogéne de la fraction non-échangeable d'une matrice
biologique.

TOL (Tritium Organiquement Lié)

Fraction de tritium d'une matrice biologique présente dans la matiére seche, liée par liaison
covalente aux molécules organiques.

Tourteau

Résidu solide riche en protéines, obtenu lors du traitement des graines et des fruits oléagineux
en vue de 'extraction d’huile. Il est trés utilisé dans I'alimentation du bétail.

Transfert d’énergie linéique
Voir TEL.

Transmutation

Transformation d’'un noyau atomique en un autre.

Tricarbotrimétre

Appareil utilisé pour mesurer I'activité volumique d’'un échantillon par scintillation liquide.

TWT
Voir TFWT.

Tyrosine
Un des 20 acides-a-aminés naturels constituant les protéines. Sa formule brute est CgH;;NOs.

Ubiquiste
Qui est capable d’'ubiquité.

Ubiquité
Fait de pouvoir étre présent partout.

Uridine

Nucléoside spécifique a I'ARN.
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Vaisseaux lymphatiques

Structure valvulée a parois minces qui transporte la lymphe, liquide biologique de composition
analogue au plasma sanguin, dont elle n’est qu’un filtrat. Elle contient des globules blancs,
notamment des lymphocytes.
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Résumeé

Le tritium est l'isotope radioactif de I'hydrogenk.est capable d’'intégrer la plupart des molécules
biologiques. Bien que sa radiotoxicité soit faidies effets du tritium seraient augmentés s'iltétai
capable de se concentrer dans des compartimetitgies du vivant. Afin de mieux comprendre la
circulation du tritium dans I'environnement et meten évidence les constantes de transfert entre
compartiments, nous avons étudié la tritiation défémntes matrices agricoles exposées
chroniquement a du tritium. La premiére étape dieendémarche est la validation des techniques
mises en ceuvre dans la préparation des échantillmus avons démontré la possibilité de stocker des
échantillons environnementaux a Valduc et avonsemiévidence différents biais liés a I'extractien d
I'eau. Des solutions ont été proposées. Une hypetleét formulée sur I'origine physique du facteur
de séparation isotopique original que nous avomssemiévidence lors de I'extraction de I'eau du lait
Dans I'étude environnementale, les mesures faitesles végétaux confirment l'importance de
I'exposition atmosphérique dans la tritiation delante. L'absence de différence liée a I'espéges da
la tritiation de la matiére séche a été démontrédiversité des résultats obtenus sur la trittaties
différentes fractions de matrices végétales engmuntala poursuite de cette voie de recherche. Nous
avons compare la tritiation des principales fradibydrogénées du lait, d'abord entre elles puisen
échantillons afin de mettre en évidence les fastaurorigine des différences observées. Nous avons
ainsi montré la trés grande corrélation entre I'dabreuvement et I'eau libre du lait ainsi qu’enlies
activités tritium de la matiere séche du bol alita@ge et des fractions organiques du lait. Nousavo
également mis en évidence lI'importance des parasmétiétaboliques dans I'excrétion du tritium dans
le lait. La synthese de ces résultats montre l'igpee des effets de la dilution de I'hydrogénesdan
les compartiments considérés devant les mécanidmesscrimination isotopique, y compris au sein
d’'une chaine alimentaire exposée chroniguementstamgnsemble.

Mots clés :tritium, environnement, tritium organiqguement linsfert, discrimination isotopique

Abstract

Tritium is the radioactive isotope of hydrogencadn be integrated in most of the biological molesul
Even if its radiotoxicity is weak, effects of ttith could be increased if it can concentrate in some
critical compartments of beings. In order to betterderstand the tritium circulation in the
environment and highlight constants of transfemeen compartments, we have studied the tritiation
of different agricultural matrices chronically exgeal to tritium. The first step of our study is the
validation of the different techniques used to prepour sample. We have also demonstrated that it
was possible to store environmental samples invilduc centre and have underlined some biases
due to the extraction of free water. Some waysrgirovements are proposed. A hypothesis has also
been formulated on the origin of an original isdtofpactionation effect during the extraction otth
free water of milk. In the environmental study, 8pecific activities measured on plants confirm the
importance of the atmospheric exposure on thediation. No difference in the tritiation has been
measured between wheat, barley and colza. Soneratliffes have been measured in the tritiation of
some organic components of vegetal matrices. Themdts underline the interest of continuing this
kind of study. We have also compared the tritiatdrthe main hydrogenated components of milk,
first, component to component, then, sample to &an3mme origins of the measured differences have
been shown. We have demonstrated the correlatiomeba the specific activities of drinking water
and the free water of milk as between the tritiaiof dry matter of cattle’s food and of the main
organic components of milk. Our results show alke tmportance of the metabolism on the
distribution of tritium in the different compartntsn The overall synthesis of our results show the
importance of the dilution of hydrogen in the caolesed environmental compartments, above the
isotopic effects, even in a food chain chronicabyosed to tritium.

Key words: tritium, environment, organically bound tritiunnaihsfer, isotopic fractionation



