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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Une trentaine d’années apres la découverte de la radioactivité naturelle par le physicien francais Henri
Becquerel, les années 1930 ont été le théatre des grandes découvertes concernant la radioactivité
artificielle. D’éminents chercheurs tels que I’anglais Chadwick, Iréne et Frédéric Joliot-Curie du college
de France, I’italien Enrico Fermi de 1’université de Columbia a New York et les allemands Hahn,
Strassmann, Meitner et Fritsch sont a I’origine des applications modernes du nucléaire notamment dans
les domaines de 1’énergie et de la médecine.

Rapidement, I’intérét porté a I’incomparable quantité d’énergie produite par la fission de I’uranium s’est
amplifié avec la course a I’armement imposée par le contexte de la seconde guerre mondiale. Ainsi, le
projet Manhattan est créé en 1942 et rassemble 1500 chercheurs sous la direction conjointe du général
Grooves et du physicien Oppenheimer. Ce projet est a I’origine du développement et de la conception
des trois premiéres bombes A. Deux de ces bombes, nommées Fat Man et Little Boy furent
respectivement larguées sur Nagasaki et Hiroshima en 1945. Les dégats humains et matériels incitérent
le Japon a mettre fin & la guerre contre les Etats-Unis. L’arme nucléaire devient rapidement un moyen
de dissuasion.

Entre 1945 et la création du traité sur I’interdiction compléte de essais nucléaires en 1996, plus de 2000
essais nucléaires ont étés réalisés. Ils ont permis 1’amélioration des armes et le maintien de I’effet de
dissuasion. Depuis quelques années, le colit environnemental est évalué a mesure que s’ouvrent les acces

aux installations et sites d’essais nucléaires.

Une étude menée par 1’équipe de Kersting et publiée en 1999 rapporte une migration inattendue de
plutonium sur un site d’essais américain [kujal]. Ce radioélément artificiel présente un intérét tout
particulier pour les thématiques sanitaires et environnementales & cause de sa grande radiotoxicité. Le
plutonium était considéré jusqu’alors comme peu mobile dans I’environnement de par sa faible solubilité

dans les eaux de surface et sa propension a se sorber sur les surfaces minérales. Cependant, Kersting et
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son équipe ont montré que la présence d’espeéces colloidales omniprésentes dans 1’environnement serait
responsable de cette vectorisation inattendue du plutonium.

En paralléle, d’autres études ont montré que la matiere organique omniprésente dans 1’environnement,
notamment sous forme de colloides, était également responsable de la vectorisation de certains actinides
[2-6]. Ainsi, I’étude des interactions entre les substances humiques et les actinides ont rapidement
présenté un intérét particulier pour la compréhension et la prédiction de la migration des métaux dans

I’environnement.

A T’heure actuelle, I’approche top-down est largement favorisée pour les études concernant les
interactions entre la matiére organique et les métaux d’intérét. En effet, ’observation et 1’acquisition de
données a I’échelle macroscopique ont permis la conception de modéles hydrogéochimiques qui
décrivent des phénoménes microscopiques tels que la réactivité d’un métal vis-a-vis de la matiére
organique naturelle. Ces modéles peuvent &tre empiriques ou semi-empiriques. lls nécessitent
I’acquisition de données expérimentales parfois biaisées par la complexité des études concernant la
matiére organique naturelle.

En revanche, la complexité des études concernant la matiére organique naturelle, principalement
constituée de substances humiques, rend 1’approche bottom-up peu présente dans la littérature. En effet,
la matiere organique naturelle forme un mélange complexe et hétérogene de diverses macromolécules
dont la composition et la structure dépendent de leur origine. Ces macromolécules sont liées les unes
aux autres par des interactions faibles, on parle de supramolécules dont la conformation et la réactivité
sont conditionnées par les conditions physico-chimiques du milieu d’analyse.

Dans ce manuscrit, le développement d’une méthodologie permettant de proposer une vision
expérimentale a 1’échelle moléculaire de la complexation des actinides par la matiére organique est
présenté. Cette étude vise a déterminer les interactions microscopiques qui régissent la complexation
des actinides par la matiére organique. Les informations obtenues dans le cadre de cette étude permettent
d’étoffer les connaissances actuelles sur le comportement des radioéléments en milieu environnemental.
Cette vision bottom-up permet également de valider I’une des approches utilisées actuellement pour la

prédiction de la migration des métaux en milieu naturel.
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Dans un premier temps, ce manuscrit définit les principales thématiques abordées dans cette étude : les
actinides, la matiére organique naturelle et leurs interactions en milieu environnemental.

Le second chapitre de ce manuscrit décrit une méthodologie permettant de caractériser a 1’échelle
moléculaire la matiére organique par spectrométrie de masse trés haute résolution. L.’analyse de cinq
¢chantillons de substances humiques de nature et d’origine différentes selon la démarche expérimentale
développée est également présentée dans cette partie du rapport.

La troisiéme partie de ce manuscrit présente le développement d’une méthodologie permettant 1’étude
des interactions organométalliques a 1’échelle moléculaire. Celle-ci est appliquée pour I’étude de la
formation de complexes entre les cing substances humiques caractérisées et trois métaux : le thorium,
I’uranium et I’europium. Les résultats obtenus sont également présentés dans cette partie.

La complexité des échantillons analysés réduit la quantité d’informations accessibles par la
méthodologie développée. Dans I’optique de simplifier I’exploitation des résultats, une séparation non
intrusive de la matiére organique par électrophorese capillaire est réalisée en amont de ’analyse par
spectrométrie de masse. Le développement de la séparation électrophorétique est présenté dans la

guatriéme partie de ce manuscrit.
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1. Les actinides
1.1. Introduction
1.1.1.Geénéralités
La famille des actinides, notés An, est la famille d’éléments de transition interne correspondant au
remplissage de la sous-couche 5f. Cette famille, représentée sur la Figure 1, commence avec le thorium
(Z = 90) et finit avec le lawrencium (Z = 103). Le nom de la famille des actinides a été inspiré par

I’élément qui la précede dans le tableau périodique : I’actinium.
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Figure 1 : Tableau périodique représentant la famille des actinides

Tous les isotopes des éléments constituant cette famille sont naturellement radioactifs : ils sont appelés
radioéléments. Physiquement, ils sont caractérisés par des masses molaires importantes et des masses
volumiques parmi les plus importantes du tableau périodique. Bien que considérés comme homologues,
le comportement chimique des lanthanides et des actinides differe notamment pour les premiers
actinides de la série jusqu’a I’américium. La seconde partie des éléments de cette série, au-dela du
curium, a des propriétés voisines des lanthanides. Une des divergences entre les propriétés chimiques
de ces deux familles est la propension des actinides du début de série, contrairement aux lanthanides, a
former des entités oxo-cations de forme linéaire pour les éléments au degré d’oxydation (+V) ou (+VI).
Les actinides présentent une trés grande diversité de degrés d’oxydation allant de la forme divalente a
la forme pentavalente, quatre de ces degrés d’oxydation (notés DO) sont prédominants dans des
conditions chimiques « classiques ». En effet, les actinides du milieu de série (de 1’uranium au
plutonium) ont tendance a former des entités de degré d’oxydation (+V) ou (+VI). On parle alors d’ions
actinyle, le suffixe -yle signifiant la présence d’une forme transdioxo AnO, ™. Les autres actinides sont

généralement plus stables au degré d’oxydation (+III) ou (+IV) sous forme d’ion « aquo » ou le métal

1 Par exemple, la masse volumique du neptunium est de 20,25 g.cm.
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est entouré uniquement par sa sphére d’hydratation. Le Tableau 1 représente les principaux degrés
d’oxydation des actinides dont dépendent une grande partie de leurs propriétés physico-chimiques.
Ainsi, il est important de préciser qu’une analogie est souvent faite pour deux actinides au méme degré
d’oxydation. Cette analogie est aussi étendue aux lanthanides notamment pour 1’europium(IIl) qui est

un « analogue » non radioactif des actinides(IlI) comme 1’américium(III) et le curium(III) [7].

Tableau 1 : Principaux degrés d’oxydation des actinides naturels et des transuraniens majeurs (les formes

chimiques en gras indiquent les DO les plus stables?) [2,8-10]

Principaux degrés

, . Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf
d’oxydation
(D) Pa3* U3 Np3* Pu** Am** Cm®* Bk* Cf*
(lV) Th4+ PaA+ U4+ Np4+ Pu4+ Am4+ Cm4+ Bk4+
V) PaO*  UO," NpO;* PuO;* AmO;
\4) U0 NpO2* PuO* AmO*
(vhy NpO2* PuO®*

L’augmentation du numéro atomique des actinides dans la classification périodique de Mendeleiev est
accompagnée d’une diminution de leur rayon ionique (on parle de contraction actinidique), constituant
une autre analogie avec famille des lanthanides (Ln). Cette propriété permet, dans I’approximation d’une
interaction ionique gouvernée par la dureté dans un formalisme de Pearson, d’envisager la prédiction de
la réactivité chimique d’un ion par rapport a un autre en fonction de leur numéro atomique [11]. En effet,
une augmentation du caractére dur de 1’actinide au sens de Pearson (par une diminution de rayon
ionique) est engendrée par I’augmentation de sa masse. Cette tendance est valide pour des ligands ne
présentant pas de contraintes stériques particuliéres et pour les ions au méme degré d’oxydation. De
maniere générale, les actinides sont considérés comme des acides durs réagissant préférentiellement
avec des bases dures (ligand électrodonneurs) comme 1’oxygéne et le fluor dont la stabilité des
complexes formés est controlée par la charge effective portée par I’actinide. Ainsi, sans effet

d’encombrement stérique (ligand de taille relativement faible) la stabilité des complexes croit selon

2 e protactium(V), de par sa forte propension a s’hydrolyser en solution aqueuse, est probablement présent sous

forme de PaO(OH)G*,
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Pordre suivant® : An** > AnO,** > An®" > AnO,"[12]. La réactivité est également controlée par la basicité
au sens de Pearson du ligand. Ainsi, la réactivité des ligands vis-a-vis des actinides suit généralement
Pordre suivant : POs*> > CO3% > F > H,POs > SCN- > NOs > Cl- > ClOy.

Pour comprendre complétement la réactivité des actinides et expliquer leur mode de coordination, la
simple considération des effets électrostatiques (ou ioniques) décrits par la théorie HSAB (Hard and Soft
Acids and Bases) [11] ne sont pas suffisants. En effet, les orbitales 6d des actinides (plus diffuses que
les orbitales 5f) sont disponibles pour la formation de liaisons covalentes. Il a aussi été montré que les
orbitales 5f peuvent étre impliquées dans des liaisons covalentes surtout pour les premiers actinides de
la série pour lesquels les orbitales sont moins contractées [13]. Lors de la formation d’une liaison de
type covalente, le ligand se substitue a une (ou plusieurs) molécule(s) d’eau de la premicre sphére
d’hydratation de 1’actinide, on parle de formation de complexe en sphére interne. Lorsque les
interactions covalentes ne sont pas impliquées dans la liaison actinide / ligand, les interactions ioniques
(ou électrostatique) peuvent donner lieu a des complexes en sphére interne ou externe, dans ce cas le

ligand se situe hors de la premiére sphére de coordination [14,15].

1.1.2.0rigines des actinides
Une partie de la radioactivité présente en tout point de notre environnement a pour origine
I’omniprésence des actinides. En effet, les actinides ne présentent aucun isotope stable, ils sont
radioactifs. Une partie de ces actinides tels le thorium, le protactinium et ’uranium sont d’origine
naturelle et contribuent a la radioactivité naturelle. Ces éléments n’existeraient pas sans I’existence de
« I’le de la stabilité » formée par les trois radionucléides : 25U (T1,= 0,704 x 10° ans), 28U (T 1= 4,496
x 10° ans) et 22Th (T1.= 1,405 x 10% ans). Les durées de demi-vies de ces isotopes sont suffisamment
longues pour étre mesurées en quantité pondérable sur notre planéte depuis leur formation lors de la

création de la Terre (approximativement 4,5 x 10° ans). Ces isotopes sont qualifiés de radionucléides

3 Les An(l11) et An(IV) ont une charge effective respective de + 3 et + 4 alors que les An(V) et les An(V1) ont une
charge approximative de + 2,2 et + 3,1 : une partie de cette charge (environ + 1,1) est apportée par la présence des

oxygenes transdioxo.
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primordiaux®. lls sont les éléments peéres de trois familles de décroissance radioactive naturelle® a

I’origine de la génération d’autres radionucléides naturels tels que le 2%!Pa et le 2**U dont les quantités

produites sont répertoriées dans le Tableau 2.

Mis a part ces quelques isotopes primordiaux et leurs descendants, les actinides sont anthropogéniques :

ce sont des éléments instables qui n’existent pas a 1’état naturel et sont généralement caractérisés par de

courtes périodes de demi-vies®. Les actinides artificiels vont du ®Np au %Lr. Les radioéléments compris

entre le neptunium et le californium inclus sont principalement produits dans par I’irradiation du

combustible & base d’uranium ou de plutonium (ou les deux) dans les réacteurs nucléaires (Tableau 3).

Les actinides formés dans les réacteurs nucléaires civils sont retraités : les produits de fissions et les

actinides mineurs sont vitrifiés dans des matrices de confinement tandis que 1’uranium et le plutonium

sont valorisés.

Tableau 2 : Nucléides issus des trois familles de décroissance radioactive naturelle [7]

Nucléides formés par la décroissance du 28U

Nucléides formés par la décroissance du *°U

Nucléide Demi-vie

Quantité dans 1 tonne

Nucléide

Demi-vie

Quantité dans 1 tonne

d’U d’U
24Th 24,1 jours 14 ug 21Th 1,06 jour 29,9 ng
234mpg 1,17 min 0,42 ng Z1pg 3,25 x 10* ans 327 mg

234y 2,45 x 10° ans 5359 2IAC 21,7 ans 211 ug
230Th 8 x 10* ans 17,25 ¢ 221Th 18,7 jours 506 g
26Ra 1600 ans 337 mg 223Fr 22 min 5,5 pg
222Rn 3,823 jours 2,17ug °ZRa 11,4 jours 303 ng
218pg 3,05 min 1,2 ng 2Rn 3,96 s 1,2 pg
szb 26,8 min 10,1 ng Zin 1,8x10%s 0,5 fg
Bi 19,7 min 7,5ng P 36,1 min 630 pg
214pg 1,64 x 145 1fg 2B 2,14 min 37,4 pg
210pp 22,3 ans 4,37 mg 2077 4,77 min 79 pg
210Bi 5 jours 2,7 ug
210Po 138,4 jours 74 ug

* 11 existe d’autres radionucléides primordiaux présents sur Terre en quantités beaucoup moins significatives tels

le 24Py et le 247Cm.

5 Les familles de décroissance radioactives naturelles sont appelées : 4 n pour le 22Th, 4 n+2 pour 1’>2U et 4 n+3

pour le Z5U.

6 Cette affirmation n’est pas vraie pour tous les actinides. Par exemple, le 2*2Pu produit dans un réacteur nucléaire

civil a une période de 3,75 x 10° ans.
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Tableau 2 (suite) : Nucléides issus des trois familles de décroissance radioactive naturelle [7]

Nucléides formés par la décroissance du 22Th

Nucléide Demi-vie Quantité dans 1 tonne d’U
228Ra 5,76 ans 402 ug
28Ac 6,13 heures 48,6 ng
228Th 1,913 an 133 g
24Ra 3,66 jours 690 ng
220Rn 555 117 pg
216pq 0,15s 620 fg
212pp 10,64 heures 79 ng
212gj 60,6 min 7,5 pg
212pg 3x107s 400 zg
2087 3,05 min 133 pg

Les actinides plus lourds (du ®’Bk au 1°Lr) sont synthétisés par captures neutronigques successives sur
cible d’élément lourd (généralement le 2°Pu et le 2*?Pu sont utilisés) ou par fusion obtenue par
bombardement de cibles d’élément relativement lourd comme le 2°®Pb par des ions tels que le *Ca’ [16-
18]. Certains de ces actinides les plus lourds ont été produits par une succession de captures neutroniques

rapides suivies de décroissances B~ lors d’explosions d’armes thermonucléaires.

Tableau 3 : Exemple de compositions majeures d’un combustible UOX aprés trois années d’irradiation (les

guantités sont données par tonne d’uranium initial enrichi a 3,5 % en Z5U) [7]

Famille Elément Isotope  Quantité (g)  Activité (x 10° Bq)
234 165,7 37,74
uranium 235 10 270 0,81
236 4 383 10,21
238 940 600 11,62
neptunium 237 433 11,10
238 175,9 1,11 x 10°
239 5673 1,29 x 10*
Actinide plutonium 240 2214 1,87 x 10*
241 490 4,55 x 10°
242 490 69,19
américium 241 223 2,82 x 10*
243 101 743,70
curium 244 24 7,19 x 10*
245 1 7,70
Total actinides formés 14 374 4,81 x 10°
Lanthanide 11 291 1,24 x 107

Autres produits de

> M 22 529 1,58 x 107
fissions

7 Le %2No a été synthétisé par bombardement d’une cible de 2°8Pb par des ions **Ca.
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1.1.3.Comportement des actinides dans ’environnement
Le comportement des actinides, qu’ils soient anthropogéniques ou d’origine naturelle, dans
I’environnement est complexe & comprendre de par la richesse de leur chimie dont la multitude de degrés
d’oxydation est a 1’origine. Le comportement de ces éléments dans I’environnement dépend du
compartiment étudié (eau, air ou sol) et de leurs formes physico-chimiques qui sont imposées par les
parametres du milieu (pH, présence de phase minérale, de ligands organiques et inorganiques, conditions
d’oxydoréductions, activité biologique...).
Dans I’air, le déplacement de ces éléments lourds dépend essentiellement de la hauteur a laquelle ils sont
rejetés. En effet, les essais nucléaires atmosphériques ou les entrées de satellites ont dispersé des
actinides dans la stratosphére qui ont mis jusqu’a plusieurs années pour se redéposer a la surface de la
Terre. Durant leur temps de retombée, les particules sont déplacées par les masses d’air et ont ainsi
contaminé a 1’état de trace, I’ensemble de I’hémisphére nord en certains actinides tels que le plutonium,
le neptunium et I’américium. En revanche, les particules issues des activités du cycle du combustible et
des accidents de réacteurs civils sont relarguées a des altitudes beaucoup plus faibles et entrainent des
pollutions beaucoup plus localisées.
Dans les sols, de maniere générale, la forte propension des An(III) et An(IV) a s’adsorber sur les surfaces
rend ces degrés d’oxydation peu mobiles dans I’environnement alors que les An(V) et An(V1) sont plus
solubles et donc plus mobiles. En effet, les phénoménes de sorption, les interactions avec les ligands
organiques et inorganiques contrdlent principalement la migration des actinides dans les sols. Les
¢léments principalement trivalents dans l’environnement comme le thorium, 1’américium ou le
californium sont moins solubles donc moins mobiles que les éléments pentavalents et hexavalents tels
que I’uranium, le neptunium et le plutonium.
Dans les eaux, la migration des actinides est trés largement dépendante de leur degré d’oxydation. Les
eaux surfaciques, caractérisées par une teneur en oxygene généralement élevée, favorisent la formation
des degrés d’oxydation les plus élevés et donc les plus mobiles alors que les eaux de profondeurs, plutdt
anoxiques, favorisent la formation des degrés d’oxydation les plus faibles et moins solubles.
De maniére générale, la complexité de la prédiction de la migration des actinides provient de la richesse

de leur chimie. Celle-ci est principalement gouvernée par les conditions physico-chimiques contrélant
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leur degré d’oxydation et leur hydrolyse mais aussi par la présence de ligands inorganiques
principalement oxygénés tels que les carbonates, les phosphates, sulfate et de matiére organique dont la

réactivité avec les actinides est peu connue.

1.2. Le thorium
1.2.1.Généralites
L’hypothése de la présence d’un nouvel élément lors d’une analyse de roches fut élaborée par Berzelius
en 1815 et c’est en 1828 qu’il prouva I’existence de cet élément dans une autre roche (Th,U)SiO4 qu’il
nomma thorine. Cet élément porte le nom du dieu guerrier scandinave Thor [19].
Le thorium a été trés peu utilisé jusqu’a 1’invention, en 1885, des manchons a incandescence dans
lesquels il a été utilisé sous forme d’oxyde pour augmenter 1’éclat des flammes des lampes a pétrole. Il
a ensuite été utilisé pour la fabrication de céramiques et d’alliages métallique résistants. Le thorium n’est

plus utilisé couramment a cause de sa radioactivité naturelle.

1.2.2.Propriétés nucléaires et applications
Le 22Th est un radionucléide primordial, il est le géniteur de la chaine de décroissance naturelle des
4 n+ 2 (Tableau 2). Le thorium et ses éléments fils sont utilisés pour la datation géologique de cours
d’eau ou de montagnes. Son potentiel d’application le plus important est celui de son utilisation pour la
production d’énergie d’origine nucléaire. En effet, le 2*2Th par capture de neutrons lents forme de 1’>%U

fissible (utilisable en réacteur) selon la chaine de décroissance suivante (1) [20] :

22T h(n, y )— " Th—23pa—E 2%y 1)

Les quantités de thorium naturel sur Terre étant supérieures a celles de I’uranium naturel (de plusieurs
fois), son utilisation dans les réacteurs nucléaires permettrait d’augmenter considérablement les réserves
naturelles de combustible nucléaire. Actuellement, le développement des procédés concernant le cycle
du thorium ne permet pas I’utilisation de celui-ci dans les réacteurs nucléaires actuels en tant que

combustible.

30



I. La matiére organique, un vecteur de migration des actinides dans 1’environnement : état de I’art

1.2.3.Propriétés chimiques en solution

Bien que certaines études rapportent I’existence du thorium sous la forme du Th3*), il a été démontré,
par ailleurs, que le seul degré d’oxydation stable connu du thorium est 1’ion aqua Th** (g [21]. D’aprés
une étude EXAFS, sa sphére de coordination (interactions électrostatiques) comporte (8,0 £ 0,5)
molécules d’eau et son rayon ionique est proche de 1,18 A [22]. Cette taille fait de lui le plus gros des
actinides tétravalents et le moins hydrolysable. De nombreuses études proposent des valeurs de
constantes d’hydrolyse pour le Th(OH),*"* dont les valeurs moyennes suivantes ont été sélectionnées :
log Bfn =(11,8+0,2),(22,0+0,6), (31,0£ 1,0) et (39,0 £ 0,5) pour, respectivementn =1, 2, 3et 4 [21].
Une des particularités du thorium est de former des espéces polynucléaires telles que le [Th2(OH),]%*, le
[Tha(OH)s]®* et le [Ths(OH)15]°* pour des concentrations en thorium relativement faibles (supérieures a
~ 10 mol.L?) et pour des pH supérieurs a 4,5 ; une revue des constantes de formation d’espéces
polynucléaires du Th est reportée dans la littérature [21].

Le thorium forme des complexes plutdt forts avec certaines bases dures (au sens de Pearson) telles que

le FF et COss mais des complexes beaucoup plus faibles avec d’autres comme le CI- par

exemple (Tableau 4).

Tableau 4 : Exemples de constantes de complexation du thorium par différents ligands a force ionique nulle

Complexe Log Bin° Référence
ThCI? 1,09
ThCl?* 0,80
ThCls* 1,65 [23]
ThCl, 1,26
ThF3* 8,03
ThF2* 14,25
ThFs* 18,93 [23]
ThF, 22,31
Th(CO3)s> 32,3 24]
Th(OH)sCO* 41,5
Th(Cit)* 14,13
Th(Cit),> 24,29 [25]
Th(Cit)s* 28,0
Th(Ox)?* 9,30
Th(Ox)2 18,54 [23]
Th(Ox)s* 25,73
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Les ligands organiques semblent former des complexes forts avec le thorium aux vues des constantes de
complexation (Tableau 4). La Matiere Organique Naturelle (MON) est également identifiée comme
agent complexant du Th*. En effet, plusieurs publications montrent I’implication de la MON dans la
vectorisation de thorium dans 1’environnement [26,27]. Des études sur les Th(IV) / MON ont été
réalisées par XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) et EXAFS, celles-ci montrent une complexation

préférentielle du thorium par les groupements carboxyliques des substances humiques [28].

1.2.4.Présence de I’environnement
Le #2Th est un radionucléide primordial, il est naturellement présent dans notre environnement de fagon
relativement importante puisque dans la croute terrestre, le thorium est quasiment aussi abondant que le
plomb®. Dans I’environnement, il se présente sous forme tétravalente et est généralement associé a
I’U(IV), au Zr(1V), a ’Hf (IV), au Ce (IV) et a des terres rares trivalentes de rayons ioniques proches.
L’isomorphie du ThO- et de 1’UO> leur permet de former des solutions solides dont le nom dépend de
leur concentration en thorium : la thorianite contient entre 75 et 100 % de thorium, 1’uranothorianite
entre 25 et 75 %, la thoriouranite entre 15 et 25 % et I’uranite entre 0 et 15 %.
Il existe d’autres minéraux dans lesquels une quantité considérable de thorium est mesurée, c’est le cas
de la thorite (ThSiO4) qui est a ’origine de la découverte du thorium.
Dans I’environnement, bien que considéré comme trés peu mobile de par sa faible solubilité et sa
sorption sur les phases solides. Cependant, la présence de fluor ou de sulfate et, dans de plus grandes
mesures, de carbonate et de phosphate augmente considérablement la solubilité du dioxyde de thorium
et donc sa mobilité. Une forte complexation du thorium par ces ligands explique ce phénoméne.
Bien que naturel, le thorium est géographiquement redistribué par les activités anthropiques. Trois
sources principales enrichissent particuliérement certains compartiments de la biosphére comme les sols,
les sédiments et les eaux continentales. La premiere source de sa concentration est 1’exploitation de
mines uraniféres ou 1’uranium est extrait et le thorium (souvent associé physiquement a 1’uranium) est

concentré. Les secondes sources d’enrichissement des sols en Th sont les retombées atmosphériques

8 Les réserves naturelles en thorium sont estimées entre 1 et 2 millions de tonnes.
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dues aux accidents : une quantité d’une dizaine de becquerels par kilogramme de sol sec a été mesurée
dans des zones situées a 140 km sous les vents dominants de la centrale de Tchernobyl [29]°. Une source
surprenante de redistribution de thorium dans I’environnement est 1’utilisation agricole d’engrais

phosphatés naturels qui contiennent entre 5,9 et 66 x 10 Bg.g* d’engrais.

1.3. L’uranium
1.3.1.Généralités
Bien qu’utilisé en tant que colorant pendant des millénaires, I’uranium a été identifié dans un échantillon
de pechblende en 1789 par Martin Heinrich Klaproth. L’oxyde d’uranium UO; fut d’abord isolé par
Klaproth et considéré comme un élément a part entiére jusqu’en 1841, année a laquelle Eugene-Melchior
Péligot démontra que 1’élément était isolé sous forme d’oxyde. C’est en 1896 qu’Henry Becquerel mis
en évidence que I’'uranium émet des rayons pénétrants qui furent détectés et quantifiés par Marie Curie
pour la premiere fois. Les recherches concernant I’uranium se sont enchainées jusqu’a la découverte de
sa propension a fissionner en 1939 par Hahn et Strassman. Depuis cette année-la, les recherches
concernant la chimie, les propriétés mécaniques et physiques de 1’uranium ont été (et sont toujours) un

enjeu majeur des problématiques énergétiques.

1.3.2.Propriétés nucléaires et applications
Trois isotopes de ’uranium sont naturellement présents dans I’environnement : 23U, 2%U et 24U,
Parmi ces trois radionucléides, deux sont parents de familles de décroissance radioactive naturelles :
128U est le pere de la famille 4 n + 2 et I’25U est le pere de la famille 4 n + 3, I’?**U provient de la

décroissance du 2%8U.

2% 4+ n —> produits de fission + énergie + 2,5 neutrons
2

238U+n 239U B~ >239Np B~ )239Pu

9 Cette valeur est a comparer avec les concentrations naturelles moyennes proches de 25 Bg.kg? de sol et les
valeurs extrémes naturelles comprises entre 5 et 190 Bg.kg™.

10 Dans les proportions suivantes : 99,275 % pour 23U, 0,720 % pour 2*°U et 0,005 % pour Z4U.
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Le grand intérét que porte I’industrie du nucléaire pour ’'uranium provient de sa propension pour
’isotope 235 a fissionner par capture de neutrons lents. En effet, une fission compléte d’2*°U produit
une énergie équivalente a 2 x 10" kWh.kg? (soit approximativement 200 MeV par fission). En plus de
cette production d’énergie massive, 1’>*U produit aussi des neutrons qui permettent d’entretenir une
réaction en chaine produisant de 1’énergie. L’uranium 238 permet également la production de ?*°Pu qui

est également fissible par capture de neutrons lents selon les équations (2).

1.3.3.Propriétés chimiques en solution

En solution, le degré d’oxydation de ’uranium le plus stable et le plus étudié est I’'U(+VI) sous la forme
d’un uranyle UO,?* qui est entouré de cinq molécules d’eau. C’est un acide dur, il est donc trés réactif
vis-a-vis des ligands électrodonneurs tels que les fluorures ou les molécules portant des oxygénes comme
les carbonates. L’uranium est moins acide que le thorium, il est donc moins sensible a I’hydrolyse que
celui-ci.

Dans certaines conditions chimiques 1"uranium(V) peut aussi étre observé sous la forme d’uranyle
(UO2"), il peut étre préparé par réduction d’UO?* par un amalgame de zinc ou par hydrogénation ou
encore par dissolution d’UCls. L’U(V) en solution est thermodynamiquement instable, son oxydation
lente rend son analyse délicate : il est peu étudié. On releve, cependant, quelques études concernant la
formation de complexes et la détermination de constantes de complexation entre 1’U(V) et les carbonates
[30]. Du point de vue structural, il est souvent comparé au Np(V)** et une étude propose une coordination
de I'U(V) par 5 molécules d’eau sous une géométrie bipyramidale a base pentagonale [31]. Les autres
degrés d’oxydation de 1’uranium sont observés dans des conditions chimiques ou électrochimiques
particulieres, par exemple I’ion aquo U*" peut étre observé en I’absence d’agents oxydants (comme
I’oxygene dissout) en solution ou en présence de complexants forts. L’uranium(IV) est un acide trés dur,
il est donc tres hydrolysable (pour des concentrations en protons inférieures a 0,5M). Des analyses par

EXAFS suggérent un nombre de coordination de (9 + 1) avec une distance U-O de (2,42 + 0,01) A [32].

11 1analogie entre actinides de méme DO est courante.
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L’ion aquo U*" peut étre obtenu par électrolyse d’U(IV) ou d’(VI) sur cathode de mercure mais la
difficulte de le maintenir en solution rend rares les études le concernant.

La propension des actinides a étre hydrolysés (tout comme leur réactivité) est liée a la charge effective
du métal. Elle est donc dépendante de son degré d’oxydation et suit 1’ordre suivant
u(lv) > UV > Ul > U(V). Quels que soient ses degrés d’oxydation, mis a part pour des

concentrations tres faibles, 'uranium s’hydrolyse préférentiellement sous forme polynucléaire.

Tableau 5 : Quelques valeurs de constantes de complexation entre deux DO d’uranium et certains ligands

environnementaux a force ionique nulle et & 25 °C [30]

Log Bm°
Equilibre M=UQ,?** M=U*
M™ + F- = MF™1* 5,2 9,4
M™ +2F = MF,"2 8,8 16,6
M™ +3F = MF;3"%* 10,9 21,89
M™ +4F = MF,™4 11,8 26,34
M"* +5F = MFs"* : 27,7
M"™ +6F = MFg™6* - 29,7
M™ +CI- = MCI™t* 0,17 1,7
2M™ +2CI = MCI,™2 -1,1 -
M™ + COg>" = M(CO3)™2* 9,9 -
M™ + 2COg2~ = M(COg),™* 16,6 -
M™ + 3COs>" = M(CO3)s"™** 21,8 -
M™ + 4C032" = M(C03)4n'8+ - -
M™ + 5COg2~ = M(COg)s™* . 34,0

En ce qui concerne leur réactivité, I’U(IV) et I’U(VI) forment des complexes trés stables avec les
fluorures et les carbonates alors que les complexes formés avec les chlorures sont faibles (Tableau 5).
La réactivité des U(I11) et U(V) est moins documentée et des analogues tels que le Cm(l11) et le Np(V)

peuvent étre utilisés pour son estimation.

1.3.4.Présence de ’environnement
Analogiquement au thorium, 1’uranium présent dans I’environnement est naturel mais a été redistribué
par quatre activités anthropiques majeures. La principale source de vectorisation anthropique d’uranium

est son utilisation pour le cycle du combustible (depuis 1’exploitation jusqu’au retraitement).
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L’utilisation militaire d’uranium appauvri'? utilisé pour ces propriétés pyrophoriques est a I’origine
d’enrichissement de certains lieux en UO,. La combustion du charbon est également responsable de
I’émission d’uranium par voie atmosphérique. Et pour finir, comme pour le thorium, 1’utilisation
d’engrais phosphatés naturels, contenant de 1’uranium, enrichit les terres agricoles.

L’uranium est naturellement présent dans la croute terrestre et plus particulierement dans certaines
roches appelées uraniféres, sa teneur dans le milieu dépend fortement de la nature des sols et varie de 5
a1 000 Bg.kg™. Il est également présent naturellement dans les eaux de mer ou la concentration moyenne
est proche de 40 mBg.L? (soit environ 3ug.L%).

Le comportement de 1’uranium dans I’environnement est lié aux conditions d’oxydo-réduction du
milieu [33]. En effet, en milieu oxydant, I’uranium est, préférentiellement, sous forme d’uranyle(VI)
(UO2?*) qui est la forme la plus stable et la plus mobile jusqu’a pH 6, au-dela, I’uranium est hydrolysé
puis carbonaté pour des pH supérieurs a 8. En plus d’étre influencée par le potentiel redox et le pH, la
mobilité de I'uranium est aussi controlée par la présence de ligands environnementaux. En effet,
I’uranium réagit fortement avec la matiére organique et certains ligands durs (toujours au sens de
Pearson) tels que les carbonates et les phosphates [34]. Ces composés, plus ou moins solubles,
déterminent la mobilité de I’uranium dans les sols. En effet, la complexation de I’uranium par des ligands
tels que les carbonates et les oxalates (ou sa sorption sur la matiére organique) augmente sa mobilité
alors que sa précipitation par formation d’hydroxyde, de silicate ou phosphate diminue considérablement
sa mobilité.

En conditions anaérobies (réductrices), I’uranium peut étre réduit en U(IV) sous une forme hydrolysée.

Sous cette forme, il a tendance a précipiter et est donc peu mobile.

1.4. Le neptunium
1.4.1.Généralités
Le neptunium fut créé, pour la premiere fois, en 1939 par bombardement neutronique (produit en

cyclotron) d’uranium naturel [35]. L’uranium bombardé fut a 1’origine de la création de deux éléments

121 >yranium appauvri contient 0,2 % d’?*°U.
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radioactifs (émetteurs ), 'un possede une demi-vie de 23 minutes et 1’autre de 2,3 jours. L’identification
respective de ces composés mit en évidence la création d’2*°U et de 2*Np, dont le ratio constant entre
ces deux éléments montre un lien de filiation (3) [36,37]. Le nom neptunium lui a été donné par
McMillan et Abelson et a pour origine le nom de la planete Neptune (planéte située aprés Uranus dans

notre systéme solaire).

238U(n’y) 4239 J__p;23min >239Np pi23 239p, ®)

Aujourd’hui, cet élément est considéré comme un déchet issu de la filiére du cycle du combustible.

1.4.2.Propriétés nucléaires et applications
Actuellement, vingt-trois isotopes de neptunium allant du ?*Np au ?**Np, sont connus. L’isotope 237 a
une période de demi-vie suffisamment longue (t12 = 2,144 x 10° années) pour étre manipulé en quantité
pondérable [38]. 1l est produit par ’industrie nucléaire, principalement par la réaction prédominante
dans un réacteur fonctionnant a 1’>U enrichi (4) et par une réaction moins fréquente : la capture

neutronique de 1’8V (5).
235U(n, ,Y) 236U(n, Y) 237U B7;6,75) 237 Np (4)

238U(n’2n) B;6,75j 237Np (5)

Alors que de ’'uranium et le plutonium sont extraits du combustible irradié par le procédé Purex pour
étre valorisés, le neptunium est calciné avec les autres actinides mineurs avant vitrification. A ce jour,
on dénombre peu d’applications au neptunium a I’exception de la production de quelques isotopes du

plutonium [39].

1.4.3.Propriétés chimiques en solution
Le neptunium existe en solution sous cinq degrés d’oxydation différents allant du Np(III) au Np(VII).
Bien que le Np(V) soit le degré d’oxydation du neptunium le plus stable, il peut, dans certaines
conditions, dismuter en Np(IV) et en Np(VI). Le neptunium aquo trivalent Np** et tétravalent Np**
existent en solution acide sans présence de ligands complexants. Il est a noter que le Np(III) s’oxyde

rapidement en Np(1V) qui lui-méme s’hydrolyse rapidement méme en milieu acide. Le neptunium sous
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sa forme hexavalente NpO2?* peut étre observé en solution acide qui est vite réduite en sa forme
pentavalente NpO_* qui est la plus stable. Ces deux degrés d’oxydation commencent a s hydrolyser pour
des pH neutres.

Analogiquement a toute la série des actinides, la réactivité du neptunium suit 1’ordre suivant :
Np(1V) > Np(VI) > Np(111) > Np(V). En effet, la réactivité vis-a-vis de la complexation des actinides est
aussi régie par le potentiel ionique : elle suit donc le méme ordre. Des ouvrages reportent I’ensemble
des constantes de complexation déterminées pour le neptunium [30,38]. Pour un méme degré
d’oxydation, la stabilit¢ des complexes formés suit 1’acidit¢ de Pearson des ligands complexants
monovalents : F > H,PO4> > SCN- > NOs > ClOy4. Les ligands divalents sont plus complexants et

suivent la séquence suivante : COz? > HPO4? > SO42.

1.4.4.Présence de I’environnement

La comparaison entre 1’age de la Terre et la période de demi-vie la plus longue observée pour le
neptunium (2,144 x 10° ans pour le 2*’Np) permet d’affirmer qu’il ne reste pas de Np primordial a
1I’échelle pondérable sur Terre. Les quelques traces de neptunium d’origine naturelle qui peuvent étre
mesurées sont celles formées par la capture neutronique du 28U menant a la formation de 2’Np dont
une quantité a pu étre identifiée dans une mine uranifére de la république démocratique du Congo [40].
La présence naturelle de ?*Np a été montrée par I’isolation d’une quantité de 2°Pu pondérable dont le
239Np est le pére géniteur [41]. Cet isotope du neptunium aurait été formé par capture électronique du
238U suivie par la décroissance B de 1'>°U formé (3).

Comme pour les autres transuraniens®, les premiéres sources de neptunium dans la biosphére sont les
essais nucléaires. En effet, une étude a estimé la quantité de 2’Np créée par ces essais, elle s’éléverait a
deux tonnes et demie et représenterait un dépot d’environ 0,2 Bq.m sur les sols européens [38,42]. Bien

que la longue demi-vie du neptunium rende sa quantification délicate pour de faibles quantités, la

13 e neutron peut provenir de la fission spontanée du 235U ou peut étre induit par les rayons cosmiques.
14 Les transuraniens sont tous les éléments actinides de numéros atomiques supérieurs a celui de I’uranium (Np,

Pu, Am, Cm...).

38



I. La matiére organique, un vecteur de migration des actinides dans 1’environnement : état de I’art

concentration moyenne en neptunium dans les eaux de mer a été estimée a 6,5 x 10° mBg.L? (soit
environ 5 x 10° g.L 1) [38,42,43]. De faibles quantités de neptunium sont également rejetées par les
installations de retraitement du combustible irradié issu du parc électronucléaire. Une étude a quantifié
les rejets en mer de ces installations : 8 g (= 2 x 108 Bq) pour I’usine de la Hague (France) en 1999 et
1150 g (= 3 x 10 Bq) pour I’usine de Sellafield (Royaume-Uni) en 1997.

En ce qui concerne sa migration dans 1’environnement, comme pour les autres métaux, la mobilité du
neptunium est contr6lée par sa solubilité dans les eaux naturelles qui est élevée sous sa forme la plus
stable (neptunyl pentavalent) [38]. Il ne s’hydrolyse qu’a partir de pH supérieurs a 8 qui sont peu
courants pour des eaux naturelles. Sa solubilité est influencée par la formation de complexes carbonatés
ou avec la matiére organique [9]. Dans certaines conditions anaérobiques, le Np(V) peut étre réduit pour

former les espéces Np(OH)a4 et Np(OH)s* qui s’immobilisent rapidement apres s’étre adsorbées.

1.5. Le plutonium
1.5.1.Généralités
L’élément plutonium occupe une place unique dans I’histoire de la chimie, de la physique, de la
technologie et des relations internationales. Il a été produit pour la premiére fois par Seaborg et son

équipe [44,45] par bombardement d’uranium par des ions deutérium ((6) et (7)).

28+ H——?®Np + 2n ©)
238N B8 (238p, (7

Dés sa découverte, il suscita un grand intérét pour les chercheurs notamment dans le cadre du projet
Manhattan. Le plutonium a été nommé ainsi en référence a la planéte Pluton. Aujourd’hui, il est généré
par la transmutation de I’uranium dans les réacteurs nucléaires en quantité pondérable. Ces deux
utilisations majeures (combustible de réacteur nucléaire civil et matiere fissible hautement énergétique
utilisée dans les armes nucléaires) font de lui un élément suscitant un trés grand intérét scientifique et
géopolitique [45]. Le traité sur la non-prolifération des armes nucléaires, dont la 1’application est
garantie par I’AIEA (Agence Internationale de I’Energie Atomique), vise a contréler la prolifération de

la matiére nucléaire a des fins militaires et donc le trafic de plutonium. Aujourd’hui, trés peu de
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laboratoires frangais étudient cet élément. En effet, aux problémes administratifs, s’ajoutent les

problemes liés a la forte radiotoxicité du plutonium qui rend son étude tres contraignante.

1.5.2.Propriétés nucléaires et applications

A I’heure actuelle, vingt isotopes du plutonium de masses comprises entre 228 a 247 sont reportés dans
la littérature [45]. A I’exception du ?*'Pu, qui est émetteur B, les principaux isotopes du plutonium
présentés dans le Tableau 3 sont des émetteurs a et fissionnent spontanément.

Le 2°Pu est généré par capture neutronigque d’2%U dans les réacteurs dans lesquels il contribue pour une
part importante (30 a 40 %) a la production d’énergie. En effet, la section efficace particulierement
élevée du 2*°Pu pour la fission par neutrons thermiques fait de lui un élément particulierement adapté a
la conception de bombes nucléaires & fission ainsi que pour la production d’énergie civile. Ainsi, dans
certains réacteurs a eau pressurisée, le plutonium est assemblé a I’uranium (a hauteur de 30 %) pour la
fabrication de combustible « MOX ». La longue période de demi-vie du ?*Pu et sa forte propension a
fissionner ne lui permettent pas d’applications commerciales. En revanche, le 2®Pu a été utilisé pour la
fabrication de batteries pour pacemakers, de sources de chaleur et d’énergie notamment pour les

véhicules dédiés aux explorations spatiales.

1.5.3.Propriétés chimiques
La chimie du plutonium est particuliérement riche et unique. L’une des complexités de cette chimie
provient des faibles valeurs de potentiels standards qui séparent ses différents degrés

d’oxydation (Figure 2).

pH

+0.982v +1.170v -0.916v 0

PUll 5392 015 T'M 5702012 "M S0602 008 VYD 4
-1.04 +0.24 +052 + 0.24 +0.18 + 0.24 14
+1.043y .

+0.65 + 0.08 8

+0.34 + 012 4

Figure 2 : Potentiels redox du plutonium pour plusieurs pH [9]
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Dans les conditions appropriées, les degrés d’oxydation + 3 & + 7 peuvent étre maintenus en solution
aqueuse (Figure 3). Les plus faibles degrés d’oxydation (Pu(IIT) et Pu(IV)) sont plus stables en solution
acide. Dans des conditions non complexantes, ces deux DO existent sous la forme d’ion aquo Pu®* (g €t
Pu* ag). Le maintien du degré d’oxydation + 3 nécessite la présence d’un réducteur fort alors que le degré
d’oxydation + 4 est la forme la plus stable (donc 1a plus étudiée) mais s’hydrolyse pour des pH inferieurs
a 1 de par sa charge effective élevée. Dans un milieu environnemental neutre non complexant, le
plutonium (V) est le degré d’oxydation prédominant sous la forme de plutonyle (PuO-*). En solution
alcaline et non complexante la formation des degrés d’oxydation plus élevés est favoriseée : le Pu(VI)
sous forme de plutonyle (PuO,?*) et le Pu(V11) sous la forme de tétra-oxo hydrolysée (PuO4(OH).*) [30].

Une étude spectroscopique propose 1’existence d’un Pu(VIII) en solution basique [46].
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Figure 3 : Coloration de solutions en fonction du degré d’oxydation du plutonium [47]

Les phénomenes d’oxydoréduction des solutions de plutonium sont complexes a contréler. Par exemple,
en solution acide non complexante, le Pu(lV) dismute en Pu(l11) et en Pu(V) selon I’équation (8) ensuite,

le Pu(l1) formé peut réduire le Pu(1V) en Pu(lll) (9).
2Pu*" +2H,0 <> Pu*" +PuO; +4H" ®)

Pu* +PuO; <> Pu* +Pu03" ©)

Selon les conditions chimiques, le Pu(V) peut également oxyder le Pu(lll) (10).
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Pu* +PuO; +4H" <> 2Pu* +2H,0 (10)
Le plutonium est caractérisé par un potentiel ionique tres élevé, il est considéré comme un acide dur
selon Pearson, il forme des complexes trées stables avec les bases dures telles que les ligands suivants :
COs%, F et PO4*. Comme pour toute la série des actinides, la stabilité des complexes formés suit 1’ordre
suivant : Pu(lV) > Pu(VI) > Pu(lll) > Pu(V) (analogiquement a la propension a I’hydrolyse). Les
complexes formés peuvent étre de sphére interne ou externe selon le type d’interaction entre le métal et

le ligand avec un nombre de coordination allant de 7 pour le PuO,* a 12 pour le Pu**.

1.5.4.Présence dans I’environnement
Bien que deux isotopes du plutonium (?°Pu et >**Pu) soient naturellement présents dans I’environnement
en quantité infime, ’omniprésence du Pu dans I’environnement est principalement imputable aux
retombées des essais nucléaires. En effet, les essais atmosphériques réalisés entre 1945 et 1975 sont a
origine de ’émission de 13 PBq de °?*°Pu, 170 PBq de ?*'Pu et de 0,3 PBq de #*Pu [48]. Certains
accidents de satellites et d’avions B52 sont également contributeurs de la dissémination de plutonium
dans I’environnement (100 TBq de ?*Pu pour le satellite SNAP-9A en 1964 et pres de 1,5 TBq de %*°Pu
pour les accidents des B52 de Palmarés et Thulé). Certains sites d’essais sont particuliérement
contaminés (de facon localisée) en plutonium comme le Nevada Test Site ot environ 6 TBq de 2%240py
ont été dispersés [49]. Aujourd’hui, et depuis la signature du TICE® (Traité d’Interdiction Compleéte des
Essais nucléaires) en 1996, les essais nucléaires sont interdits. Les accidents nucléaires civils peuvent
étre a |’ origine de la dispersion de plutonium a proximité des réacteurs, c’est le cas de Tchernobyl ou 4
kBg.m2 de 2°Pu peuvent étre mesurés [50]. Il semblerait que beaucoup moins de plutonium ait été rejeté
par I’accident de Fukushima. En effet, contrairement a Fukushima, une explosion d’un réacteur a
Tchernobyl a engendré une dissémination d’éléments trés peu volatils, comme le plutonium, dans
I’atmosphére qui ont été ensuite transportés sur des centaines de kilométres par voie atmosphérique [51].
Les usines de retraitement du combustible usagé sont aussi responsables d’émission de plutonium dans

I’environnement (par exemple, environ 13,4 TBq de 2%2%°Py ont été rejetés sous forme d’effluent liquide

15 L>acronyme du TICE en anglais est CTBT pour Comprehensive Test Ban Treaty.
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de I’usine de retraitement de la Hague) [52]. En 2005, les stocks mondiaux en plutonium étaient estimés
a 2000 tonnes sous diverses formes : combustible mixte nucléaire, armes nucléaires et déchets divers.
Les réacteurs a usage civil produisent, chaque année, entre 70 et 75 tonnes de Pu.

Dans I’environnement, la difficulté d’estimer le comportement du plutonium provient de la complexité
de sa chimie et de son nombre élevé de degrés d’oxydation potentiellement stables dans I’environnent
et dont dépend sa mobilité. La migration du plutonium dans I’environnement est peu contr6lée par la
formation de complexes mobiles car la forme prédominante PuO, pour des pH neutres et des conditions
standards, est trés peu soluble donc trés peu mobile. Dans des conditions réductrices, le plutonium est
réduit sous sa forme Pu(l11). Il est oxydé en Pu(IV) pour des conditions oxydantes et plus basique ou en
Pu(V) dans les sols trés basiques et en I’absence de conditions réductrices. Le Pu(V) est la forme la plus
soluble et donc la plus mobile dans I’environnement. Sous sa forme Pu(lll) et Pu(IV), le plutonium est
trés sensible a I’hydrolyse, il s’adsorbe rapidement a la surface d’argile ou de minéraux et devient trés
peu vectorisable. Ces phénomeénes sont responsables de son accumulation dans couches de sol les moins
profondes. La vitesse de migration verticale dépend largement des conditions physico-chimiques des
sols mais a été estimée a 0,4 cm.an en moyenne [53]. Le plutonium peut également étre complexé par
la matiére organique présente dans les sols, sa mobilité dépend alors de la mobilité de I’espece qui le

complexe [1].

1.6. L’américium
1.6.1.Généralités
L’américium, comme le plutonium, a été découvert entre 1944 et 1945 par Seaborg et son équipe [54].
Ce radioélément artificiel a été synthétisé pour la premiére fois par bombardement neutronique d’une

cible de plutonium (11).

239PU(n,'Y) s 240PU(n,’Y) )241PU ;14,3 )241Am (ll)

La période de demi-vie du ?**Pu, relativement élevée pour son utilisation dans une synthese, a été

responsable des quatre ans d’attente nécessaires a la production d’une quantité pondérable d’américium.
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1.6.2.Propriétés nucléaires et applications

A Dheure actuelle, dix-neuf isotopes de I’américium sont recensés allant de 1'’>*Am a ’** Am dont toutes
les demi-vies sont relativement courtes et inférieures a 7 370 ans. Les isotopes « légers » de I’américium
(du ZAm au 2*Am) décroissent préférentiellement par capture électronique, par émission o et fission
spontanée alors que les isotopes « lourds » (du 2**Am au 2*°Am) décroissent majoritairement par
émission [ [55].

L’américium est principalement produit de fagon pure par capture d’un ou plusieurs neutrons par un
atome de plutonium suivie par une émission B. C’est le cas de la production d’américium 241 dont le
faible codt de production, la pureté, le spectre ainsi que sa période rendent sont utilisation avantageuse
pour la production de sources scellées émettant des rayons a et y. Ces sources ont notamment été utilisées
sous forme d’oxyde AmO; dans les détecteurs de fumée ou les émissions a alimentaient une chambre
d’ionisation. Il est également utilisé comme source indirecte de neutrons par interaction des particules a
sur une cible de béryllium. L’américium 243 est caractérisé par une faible activité spécifique (7,38 x 10°
Bq.g?) et est donc utilisé pour I’étude de la chimie de ce radioélément. 11 est également utilisé pour la
production d’élément de numéros atomiques supérieurs tels que le 24*Cm, 2°Bk et le 2°°Cf par irradiation
sous flux neutroniques. L’**Am et I’**Am sont les isotopes de I’américium les plus produits par
irradiation du combustible dans les réacteurs, ils présentent les périodes de demi-vies les plus élevées

de tous les isotopes de I’américium (respectivement 433 ans et 7 370 ans).

1.6.3.Propriétés chimiques
En solution aqueuse, I’américium présente quatre degrés d’oxydation différents allant du (+11I) au (+VI).
Ces quatre degrés d’oxydation peuvent coexister dans une méme solution dans certaines conditions
basiques. En solution acide non complexante, le degré d’oxydation (IIT) de I’américium est de loin le
plus stable, et donc le plus étudié des degrés d’oxydation de 1’américium, sous la forme d’ion aquo
Am?3*. L’américium sous cette forme commence a s’hydrolyser a partir de pH 5 et forme des complexes
dont la stabilité dépend du caractere basique du ligand comme pour les autres actinides [55]. L’ Am(VI)
peut également étre observé en solution dans certaines conditions acides sous la forme de transdioxo

AmO,%, alors que I’Am(IV) est réduit spontanément en Am(III).
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L’analogie entre les actinides(III) comme 1’américium(III) et les lanthanides(IIl) comme I’europium est
clairement observée. En effet, I’émergence des électrons 5f plus localisés a partir de 1’¢élément plutonium
favorise la création de liaisons électrostatiques [45]. Ainsi, en plus d’étre caractérisés par un potentiel
ionigue proche des lanthanides(l1), pour des numéros atomiques supérieurs a celui du plutonium, les
actinides(l11) forment préférentiellement des liaisons selon le méme mode de coordination que les
lanthanides [56]. Ces propriétés physiques conferent aux actinides(l11) une certaine analogie chimique
avec les lanthanides(l11) qui est mise en évidence par un comportement chimique tres proche entre ces

deux familles notamment vis-a-vis des valeurs des constantes de complexation.

1.6.4.Présence de I’environnement

L’américium est anthropogénique et est essentiellement produit dans les réacteurs nucléaires dédiés a la
production d’énergie. La quantité produite par un réacteur dépend du taux de combustion du combustible
et est estimée approximativement & une tonne par an pour la France.

Comme pour les autres éléments transuraniens, la majeure partie de I’américium mesurée dans
I’environnement a été dispersée par les essais nucléaires atmosphériques (a hauteur d’environ 80 %),
par des rejets d’installations de traitement du combustible et par des accidents divers. Il est estimé
qu’environ 44 kg d’américium ont été déposés sur la Terre (en grande partie dans 1’hémisphére nord)
suite aux essais nucléaires atmosphériques [57]. L’usine de retraitement de la Hague (France) serait a
I’origine d’un rejet d’environ 30 mg d’Am en 1997 alors que 1’usine de Sellafield (ex Windscale,
Royaume-Uni) aurait rejeté 400 mg en mer. Les rejets gazeux en américium de ces usines sont quasi
négligeables aux vues des rejets maritimes puisqu’ils sont inferieurs d’un facteur dix mille aux rejets
maritimes. Quelques rejets accidentels sont notables, c’est le cas du crash des deux B52 a Palmarés
(Espagne) et Thulé (Groenland) qui ont contaminé localement 1’environnement, ainsi que des accidents
civils de Windscale (Royaume Uni) en 1956 et de Tchernobyl (Ukraine) en 1986. Ce dernier accident
est a ’origine de la dissémination d’environ 500 mg d’?**Am sur la zone d’exclusion (hors centrale et
stockage des déchets) [57].

Aujourd’hui, la concentration moyenne en 21Am dans les sols est de I’ordre de quelques dixiémes de

becquerel par kilogramme de sol sec cette valeur peut s’élevé localement jusqu’a plusieurs milliers de
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Bq.kg! dans les secteurs concernés par des accidents [58,59]. Dans les eaux douces, la concentration
moyenne en 2*Am est comprise entre 1,5 et 3 uBg.L* [57].

Dans des conditions environnementales classiques, I’américium se présente généralement sous forme
d’Am?®*. La migration de cette forme dans I’environnement est principalement régie par les phénomeénes
de sorption sur les particules argileuses, les carbonates ou les substances humiques. Outre la formation

de complexes et colloides, I’américium peut étre hydrolysé en Am(OH)?* et Am(OH),".

2. Les substances humigues

2.1. Généralites

La matiere organique est omniprésente dans 1’environnement. Une partie de celle-ci est dite « non-
humique », cette fraction est caractérisée par des molécules relativement petites (de faibles poids
moléculaires), comme les carbohydrates, les protéines, les acides aminés et les petits acides
carboxyliques. Cette fraction est généralement rapidement dégradée par les microorganismes et présente
un temps de résidence faible en milieu surfacique. La majorité de la matiére organique dans
I’environnement est composée de substances humiques. En effet, les substances humiques représentent
25 % du carbone total sur terre et entre 50 et 75 % de carbone organique dissout [60]. La concentration
en substances humiques dans des riviéres américaines a été estimée a quelques milligrammes par litre
alors qu’elle est de I’ordre de quelques microgrammes par litre dans les eaux profondes [61].

Les substances humiques sont formées naturellement par la dégradation physique, chimique et
biologique des animaux et végétaux. Elles sont omniprésentes dans les sols, les sédiments et les eaux
naturelles sous la forme d’un mélange complexe et hétérogéne de diverses macromolécules dont la
composition et la structure dépendent de leur origine. Les substances humiques présentent une couleur
allant du jaune au marron foncé, elles sont acides et sont essentiellement composées de carbone,
d’hydrogeéne, d’oxygene, d’azote et, en plus faible quantité, de soufre. En solution, la structure amorphe

de ces macromolécules est extrémement sensible aux conditions chimiques. Leur réactivité dans
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I’environnement dépend des groupements fonctionnels qui les composent, de leur structure et de leur
concentration.

Les substances humiques ont été divisées en trois familles selon un critére de solubilité dans I’eau : les
acides fulviques, les acides humiques et les humines. Les acides fulviques sont solubles en solution
aqueuse, les acides humiques sont solubles dans des solutions dont le pH est supérieur a 2 et les humines
sont insolubles dans I’eau [62,63]. Les trois familles ont une structure similaire bien que les acides
fulviques présentent un poids moléculaire moyen plus faible et une teneur relative en oxygéne moyenne
supérieure aux acides humiques et aux humines. Cette division schématique est arbitraire et les fractions

restent hétérogenes.
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Figure 4 : Structure macromoléculaire conceptualisée par Schulten et Schnitzer [64]

Les substances humiques sont issues naturellement de la condensation chimique, biologique ou physique
de petites molécules organiques telles la cellulose, les polyphénols (tannin et lignine), les acides aminés,
les sucres, les quinones, les acides aliphatiques et les alcools : on parle d’humification ou de stabilisation
de la matiére organique [60]. Il en résulte la formation hétérogéne de macromolécules polydispersées

constituées de cycles aromatiques liés par des chaines aliphatiques dont les masses moléculaires peuvent
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varier de plusieurs centaines a plusieurs dizaines de milliers de daltons dont une structure hypothétique

est représentée sur Figure 4 [63].

2.2. Propriétés physico-chimiques

Bien que la composition des acides humiques soit dépendante de son origine, leurs pourcentages

massiques elémentaires sont compris entre 50 et 60 % pour le carbone, entre 25 et 30 % pour I’oxygéne,

entre 4 et 6 % pour I’hydrogene, entre 2 et 4 % pour ’azote et entre 0 et 2 % pour le soufre.
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Figure 5 : Structures d'acides organiques simples pouvant étre a I'origine de la formation de substances

humiques [63]

Mise a part une légére variation du pourcentage pour le carbone (compris entre 40 et 50 %) et pour

I’oxygene (compris entre 40 et 50 %), la composition des acides fulviques est similaire a celle des
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substances humiques [63]. La matiére organique est caractérisée par une proportion significative de
carbones aliphatiques et aromatiques, des études de spectroscopie RMN (Résonance Magnétique
Nucléaire) proposent une aromaticité comprise entre 15 et 92 % selon 1’origine de la matiére
organique [63,65-67]. Une étude montre que les acides humiques présentent une aromaticité supérieure
a celle des acides fulviques [68]. La structure des substances humiques peut étre décrite comme un
enchainement d’acides organiques tels que ceux représentés sur la Figure 5.

Les molécules constituant les substances humiques présentent de nombreux sites réactifs comme les
acides carboxyliques qui sont connus pour leur pouvoir complexant. En effet, il est estimé que la majorité
de la complexation des métaux par les substances humiques met en jeu des fonctions carboxyliques ou
phénoliques. Certains auteurs suggerent que la plupart des sites impliqués peuvent étre représentés par

de simples ligands organiques tels que le o-phthalate et/ou le salicylate [63].
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Figure 6 : Proposition de molécules azotées potentiellement présentes dans un échantillon de substances

humiques [69]

D’autres auteurs proposent aussi des sites impliquant un atome de soufre, porté par un thiosalicylate par
exemple, ou des sites azotés, tels que les hétérocycles portant un atome d’azote (Figure 6) dans la liaison

métal-matiere organique [63,68]. La taille relativement importante de ces entités a mené certains auteurs
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a décrire le comportement des substances humigues d’une maniére continue en les assimilant a une
sphere ou un cylindre chargé en surface. Ainsi, les substances humiques réagissent a la fois par des sites
actifs (approche conventionnelle de la complexation) mais aussi, du fait de leur charge anionique, a
travers le potentiel électrostatique global de la molécule.

Autrefois représentées comme des macromolécules a part entiére (Figure 4), aujourd’hui les substances
humiques sont considérées comme un assemblage de plus petites molécules hétérogenes de 600 a 1 000
Da liées entre elles pas des interactions faibles de type liaison hydrogéne ou liaison hydrophobique (-
n ou CH-m) : les substances humiques sont qualifiées de supramolécules [60,68,70-74]. Cette vision
révolutionnaire de la matiére organique a fait son apparition a la fin des années 1990 et permet de
comprendre le comportement structural des substances humiques. En effet, une analyse de matiere
organique par chromatographie a exclusion stérique a permis de mettre en évidence la perturbation de
I’association supramoléculaire par une variation de pH. Celle-ci est expliquée par une réorganisation
hydrophobique inter et intramoléculaire des substances humiques sous 1’influence du pH avec une
cinétique rapide [71]. En effet, pour des pH acides (inférieurs a 3,5), des forces ioniques et des
concentrations élevées, la matiére organique présente une conformation rigide et repliée sur elle-méme
par la création de liaisons hydrogénes, on parle de forme coagulée [73,74]. Cette forme présente peu de
sites réactionnels de libres [70,75,76]. Pour des pH neutres, des forces ioniques et concentrations faibles,
la matiére organique présente une conformation souple et linéaire stabilisée par les faibles forces de
dispersion on parle de forme polymérisée [73]. Cette forme, plus ouverte, présente plus de sites réactifs
disponibles [75]. Ces modifications de conformation influence grandement la réactivité de la matiére

organique de par la disponibilité des sites réactionnels.

2.3. Mise en évidence des interactions entre les actinides et la matiére organique
Malgré un manque évident de connaissances sur les interactions a 1I’échelle moléculaire entre les métaux
(et plus particulierement les actinides) et les substances humiques, certains auteurs ont évoqué une
migration accélérée par la présence de matiere organique dans les sols [1,77-80]. Selon certains auteurs,

50 a 90 % de la matiére organique joue en réle sur la mobilité des métaux [62]. Ces articles suggerent
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une mobilisation des actinides par la matiére organique qui sont transportés et migrent avec une vitesse
inférieure a celle de la percolation de I’eau.

Des études a une échelle plus fine proposent six types de modification de la spéciation (et donc de la
mobilité) des métaux par les substances humiques : (i) formation de complexes solubles avec le métal,
(ii) précipitation du métal par réduction, (iii) précipitation du métal par adsorption, (iv) échange d’ion,
(v) modification du comportement du métal vis-a-vis de sa sorption sur une phase minérale (phase
ternaire) et (vi) modification du comportement colloidal du métal sous forme particulaire [63]. En vue
de prédire le comportement et la migration d’éléments d’intérét tels que les actinides, des modéles

hydrogéochimiques ont été développés.

2.4. Modélisation

Les modéles adaptés aux études d’interactions entre les métaux et la matiére organique ont spécialement
été développés dans le but de comprendre quantitativement le réle des substances humiques dans le
transport de ces métaux d’intérét. En effet, la composition, la structure et I’hétérogénéité des substances
humiques en fonction de leur origine imposent le développement de modéles autres que ceux utilisés
pour I’étude de métaux avec des ligands inorganiques classiques [66,75,81,82]. Ces modéles peuvent
prendre en compte, entres autres, la formation avec plusieurs sites de complexation avec leur affinité
respective vis-a-vis du métal mais aussi les effets de compétition entre cations et la force ionique [83].

Deux principaux types de modéles ont été développés : I’approche discréte et I’approche continue [84].
L’approche discrete fait I’hypothése de différents sites réactifs dont I’affinité de chacun pour un métal
est définie et est constante alors que 1’approche continue suppose I’existence d’un continuum de sites de
complexation caractérisés par un continuum de la plus faible affinité a la plus élevée. Ces modeles sont
considerés comme des modéles empiriques ou semi-empiriques. En effet, pour déterminer les constantes
thermodynamiques entre le métal et chaque site, le modele est ajusté jusqu’a ce que les données
théoriques soient en accord avec les données expérimentales. Les expériences consistent en la
détermination de la fraction de métal complexe sur la fraction de métal total, elles font appel & des
techniques analytiques telles que : la titration potentiométrique, la voltamétrie, 1’extraction par solvant,

I’échange d’ion, la dialyse, la filtration, la RMN ou la spectrophotométrie UV-visible.
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2.4.1.Approche discréte
Cette approche repose sur I’hypothese de la fixation des métaux sur un nombre discret de sites chimiques
distincts et accessibles (aprés déprotonation). La prise en considération de quatre a huit types de sites
actifs semble étre suffisante pour décrire les comportements acido-basiques des substances humiques
[85-88].
Crée par Tipping et Woof en 1991, le « Model V » qui a évolué en « Model VI » puis « Model VII » est
sans doute le plus connu et complexe des modeles utilisés [88-90]. En plus de prendre en considération
les interactions dites spécifiques (avec des sites discrets) entre les cations et les ligands, il prend en
compte les interactions non spécifiques induites par la couche diffuse [91]. Le « model V » modélise les
deux types de sites considérés comme les plus réactifs vis-a-vis des cations : les groupements carboxyles
COOH, notés A et les groupements phénoliques OH plus faiblement acides, notés B. Ces deux
groupements présentent une grande variabilité de pK en fonction de leur environnement proche. C’est
pour cette raison que chaque groupement est décrit par quatre sites de dissociation de protons différents
caractérisés par une valeur médiane de pK (pKa pour les carboxyles et pKg pour les phénoliques).
Le « Model V » prend en compte huit sites de dissociation des protons (4 dans chaque groupe et a
I’intérieur de chaque groupe on suppose un nombre identique de sites). Les constantes de dissociation
définies selon Tipping sont généralisées ci-dessous (12) :

(2i-5)

pKi = pKAouB + ApKAouB (12)

Le développement de cette expression pour chaque site donne : pKi = pKa - ApKa/2,
pKz = pKa - ApKa/6, pKs = pKa + ApKa/6, pKs = pKa + ApKa/2, pKs = pKe — ApKag/2,
pKs = pKs — ApKas/6, pK7 = pKg + ApKas/6 et pKs = pKs + ApKg/2. Afin de simplifier cette lourde
description, un nombre de sites ng phénolique est proposé comme étant la moitié du nombre de sites na
de carboxylique : ng = ng/2 [88].

Le « Model V » prend aussi en considération la possibilité de former des liaisons bidendates avec un
cation par I’intermédiaire d’un facteur de proximité noté f. Ce facteur est indispensable pour une

modélisation fiable des interactions entre les cations et la matiére organique étant donné la proximité de
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certains sites induite par la structure des substances humiques. Ce facteur est fixé a 0,5 pour les acides
humiques et a 0,4 pour les acides fulviques [92].

La détermination de deux constantes notées pKmna et pKmus pour chaque groupe de sites A et B permet
la description compléte des liaisons entre les cations et les substances humiques. Une fois ces valeurs
déterminées, le modeéle peut étre utilisé de fagon prédictive. Certains auteurs suggerent que ces deux
parametres sont suffisamment corrélés pour que seule la valeur pKmna Soit nécessaire [88,93].

Les interactions électrostatiques liées a la charge nette, notée Z, des substances humiques sont également

prises en compte par le « Model V » par la pondération des constantes d’équilibre (13) :

K wrix = K Ll (13)
ou z est la charge du cation et w le facteur d’interaction électrostatique. En pratique w est calculé a I’aide
de la formule w = P log(l), ou I est la force ionique et P est une constante déterminée par 1’ajustement
des données. Au final, le model de Tipping nécessite 1’ajustement de six parametres variables : na, pKa,

pKB, ApKA, ApKB et P.

2.4.2.Approche continue

A I’heure actuelle, I’approche continue est un couplage entre deux modeles (NICA et Donnan) et prend
en compte les interactions spécifiques et non spécifiques [94,95]. Tout d’abord, le « Non Ideal
Competitive Adsorption Model » appelé NICA fait I’hypothése d’une complexation monodendate du
métal par la matiére organique sur des sites capables de libérer un proton. Contrairement a 1’approche
discrete, les deux types de sites réactifs (carboxyliques et phénoliques) présentent chacun une
distribution continue d’affinité définie par deux paramétres pour un métal donné. Un paramétre
caractérise le métal et le second rend compte de 1’hétérogénéité de la matiére organique. L’approche
Donnan modélise la structure tridimensionnelle poly-électrolytique des substances humiques induisant
un potentiel de surface par la dissociation des sites réactifs. Ce modéle suppose la complexation du métal
pour garantir 1’électroneutralité.

Au final, sept parametres ajustables caractérisant la matiére organique sont nécessaires au modele NICA-

Donnan : deux pour le nombre de sites actifs, deux pour caractériser les constantes d’équilibre médianes,
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deux pour la distribution de ces constantes et un pour la considération des phénomeénes électrostatiques.
A ces sept variables s’ajoutent quatre parameétres caractérisant le métal [83].
Pour ce modeéle, le parametre O;; définit I’adsorption totale basée sur une complexation monodendate

d’un composant i (14) :

0, = J.G)i,lf(log Ki)d(log Ki) (14)

AlogK ;
Ou f(log Ki) est la fonction de distribution de la constante d’affinité et d(log K;) est I’intervalle des
valeurs possibles autour de log K. Dans I’hypothése de cas idéal, I’équation de Langmuir-Freundlich
quantifie le nombre de composant i adsorbée sur la matiére organique dans le cas d’un systéme multi-

composants (15) :

K.c, (z Rici]
it :Qmax ZKiC '

T

(15)

ou Qi est la quantité de métal adsorbée, Qmax la quantité maximale de métal adsorbée, K; la valeur

prise par la constante de complexation et ci la concentration en métal et avec p compris entre 0 et 1
déterminant la largeur de la distribution due a I’hétérogénéité chimique intrinséque de 1’adsorbant. Si
deux distributions sont considérées (une pour les sites forts carboxyliques et une pour les sites faibles
phénoliques) 1’équation précédente (15) peut étre écrite (16) :

Reb (P01 g (TR

Qi,t = Qmax,l + Qmax,z (16)

SRal s (skar] TR e )

i i
ou n; # 1 pour les cas non idéaux et nj = 1 pour les cas idéaux.
La prise en considération de la distribution des sites réactifs permet a I’approche continue d’étre, sans

doute, la plus réaliste alors que 1’approche discréte semble étre plus adapté aux expériences de

laboratoire de par les simplifications inhérentes aux expérimentations de paillasse [96].
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2.4.3.Approche numérique

Plusieurs codes numériques comme PHREEQE et PHREEQEV, EQ3NR, MINTEQA2 et MINEQL sont
utilisés pour la modélisation de la complexation d’un métal par les substances humiques. En France, le
code de spéciation CHESS est particuliérement utilisé [97]. Le code PHREEQEYV, intégrant le « Model
V », semble est celui qui offre la meilleure fiabilité bien que ’auteur affirme que I’approche discréte
n’est pas suffisante et nécessite la prise en considération des interactions spécifiques [3,92,98]. Le code
WHAM intégre le « Model VII » (évolution du « Model V ») et a été testé avec succes sur plusieurs
substances humiques [83,88,89]. En revanche, le code MINTEQAZ2 utilise le modéle continu et ne
semble pas satisfaisant [99].

En fait, les deux approches (continue et discréte) traitées par différents codes sont complémentaires, le
modéle de neutralisation de charge est utile pour les codes géochimiques, le modele poly-électrolytique

(i.e. discret) donnant un apercu des propriétés chimiques des substances humiques [91].

2.4.4.Limitation des modéles de prédiction

Bien que les modalisations actuelles soient complexes et prennent en considération de nombreux
paramétres influengant la complexation des métaux par les substances humiques tels que les effets
électrostatiques, les effets de structure et la poly-disparité des affinités des groupements complexant,
elles présentent encore quelques limitations. Les mesures expérimentales indispensables a 1’ajustement
paramétrique des modéles sont notamment sources d’erreurs d’interprétation. En effet, en début de
titration, une faible quantité de métal est, a priori, complexée par les sites présentant le plus d’affinité
pour le métal. Cependant, une tres grande quantité de sites peu masquer un site extrémement réactif en
plus faible quantité.

A ce jour, les modeles ne permettent pas d’expliquer et de prédire 1’intégralité des phénomeénes régissant
le comportement de la matiére organique vis a vis d’un métal. Une approche « bottom-up » des
phénomenes de complexation des métaux par les substances permettrait de compléter un peu plus ces

modeéles qui restent, malgré des dizaines d’années d’effort de recherche, encore imparfaits.

55



I. La matiére organique, un vecteur de migration des actinides dans 1’environnement : état de I’art

3. Complexation des actinides

Les phénomenes de migration des actinides dans 1’environnement présentent un intérét particulier pour
le contréle et la prédiction de la mobilisation des radionucléides dans 1’environnement. Celle-ci est
contrblée par les formes physicochimiques des actinides. Bien que la chimie des actinides en solution
simple commence a étre connue et comprise, il n’est pas de méme pour les systémes extrémement

complexes que sont les systémes naturels composés de matiére organique et de phases minérales.

3.1. Généralites
En faisant I’hypothése d’un comportement analogue des actinides dans une solution simple (sans matiére
organique) et une eau chargé en matiére organique seuls les actinides trivalents et tétravalents sont
influencés par la complexation organique, les autres degrés (V et V1) étant présents sous la forme de
complexes inorganiques avec les carbonates et les hydroxydes selon les conditions physico-chimiques
rencontrées [100]. Cette hypothése est vérifiée par une étude qui met en évidence la complexation
préférentielle de 1I’américium(III) et du plutonium(IV) par rapport au neptunium(V) et a I'uranium(VI)
[101]. En effet, d’une maniére générale, les valeurs des constantes trouvées sont trés élevées pour les
éléments trivalents : des travaux montrent qu’une concentration de 1 mg/L d’acides fulviques séquestre
plus de 90 % de I’europium pour un pH compris entre 3 et 7,5 [86]. De plus, de nombreuses études
s’intéressent aux actinides tétravalents qui semblent présenter une trés grande affinité avec des ligands
organiques qui les complexent et les vectorisent [102,103]. Cette conclusion est supportée par
I’observation expérimentale : dans les sols, la fraction de plutonium dans la matiere organique est d’un
ordre de grandeur supérieur a ce qu’on trouve dans la matrice totale [104]. D’ailleurs, il a été montré
une réelle analogie entre tous les actinides au degré d’oxydation (IV) vis-a-vis de leur complexation par
la matiére organique, ainsi le Np(IV) et le Pu(lV) présenteront un comportement similaire dans
I’environnement [102]. A propos des degrés d’oxydation des actinides, des études montrent que les
substances humiques peuvent réduire les actinides et ainsi & modifier leur mobilité. En effet, le Pa(V),
le Np(V), le Pu(V) et le Pu (V1) peuvent étre réduits en Pa(lV), Np(IV), Pu(ll) et Pu(lV) par la présence

de substances humiques dans des eaux et des sols [102]. Seul I’'uranium ne semble pas étre réduit par les
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substances humiques, sauf en présence de bactéries, a contrario, il semble méme &tre oxydé en
U(VI) [63,102].

En ce qui concerne les études structurales, des données EXAFS proposent une distance Pu-O lors de la
complexation de Pu(Ill) par les humiques de 2,48 + 0,02 A. Cette valeur est comparable & la distance
moyenne entre I’atome de Pu(IIl) aquo et les oxygénes de la sphére d’hydratation (2,47 A a
2,51 A) [105]. Bien que cette étude ne permet pas de proposer un nombre de substances humiques
complexant le plutonium et ne donne pas plus d’informations sur le type de coordinance, elle cite une

coordination majoritairement monodendate pour le Th(IV), Np(IV), Np(V) et U(VI) [105].

3.2. L’étude des interactions entres actinides et matiére organique
A T’heure actuelle, de nombreuses techniques sont utilisées pour obtenir des informations sur les
constantes de complexation entre les métaux et les substances humiques, on peut citer : la voltamétrie
pour déterminer la labilité et les ions libres en présence de ligand, la fluorescence pour la complexation,
la potentiométrie pour les mesures in situ sans destruction de 1’échantillon, la chromatographie pour les
interactions métal / ligand, 1’échange d’ions pour déterminer le rapport métal libre / métal lié, la filtration
pour séparer les complexes du métal libre et la dialyse [85]. Cependant, les informations obtenues
dépendent de la technique utilisée puisqu’elles reflétent le comportement des métaux dans des conditions
particuliéres plut6t que leur comportement absolu [86,106]. Les différences entre deux résultats obtenus
par deux techniques différentes s’expliquent par le fait qu’une technique n’étudie qu’un aspect
particulier du comportement des substances humiques [106]. Cette dépendance des résultats liée aux
techniques employées confirme ainsi ’intérét d’une approche microscopique répondant a la nécessité
d’acquérir des données expérimentales pour confronter et améliorer les modéles théoriques de prédiction

du comportement des radionucléides dans la nature [89,107-117].

3.3. Paramétres influengant la spéciation
De nombreux paramétres influengant la spéciation d’un métal en présence de matiere organique ont été
étudies [101,115,118-120]. Tout d’abord, la réactivité (composition et structure) de la matiére organique

dépend grandement de son origine géographique [101,115].
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Les paramétres environnementaux conditionnent aussi la réactivité des substances humiques. En effet,
la structure des substances humiques dépend du pH : pour des pH acides, la matiere organique est en
conformation coagulée et laisse peu de sites disponibles, pour des pH neutres elle présente une structure
beaucoup moins rigide et plus réactive. A cela, s’ajoute aussi qu’en pH neutre, les sites carboxyliques et
certains sites phénoliques sont déprotonés et donc disponibles pour la complexation d’un métal. De
maniére générale, les pH neutres et Iégerement basiques favorisent plus la complexation des métaux par
les substances humiques que les pH acides [118]. A contrario, la force ionique semble ne pas influencer
grandement cette complexation : une étude donne des valeurs de constantes de complexation qui varient
de moins de 3 % entre 0,02 et 0,20 mol.kg™ [119].

Pour finir, I’extrapolation aux éléments traces conduit a de grossieres erreurs dans le cas des substances
humiques, étant donné que les constantes apparentes dépendent de la concentration en métal [118,120].
En effet, de par I’hétérogénéité de la matiére organique, le métal est complexé par les sites les plus forts
et ensuite par les sites faibles induisant une dépendance des constantes de complexation a la

concentration en métal.

3.4. Systéme ternaire

Pour aller plus loin dans la compréhension des effets de la matiére organique sur la migration des
actinides dans I’environnement et appréhender de fagon compléte ce phénomene, il est indispensable de
prendre en compte les interactions ternaires entre la matiére organique, les phases minérales et les
actinides. Par exemple, une diminution de plus de deux ordres de grandeur de la sorption de I’américium
et du plutonium sur une phase minérale est observée lors de ’augmentation de la concentration en
matiere organique de 0,4 a 15 mgC.L™ dans ce systéme [101]. Ces phénoménes sont plus marqués pour
les actinides particulierement sensibles & la complexation par la matiére organique comme les actinides
trivalents et tétravalents.

Un autre aspect de cette chimie tripartite est la réduction des actinides(V) dans certaines conditions de
pH acide et en milieu anaérobique par les substances humiques augmente leur capacité a se sorber sur

les surfaces minérales.
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Un projet européen nommé FUNMIG pour la « compréhension et la prédiction du comportement des
systemes ternaires : radionucléides, humiques et phase minéral » travaille sur I’optimisation des codes

de modélisation depuis 2006 en étudiant, notamment, les systémes ternaires [121].

3.5. Cinétique
La connaissance des phénoménes thermodynamiques est bien supérieure a celle des phénomenes
cinétiques, une réelle lacune a ce sujet est observée [122]. La plupart des travaux sur la cinétique
concernent essentiellement les propriétés réductrices des substances humiques [123,124]. Ces travaux
proposent que la réduction des actinides par la matiére organique est accélérée par la présence de lumiére
et de cations divalents tels que le calcium ou le magnésium. Quelques rares études décrivent les
cinétiques de complexation avec les ligands organiques. La complexation d’UQ,?* avec les acides
humiques ou les cinétiques de dissociation entre un métal et des substances humique sont deux exemples
d’études cinétiques [101,125,126]. A I’heure actuelle, il semblerait que les réactions de dissociation
entre un métal et les substances humiques soient réversibles mais caractérisées par une cinétique lente.
Les autres aspects de la cinétique des substances humiques sont encore peu étudiés alors que la
connaissance des cinétiques lentes et rapides est importante pour quantifier la migration et la

biodisponibilité des radionucléides [126].

4. Conclusion du chapitre

Dans un premier temps, ce chapitre met en évidence la complexité des études concernant la radiochimie.
Bien que la chimie des actinides revét un intérét particulier pour deux enjeux majeurs du XXI®™ qui
sont I’énergie et la défense, de nombreuses lacunes a son sujet sont relevées dans la littérature.

En effet, les actinides sont tous des radioéléments : ils sont radioactifs et leur manipulation nécessite des
autorisations, la mise en place de moyens de radioprotection et une gestion des déchets particuliere
rendant leur étude particulierement complexe du point de vue pratique. L’utilisation d’instruments de

pointe permettant la détection de ces éléments a 1’état de trace pour prémunir 1’expérimentateur des
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radiations est indispensable. Aux difficultés pratiques engendrées par la radioactivité de ces éléments
s’ajoutent les difficultés administratives et 1égales permettant I’utilisation de certains éléments dans le
cadre d’études scientifiques, notamment pour le plutonium dont la prolifération est largement contrélée
par les autorités compétentes.

Outres les difficultés administratives, légales et pratiques engendrées par la radioactivité de ces
éléments, la complexité de la radiochimie provient de la structure électronique de cette famille. En effet,
celle-ci confére aux actinides une grande richesse de degrés d’oxydation et ce, méme pour un seul
élément. Par exemple, le plutonium et le neptunium présentent cinq degrés d’oxydation différents en
solution conférant a chacun des propriétés physico-chimiques différentes a ces deux actinides. De plus,
les faibles valeurs de potentiels standards qui séparent ces différents degrés d’oxydation accordent une
chimie unique et riche a ces éléments qui peuvent présenter simultanément plusieurs degrés d’oxydation
en solution.

A T’heure actuelle, de nombreuses équipes de recherche continuent a étudier la chimie des actinides, le
plus souvent dans la cadre de systémes simples et particulierement bien maitrisés notamment pour la
détermination de grandeurs thermodynamiques. Cependant, les études concernant les milieux complexes
et moins bien maitrisés tels que les systémes naturels se font plus discrétes.

L’étude qui suit permettra de participer a la compréhension du comportement des actinides en milieu

complexe et naturel en présence de substances humiques.

Dans un deuxiéme temps, ce chapitre souligne la complexité de I’étude des substances humiques. En
effet, bien qu’omniprésentes dans 1’environnement, ces substances qui forment un mélange complexe et
hétérogene de diverses macromolécules dont la composition et la structure dépendant de leur origine,
sont encore difficilement étudiées.

Jusqu’a présent, cette caractérisation encore incompléte des substances humiques ne permet pas de
comprendre leur réactivité vis-a-vis de métaux d’intérét a 1’échelle microscopique, celle-ci dépend des
groupements fonctionnels qui les composent, de leur structure et concentration. Les molécules
constituant les substances humiques présentent de nombreux sites réactifs comme les acides

carboxyliques qui sont connus pour leur pouvoir complexant. En effet, il est estimé que la majorité de
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la complexation des métaux par les substances humiques met en jeu des fonctions carboxyliques ou
phénoliques.

Cependant, bien que des modeles représentant la réactivité des substances humiques vis-a-vis d’un
¢lément d’intérét a 1’échelle macroscopique soient en développement depuis une vingtaine d’années, les
études actuelles ne permettent pas de présager de leur réactivité apres caractérisation et de comprendre
la complexation a 1’échelle microscopique.

Ainsi, la deuxieme partie de ce rapport est dédiée a la caractérisation microscopique des substances
humiques en vue d’approfondir les connaissances acquises jusqu’a présent sur le comportement réactif

de celles-ci.

Pour finir, ce chapitre montre les lacunes scientifiques concernant la compréhension de la complexation
des actinides par la matiére organique. En effet, celle-ci a été observée il y a une vingtaine d’année sur
des sites d’essais nucléaires du Nevada Test Site mais les phénoménes qui la régissent ne sont toujours
pas déterminés.

Aujourd’hui, des études montrent une complexation préférentielle des actinides aux degrés d’oxydation
(1) et (IV) et mettent en évidence I’influence de quelques paramétres comme le pH, la force ionique du
milieu et la concentration en métaux sur la complexation. Cependant, les informations obtenues
dépendent de la technique utilisée puisqu’elles reflétent le comportement des métaux dans des conditions
particuliéres plutdt que leur comportement absolu.

Cette dépendance des résultats est liée aux techniques employées confirme ainsi I’intérét d’une approche
microscopique répondant a la nécessité d’acquérir des données expérimentales pour participer a la
compréhension des phénoménes de migration des actinides dans 1’environnement. Cette approche
présente donc un intérét particulier pour le contr6le et la prédiction de la mobilisation des radionucléides

dans ’environnement.
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CHAPITRE I :

L’UTILISATION DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE TRES

HAUTE RESOLUTION POUR LA  CARACTERISATION

MOLECULAIRE DES SUBSTANCES HUMIQUES
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1. Stratégie analytique

Cette étude sur la détermination des interactions entre les actinides et les substances humiques
commence par une caractérisation a 1’échelle moléculaire de la matiére organique. En effet, la
complexité et ’hétérogénéité des substances humiques, dont la composition est dépendante de 1’origine,
nécessite ’utilisation d’une technique telle que la spectrométrie de masse trés haute résolution pour
caractériser cette matiére et, in fine, pour comprendre les phénomenes de complexation des métaux par

celle-ci.
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Jusqu’a présent, une dépendance des résultats des études de la complexation de métaux par la matiere
organique liée aux techniques macroscopiques employées était observée. Cette dépendance s’explique
par le fait que chaque technique n’étudie qu’un aspect particulier du comportement des substances
humiques et confirme ainsi I’intérét d’une approche microscopique répondant a la nécessité d’acquérir
des données expérimentales précises et non globales. Dans cette démarche, une méthode de
caractérisation structurale a I’échelle moléculaire de la matiére organique par spectrométrie de masse
tres haute résolution est développée.

Dans un premier temps, aprés une optimisation des conditions d’analyses pour des échantillons de
matiere organique, une source d’ionisation par électrospray (ESI) et un spectrométre de masse de type
FTICR-MS (SolariX, Bruker™) ont été utilisés pour acquérir des spectres de masse d’échantillons de
substances humiques. La source d’ionisation ESI est considérée comme « douce » et permet I’ionisation
d’une large gamme de composés sans dégradation structurale théorique des composés ionisés. Cette
étape d’ionisation est indispensable pour I’analyse des échantillons par le spectrométre de masse dont
la trés haute résolution (résolution maximale = 800 000) permet théoriquement de déterminer la masse
exacte de tous les composés ionisés dont la différence de masse est supérieure a 0,0005 unités de masse.
Dans un second temps, apres avoir optimisé la méthode instrumentale, les spectres de masse ont été
analysés par un algorithme permettant le traitement numérique de grandes quantités de données afin de
proposer une composition moléculaire pour chaque masse déterminée par la spectrométrie de masse.
Ensuite, une méthodologie de traitement de données a été développée afin d’extraire le maximum
d’informations des spectres de masse pouvant apporter une meilleure compréhension des phénomenes
de complexation des substances humiques.

Pour finir, cing échantillons de matieres organiques naturelles fulviques et humiques ont été étudiés
selon la méthodologie développée afin les caractériser au mieux, de les comparer en fonction de leur
nature et origine et d’acquérir le maximum sur les paramétres pouvant influencer la complexation des
actinides par ces échantillons.

Afin que ces travaux puissent étre comparés, a posteriori, les échantillons analysés sont des standards

de référence disponibles a la vente.
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2. Outils analytiques : principes et instrumentation

2.1. Principes
La spectrométrie de masse haute résolution permet 1’identification des masses exactes des molécules
analysées. La résolution d’un spectrométre de masse est définie comme le rapport entre la masse d’un

ion et la différence entre le pic de I’ion considéré et un pic voisin différenciable. Il est noté (m/Am).
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Ci4Hy50N,Cl, 29705521
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4 1 -131ppm 29708423
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Figure 7 : Importance de la haute résolution pour la qualité d’assignement et la séparation de masses

proches [127]

En d’autres termes, la résolution d’un spectrométre, représente sa capacité a séparer deux masses
proches. Par exemple, la Figure 7 montre I’importance de 1’utilisation de la haute résolution pour la
séparation des masses proches et la diminution de 1’erreur induite par la mesure (ici, mesurée en ppm).
Pour étre analysés par spectrométrie de masse, les échantillons étudiés doivent étre ionisés. Dans le
cadre de cette étude, la source d’ionisation ESI a été privilégiée afin de conserver au maximum la

structure des molécules analysees.

2.2. La source d’lonisation ElectroSpray (ESI)
L’électronébulisation, aussi appelée électrospray et portant I’acronyme ESI, a été utilisée pour sa
« douceur ». En effet, elle permet 1’ionisation de composés thermosensibles, polaires et non volatils en
phase liquide, a pression atmosphérique et a température ambiante. Le phénoméne d’ionisation par ESI
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peut étre décrit en trois étapes : (i) la production de petites gouttes chargées, (ii) la fission des gouttes,
(iii) la libération des ions désolvatés en phase gazeuse pour conduire a la formation d’ions protonés
[M+nH]™ ou déprotonés [M-nH]™, d’ions adduits et rarement d’espéces radicalaires.

Dans un premier temps, 1’échantillon liquide est introduit dans un capillaire métallique porté a un fort
potentiel électrique (3 a 6 kV). A proximité, une contre électrode crée un champ électrique intense
permettant d’accumuler les charges électriques a la surface du liquide dont la nature dépend de la polarité
appliquée au capillaire. Un spray de gouttelettes multichargées est créé sous forme d’un céne appelé
cone de Taylor (Figure 8).

Dans un second temps, la taille des gouttelettes formées diminue par évaporation. Lorsque les forces
répulsives électrostatiques entre les charges de méme signe deviennent supérieures aux forces de
cohésion dues aux tensions de surface, la limite de Rayleigh est atteinte entrainant une explosion
coulombienne. Les gouttelettes se divisent en gouttelettes de plus petite taille. Les gouttelettes suivent
un cycle de plusieurs explosions coulombiennes mais la formation de ces gouttes de plus en plus fines

n’explique pas complétement le passage des ions & un état complétement désolvaté.
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Figure 8 : Représentation schématique d’une source électrospray d’aprés [128]
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La troisiéme et derniére étape de la désolvatation des ions par ESI reste encore en discussion. En effet,
certains auteurs proposent que les explosions coulombiennes se poursuivent jusqu’a ce qu’il ne reste
plus qu’un seul ion par gouttelette [129,130]. Une autre vision propose qu’a partir d’un rayon inférieur
a 10 nm, la tension de surface de la gouttelette est suffisamment élevée pour permettre 1’éjection d’un
ion présent a sa surface. A I’heure actuelle, il semblerait que ce modéle soit plus représentatif de la
formation de petits ions en phase gazeuse, alors que le premier modéle semble mieux convenir a
I’explication de la formation de macromolécules chargées en phase gazeuse [130].

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

entrainer la formation d’ions multichargés.

2.3. Spectrometre de masse trés haute résolution de type FTICR-MS

Bien que les travaux sur son développement aient commencés en 1974, la spectrométrie FTICR-MS
(Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry) reste moins répandue que son
homologue Orbitrap™ qui est moins onéreux et demande une installation moins complexe notamment
pour le fonctionnement et 1’entretien de 1’aimant supraconducteur utilisé pour la création du champ
magnétique [131].

Dans le cadre de ces travaux, I’instrument utilisé est un Qh-FTICR SolariX™ commercialisé par la
société Bruker (Billerica, MA, Etats-Unis). Il est équipé d’un systéeme de focalisation d’ions « ions
funnel », d’une cellule cylindrique dite « infinie » et d’un aimant supraconducteur de sept teslas (Figure

9).
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Figure 9 : Représentation schématique d’un spectromeétre de masse FTICR

La méthode de séparation des ions dans un spectrométre de masse de type FTICR-MS peut étre assimilée
a celle d’un Orbitrap™. Dans un FTICR-MS, les ions sont injectés par paquets dans une cellule
(cyclotronique) appelée « Trappe de Penning » ot un champ électrique entraine les ions pour les séparer
en fonction de leur fréquence de résonnance cyclotronique, contrairement a 1’Orbitrap™ dans lequel les
ions ont une trajectoire initiée par leur vitesse cinétique.

Physiquement, le FTICR-MS est un analyseur commercialisé sous plusieurs géométries qui reposent sur
le méme principe : la création d’un champ magnétique intense et homogene. L’analyseur, appelé trappe
de Penning, peut étre représenté comme une succession cylindrique d’¢électrodes d’excitation et de
détection (Figure 10) [131]. La particularité de cette cellule est imputable a la trés basse pression qui y
réegne (10° mbar), celle-ci permet le maintien d’ion dans la cellule sur des périodes de quelques
millisecondes a quelques heures et permet ainsi le suivi de réactions, dissociations ou modifications de

conformation en temps réel [132].

Figure 10 : Représentation schématique d’une cellule ICR ou T sont les trappes de piégeage ouvertes ; E,
les électrodes d’excitation ; D, les électrodes de détection et B, la direction de champ magnétique induit,

d’aprés [132]
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Dans la cellule, les ions sont soumis a un champ électrique oscillant induit par I’application de
radiofréquences aux électrodes d’excitation. Lorsque la radiofréquence est identique a la fréquence de
résonnance cyclotronique des ions définie par I’équation (17), ils sont excités et décrivent une trajectoire
circulaire dans la cellule qui permet aux plaques de détection de mesurer un champ induit par leur
passage. La fréquence cyclotronique étant inversement proportionnelle au rapport m/z (17). La mesure
du signal sinusoidal amorti induit mesuré par les plagues de détection et son traitement par une

transformée de Fourier permet, ainsi, 1’obtention de spectres de masse [133].

B
o = 5o (17)

m
ou . est la fréquence cyclotronique dépendant du champ magnétique By et du rapport charge sur masse
z/m.

Les FTICR-MS sont caractérisés par un trés haut pouvoir résolutif particuliérement adapté a I’analyse

de mélanges complexes.
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Figure 11 : Représentation schématique de I’excitation et de la mesure des ions dans une cellule ICR,

d’aprés [131]

Le FTICR-MS est également équipé d’une cellule CID (Collision-Induced Dissociation) qui autorise la
formation de fragments par 1’augmentation de la pression en gaz neutre qui permet la collision et la

fragmentation des ions pour atteindre une information structurale supplémentaire.
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3. Analyse de la matiére organique par spectrométrie de masse a I’échelle moléculaire

La tres haute résolution du FTICR-MS est mise a contribution, dans cette partie, pour la description d’un
échantillon d’acides fulviques de référence a 1’échelle moléculaire, commercialisé par 1’ International
Humic Substances Society™ (Denver, Colorado, USA). Cette partie expérimentale propose une
méthodologie pour ’exploitation des données de masse acquises par spectrométrie de masse afin
d’extraire le maximum d’informations des analyses effectuées et de caractériser au mieux la matiére

organique naturelle.

3.1. Conditions expérimentales
3.1.1.Préparation des échantillons

Cette partie présente la description moléculaire d’un échantillon de référence d’acides fulviques nommé
SRFA (pour Suwannee River Fulvic Acids) commercialisé par ’'THSS™. Cet échantillon est extrait de
la riviére Suwannee située dans les marécages d’Okefenokee dans le sud de la Géorgie selon le protocole
développé et utilisé par ’'THSS™. La riviere Suwannee est une riviere « d’eau noire » riche en matiére
organique issue majoritairement de la décomposition végétale dont la concentration en carbone
organique dissout est comprise entre 25 et 75 mg.L™%. L échantillon est conservé sous forme de poudre
brune dans 1’obscurité jusqu’a utilisation.

Avant analyse, la matiére organique est dissoute dans de 1’eau ultra pure (Millipore Alpha Q,
18,2 MQ.cm) a une concentration de 600 mg.L* puis conservée dans ’obscurité a 4 °C. La matiére
organique est analysée dans les cing jours qui suivent la dissolution. Pour chaque analyse, une aliquote
de la solution mére est prélevée.

En vue de favoriser la désolvatation de 1’analyte par la source ESI, du méthanol est ajouté a I’aliquote
prélevée. Le pourcentage volumique en méthanol utilisé est fixé a 30 % (ACS reagent > 99,8 %, Sigma-
Aldrich™). Ce parametre a été optimisé (Figure 12) afin de permettre une désolvatation correcte sans

engendrer de diminution de I’intensité du signal mesuré par le spectrometre de masse.
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Figure 12 : Influence du pourcentage volumique en méthanol dans I’analyte sur les spectres de masse
obtenus par le ESI-FTICR-MS 7 T pour I’analyse d’un échantillon de matiére organique naturelle

(Suwannee River Fulvic Acid) en mode positif

La Figure 12 ne met pas en évidence un déplacement de la distribution en masse des ions détectés. Ce
premier résultat permet d’affirmer qu’aucune agrégation ou précipitation de la matiére organique n’est
observable malgré la modification de la polarité de la solution et les conséquences induites sur les effets
de charges. Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus par I’équipe d’E. Kujawinski [134].
Cependant, avec I’augmentation de la teneur en méthanol dans 1’analyte, une diminution du nombre
d’ions détectés est observée : I’analyte contant 30 % de méthanol permet la détection de plus de 23 000
ions alors que I’analyte contant 70 % de méthanol permet d’en détecter moins de 14 000. Cette
observation, également faite par les équipes de T. L. Brown et de M. C. Kido Soule, peut étre expliquée
d’une part par une dilution des substances humiques lors de I’augmentation du pourcentage de méthanol
mais aussi par I’ajout de quelques « polluants » contenus dans le méthanol augmentant localement le
bruit de fond supprimant, ainsi, 1’observation des ions présentant les intensités les plus faibles [135,136].

L’équipe d’Alessandro Piccolo met, également, en évidence une influence du pourcentage de la teneur
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en méthanol sur le type de substances humiques accumulées a la surface des gouttelettes et ionisées par
ESI [137,138]. Pour finir, une réaction entre le méthanol et les acides carboxyliques des substances
humiques peut étre également étre envisagée. Ainsi, le pourcentage volumique de méthanol dans
I’analyte est fixé a 30 %.

Pour finir, I’ajout de laurysulfate de sodium (ACS reagent > 99,0 %, Sigma-Aldrich™) et de
taurocholate de sodium (TLC > 97,0 %, Sigma-Aldrich™) a 1’analyte permet une calibration post-

acquisition des spectres de masse obtenus.

3.1.2. lonisation de la matiére organique
La source d’ionisation utilisée est une source micro-électrospray Appolo™ II commercialisée par la
société Bruker™ (Billerica, MA, Etats-Unis) dont les parametres instrumentaux ont été optimisés afin
d’obtenir la meilleure intensité de signal possible pour nos échantillons. Toutes les analyses réalisées
dans ce chapitre ont été effectuées dans les mémes conditions d’ionisation : la différence de potentiel
appliquée entre le capillaire et la contre-électrode est de 3 kV pour les acquisitions en mode négatif et
de 4,5 kV en mode positif, le débit d’infusion est fixé a 10 ul.min pour les acquisitions en mode négatif

et 120 pl.min"t en mode positif. L ensemble des paramétres instrumentaux sont référencés en Annexe 1.

3.1.3. Acquisition de spectres de masse

Les spectres de masse présentés dans cette partie sont obtenus avec le spectrométre de masse FTICR
SolariX™ commercialisé par la société Bruker™ (Billerica, MA, Etats-Unis) et équipé d’un aimant
supraconducteur sept teslas mis a notre disposition par le laboratoire de Chimie Structurale Organique
et Biologique de I’Université Pierre et Marie Curie (Paris VI). Cet instrument est caractérisé par son fort
pouvoir résolutif avec une résolution annonceée par le fabriquant de 800 000.

Une optimisation des paramétres d’acquisition a été réalisée et permet d’extraire un maximum
d’informations de chaque spectre de masse. Les parametres retenus permettent 1’obtention de spectres
de masse présentant le plus grand nombre d’ions détectés (dont le rapport signal sur bruit est supérieur
a trois). Par exemple, le temps d’accumulation a été optimisé. C’est un paramétre qui définit le temps

durant lequel les ions sont accumulés avant d’étre injectés dans le cyclotron.
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Figure 13 : Influence du temps d'accumulation sur les spectres de masse obtenus par FTICR-MS 7 T pour

I’analyse d’un échantillon de matié¢re organique naturelle (Suwannee River Fulvic Acid) en mode positif

Bien que le spectre obtenu avec un temps d’accumulation de 3 secondes semble présenter une
distribution et une intensité correctes des masses, il ne permet la détection que de la moitié des ions
détectés avec un temps d’accumulation de 4 secondes dans la cellule (Tableau 6). Cette valeur sera

conservée pour I’ensemble des analyses présentées dans ce chapitre.

Tableau 6 : Influence du temps d'accumulation sur le nombre d’ions détectés par FTICR-MS 7 T pour un

échantillon de matiére organique naturelle (Suwannee River Fulvic Acid) en mode positif

Temps d'accumulation (s) Intensité maximale Nombre d’ion détectés
2 6,00.107 12 021
3 2,40.107 12 517
4 1,40.107 23 243
5 6,60.107 19141

Le parametre nommé « gm1 » et ayant « m/z » pour unité a été optimisé. Celui-ci permet de favoriser le
transfert d’une certaine gamme de masse dans ’analyseur et conditionne la forme du spectre. Ce

parametre est rarement présenté dans la littérature malgre sa tres forte influence sur les résultats obtenus.
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Figure 14 : Influence du parametre « gml » sur les spectres de masse obtenus par FTICR-MS 7 T pour

I’analyse d’un échantillon de matié¢re organique naturelle (Suwannee River Fulvic Acid) en mode négatif

La Figure 14 met en évidence I’influence drastique du paramétre « gm1 » sur la distribution des masses.
En effet, pour une valeur de gm1 de 100 m/z, le transfert des masses les plus faibles est favorisé et

inversement pour des valeurs de gm1 plus élevées.

Tableau 7 : Influence du paramétre qml sur le nombre d’ions détectés par FTICR-MS 7 T pour un

échantillon de matiére organique naturelle (Suwannee River Fulvic Acid) en mode négatif

Valeur du parametre gqm1 (m/z) Nombre d’ions détectés

100 4 882
300 8130
350 23 343

Le Tableau 7 montre I’influence du paramétre qml sur le nombre d’ions détectés lors d’une analyse
d’un échantillon de matiére organique naturel. Une valeur de ce parametre de 350 m/z permet la

détection du plus grand nombre d’ions. De plus, une analyse plus fine des spectres de masse montre que,
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malgré la faible intensité de masses supérieures a 600 daltons, le spectre obtenu avec un gm1 de 350
m/z propose autant d’ions dont la masse est comprise entre 600 et 700 daltons que celui obtenu avec un
gml de 100 m/z. La valeur de 350 m/z. Pour les raisons précitées, le parametre gm1 sera fixé a 350 m/z
pour les analyses en mode négatif.

Toutes les analyses réalisées sur le spectrométre de masse FTICR ont été effectuées dans les mémes
conditions. La concentration de 600 mg.L? de notre échantillon autorise I’acquisition de spectres de
masse exploitable avec des temps d’accumulation (4 secondes) dans 1’hexapole dont la fréquence est
fixée & 5 Mhz et des nombres d’acquisition (30 scans par analyse). L’intégralité des parameétres
instrumentaux utilisés est présentée en Annexe 1.

Pour chaque analyse, les masses obtenues sont étalonnées post-acquisition a 1’aide de la présence
naturelle de quatorze acides gras dans les échantillons de substances humiques dont les masses sont

réparties entre 100 et 465 daltons.

3.2. Résultats obtenus et discussion
3.2.1.Spectres de masse obtenus
Historiquement, 1’analyse de matiére organique naturelle par spectrométric de masse était
principalement réalisée en mode positif car cette méthodologie d’analyse a été empruntée a 1’étude des
protéines, quasi-exclusivement, effectuée en mode positif. Cependant I’analyse de la mati¢re organique
en mode négatif permet d’atteindre des informations structurales complémentaires car elle favorise
I’ionisation d’un certain nombre de molécules différentes telles que les acides carboxyliques. Pour cette
raison, les deux modes d’acquisition ont été utilisés pour la réalisation de ces travaux.
L’analyse d’un échantillon d’acides fulviques de « Suwannee River » par spectromeétre de masse FTICR
est représentée sur la Figure 15. Elle montre une différence notable entre les deux modes d’ionisation.
En effet, dans nos conditions, 1’ionisation en mode positif favorise la détection d’ions dont le rapport
m/z est compris entre deux et huit cents daltons avec une intensité maximale environnant quatre cent
trente daltons alors que I’ionisation en mode négatif favorise la détection d’ion de masse plus faible

(entre cent cinquante et six cents daltons) avec une intensité maximale proche de trois cent dix daltons.
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Figure 15 : Spectres de masse tres haute résolution d’acides fulviques « Suwannee River » a 600 mg.L* dans
30 % volumique de méthanol obtenus avec un ESI-FTICR-MS 7 T en mode positif (a) détectant 70 266 ions

et négatif (b) détectant 72 241 ions avec un zoom de la région des m/z = 361 da
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Quelques études reportent cette observation qui peut étre expliquée par une ionisation préférentielle de
molécules différentes selon le mode d’ionisation [139-144]. En effet, le processus d’ionisation en ESI
favoriserait 1’observation d’ions portant des fonctions carboxyliques ou phénoligques, par déprotonation,
en mode négatif. Le mode d’acquisition positif, favoriserait 1’ionisation des molécules portant des
fonctions amines par protonation. Cette hypothése sera vérifiée par le traitement des spectres de masse
obtenus (section 3.2.3.2. Types de molécules composant 1’échantillon, page 82).

Une discrimination basée sur une limite de détection définie comme étant égale a un rapport signal sur
bruit, noté S/N, de trois a été choisie et permet d’écarter les faux positifs avec une probabilité de 89 %.
Cette discrimination permet de mettre en évidence 70 266 pics sur le spectre de masse acquis en mode
positif et 72 241 pics en mode négatif.

Chaque pic détecté par le spectrométre représente la masse d’un ion dont la nature pseudo-moléculaire
(IM+H]" ou [M-H]") ou adduit ([M+Na]*) ne peut étre discuté qu’aprés un traitement avancé du spectre
de masse (3.2.3. Analyse élémentaire de substances humiques, page 81).

Les pics observés pour des rapports m/z (masse sur taille) égaux a 279 et 410 da sur le spectre de masse
positif et a 514 da sur le spectre de masse négatif sont induits par une pollution contenue dans le
méthanol qui sert a préparer les échantillons ou a la présence d’un calibrant interne (Figure 15).

Une analyse des spectres de masse a une échelle plus fine permet d’atteindre une certaine information
structurale par filiation entre molécules. Par exemple, sur la Figure 16, une différence de masse exacte
de 14,01565 daltons, équivalente a la masse d’un groupement CHa, entre deux pics suggére 1’existence
de deux molécules dont la structure ne differe que d’un groupement CH,. Le méme raisonnement peut
étre appliqué a deux molécules séparées par une masse exacte de 2,01565 daltons (masse exacte de deux
atomes d’hydrogene) pour supposer la présence de deux molécules qui ne différent seulement que d’une
insaturation. De la méme facon, I’existence d’isotopes due a la présence naturelle de *C est mise en
évidence par I’observation de deux pics séparés d’une masse de 1,00335 dalton pour les ions mono-

chargés (représentés en rouge sur la Figure 16). Ainsi, la présence quasi exclusive d’ion mono-chargé a
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été vérifiée'®. Cette observation sur le comportement des substances humiques ionisées par une source

électrospray est en accord avec le constat reporté par quelques auteurs [141,142,145,146].
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Figure 16 : Spectre de masse trés haute résolution d’acides fulviques « Suwannee River » a 600 mg.L™* dans
30 % volumique d’éthanol obtenu avec un ESI-FTICR 7T da en mode positif centré entre 336 et 356 da

pour mettre en évidence les relations entre différentes masses

Cette premiére analyse qualitative des spectres de masse permet de proposer un nombre et une
distribution des molécules issues d’un échantillon d’acides fulviques ionisé par une source électrospray,
de discuter qualitativement de ’effet du mode d’ionisation et d’apporter quelques premiéres
informations structurales. Cependant, un traitement numérique des spectres de masse est indispensable

pour acquérir des informations structurales complémentaires.

16 |_a condition sine qua non pour que deux masses soient séparées d’un rapport m/z de 1,00335 da (différence de

masse entre un *2C et 3C) est que la charge des molécules soit égale a 1.
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3.2.2.Traitement numérique des spectres de masse

L’analyse des spectres de masse obtenus est extrémement complexe de par le nombre d’ions détectés
mais aussi par le nombre de combinaison élémentaire pouvant étre assigné a chacune d’entre elles. Par
exemple, plus de 400 combinaisons d’atomes (C, H, O, N, P, S) permettraient de décrire une molécule
de 607,1028 da avec une erreur inférieure a 0,9 ppm.

Dans le cadre de cette étude, et par souci de fiabilité, I’assignement de chaque masse permettant la
détermination des formules élémentaires des molécules présentent dans I’échantillon de matiére
organique analysé est réalisée par une adaptation du code de calcul appelé CIA (Compound
Identification Algorithm). Ce code de calcul est en perpétuel développement par Elizabeth B.

Kujawinski depuis 2006 [134,147]. Un organigramme représentant son fonctionnement est exposé
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Figure 17 : Représentation de I’algorithme de calcul CIA
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L’identification des composés par le code CIA repose sur trois étapes dont la premiére est le traitement
des données d’entrée. Le code calcule simplement la « masse neutre » de chaque composé en ajoutant
la masse d’un proton et en soustrayant la masse d’un électron pour les spectres acquis en mode négatif
et inversement pour le mode positif. Cette correction est possible lorsque les ions formés par la source
sont mono-chargeés (3.2.1. Spectres de masse obtenus, page 75). Le code prend également en compte les
adduits sodium formés en positif.

La seconde étape du calcul consiste a assigner une formule élémentaire & chaque pic avec une erreur
inférieure a 1 ppm. Dans un premier temps, le code calcule la différence exacte entre chaque masse et
I’ensemble des autres masses du spectre afin déterminer une analogie structurale entre le maximum de
molécules. Pour cela, les différences de masse calculées sont comparées a la masse de groupement

chimique choisis, a priori, dont quelques exemples sont rapportés sur le Tableau 8.

Tableau 8 : Exemples de groupements utilisés par le code CIA pour la recherche d’analogies structurales

entre molécules

Groupement Masse exacte | Groupement  Masse exacte | Groupement  Masse exacte
fonctionnel (Da) fonctionnel (Da) fonctionnel (Da)
CH: 14,01565 CaHq4 44,02621 0] 15,99491
A (CHs-0) 0,03639 CO; 43,98983 CH 15,01080
H> 2,01565 C:H20 42,01056 NH 13,00783

Ensuite, une fois que toutes les relations entre les différentes masses ont été définies, le code assigne
une formule brute a chaque masse. Pour ce faire, une masse est choisie par le programme qui vérifie si
une formule brute lui a déja été assignée avec une erreur!’ inférieure a 1 ppm. Si ce n’est pas le cas, le
code détermine une formule élémentaire avec une erreur la plus faible possible en testant toutes les
combinaisons possibles de carbone, d’hydrogéne, d’oxygéne et d’azote , notés respectivement C, H, O
et N, en respectant quelques criteres. Tout d’abord, les rapports entre le nombre d’atomes d’hydrogene,

d’azote et d’oxygene et le nombre de carbone sont bornés : 02 <H/C<2C+N+2;0<N/C<13;

17 L’erreur est définie comme la différence entre la masse mesurée et la masse calculée a de partir de la formule

élémentaire assignée.
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0 <0O/C < 1,2. Ensuite, le nombre d’atomes d’azote et d’hydrogéne respecte la régle de 1’azote®. Si le
code ne permet pas d’assigner de formule élémentaire a une masse en respectant le critére de précision
imposé (une erreur inférieure a 1 ppm), les atomes de phosphore, de soufre et de sodium sont ajoutés a
la boucle de calcul. Les critéres suivants sont testés : 0 <P/C < 0,3 et 0 <S/C < 0,8 avec P et S étant
respectivement le nombre d’atomes de phosphore et de soufre. Une fois que la formule brute est
assignée, le programme recalcule les formules brutes des composés ayant une relation structurale liée
aux groupements fonctionnels (déterminée précédemment) par addition ou soustraction du (ou des)
groupement(s) fonctionnel(s). La formule élémentaire recalculée remplace la formule élémentaire
initialement déterminée si I’erreur est réduite.

Le code répete la procédure précédente pour toutes les masses inférieures a cing cents daltons. Au-dela
de cette masse, le nombre de combinaisons d’éléments est trop grand pour proposer un résultat fiable.
Les formules élémentaires sont alors assignées uniquement par analogie de groupements fonctionnels
avec les masses moléculaire inférieures.

La derniére étape du code consiste a discriminer les pics induits par la présence de *C des autres pics

par la détermination des masses séparées par exactement 1,00335 dalton.

3.2.3.Analyse élémentaire de substances humiques
3.2.3.1. Résultats obtenus
Le code CIA, décrit ci-dessus, permet d’attribuer 28 647 formules élémentaires pour le spectre de masse
acquis en mode positif et 30 308 en mode négatif. Parmi les 58 955 formules élémentaires déterminées
au total pour cet échantillon, 3 884 ont été identifiées par les deux modes d’ionisation. Une analyse des
formules élémentaires attribuées permet d’affirmer que, dans les conditions d’ionisation utilisées en
mode positif, la formation d’ions pseudo-moléculaires [M+H]* est largement favorisée par rapport a la
formation d’adduits [M+Na]* puisqu’aucune formule brute ne porte de sodium. Bien que certaines
¢tudes proposent la formation d’adduit lors de 1’ionisation des substances humiques par 1’¢électrospray,

I’observation réalisée est en accord avec d’autres études menées précédemment [141-143].

18 Toute molécule organique de masse molaire impaire contient un nombre impair d’atomes d’azote.
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3.2.3.2. Types de molécules composant 1’échantillon
Le nombre de données obtenues par échantillon (environ trente mille formules élémentaires par analyse
de forme CHONSP) rend délicate 1’analyse direct des résultats. Une fagon d’exploiter ces résultats est
la reconstruction des spectres de masse obtenus en discriminant les contributions de chaque type de
molécules. La Figure 18 représente la contribution des molécules composées uniquement de C, H, O et
de C, H, O et N. Ces deux types de formules élémentaires représentent pres de trois quart des molécules

déterminées par code pour I’échantillon d’acides fulviques de Suwannee River.
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Figure 18 : Reconstruction du spectre de masse de SRFA a 600 mg.L* a partir de la contribution de chaque

type de molécule (acquisition en mode positif (a) et en mode négatif (b))

Sur la Figure 18, une différence significative est observable entre 1’acquisition en mode positif et négatif,
notamment pour les CHO et les CHON ; cette observation est en accord avec les mecanismes
d’ionisations supposés (section 4.2.2. Spectres de masse obtenus, page 93). En effet, I’ionisation des
molécules de type CHON semble étre favorisée en mode positif par protonation de groupements
préférentiels azotés comme les amines par exemple. Le mode négatif, quant a lui, semble favoriser
I’ionisation des molécules de type CHO par la déprotonation des acides carboxyliques. Ces résultats
sont en bon accord avec 1’observation des molécules ionisées dans les deux modes d’ionisation (positif
et négatif). En effet, 60 % d’entres elles portent au moins un atome d’azote et deux d’oxygeéne et sont
donc potentiellement caractérisées par un groupement fonctionnel amine et carboxylique. Cependant,

ces mécanismes ne sont pas les seuls permettant 1’ionisation des molécules organiques détectées. En

82



II. L’utilisation de la spectrométrie de masse trés haute résolution pour la caractérisation moléculaire des substances humiques

effet, 32 % des molécules ionisées par les deux modes ne portent aucun azote. Cette observation montre
gue la source ESI permet la protonation ou déprotonation d’autres sites réactionnels que ceux proposés
précédemment.

Le résultat présenté par la Figure 16 peut étre proposeé de fagon quantitative : la Figure 19 représente la
contribution (pondérée par 1’intensité) de chaque type des molécules déterminées par le code. Elle
permet de vérifier la forte prédominance des molécules de type CHON et, dans de moindres mesures,
des molécules de type CHO, CHONS et CHONP. Cependant, la spectrométrie de masse ESI-FTICR
n’est pas une technique quantitative et que les intensités des signaux utilisés pour le calcul du
pourcentage de chaque type de molécules n’est représentative que de la propension des molécules a étre
ionisées mais pas de la composition réelle de 1’échantillon. Cette représentation, permet ainsi de mettre

en évidence une efficacité d’ionisation de chaque type de molécule dépendante du mode d’acquisition.
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Figure 19 : Histogramme de la répartition des molécules de I’échantillon d’acides fulviques SRFA attribuées
par le code et pondérées par leur intensité respective en fonction de leur type (pourcentages calculés a partir

de 28 647 formules élémentaire en mode positif et 30 308 en mode négatif)

Généralement, les quelques études disponibles proposant ce type d’analyses, dont les résultats sont
reportés dans le Tableau 9, suggérent une proportion de molécules de type CHO (comprise entre 74 et

97 %) nettement supérieure a celle des CHON (comprise entre 1 et 10 %) [134,148-150]. Cependant, il
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est délicat de comparer les valeurs issues de la littérature aux nétres. Tout d’abord, la composition des
substances humiques est dépendante des molécules biogéniques dont elles sont originaires et des

processus physiques, chimigues et biologiques qui ont permis leur maturation.

Tableau 9 : Pourcentages des différents types de molécules déterminés par assignement de spectres de masse
ESI-FTICR de substances humiques issus de la littérature (pourcentages calculés a partir du nombre de
molécules pondéré par leur intensité respective (a), du nombre de molécules (b) ou en utilisant les critéres

proposés par J. D’ Adrilli) [150]

. Extraction Mode CHO  CHON CHOS CHONS o
Echantillon du Cis d"acquisition %) %) %) %) Autres  Références
SDV\'Ier’T‘]"’; Non Négatif 833 49 5,9 11 48 [148]
s'?v'vsa”r;%'a oui Négatif 97,4 03 06 05 14 [148]
Great Bridge? Oui Négatif 95,7 Somme = 4,3 [148]
Town Point? Oui Négatif 91,9 Somme = 8,1 [148]
g;‘;sgfi‘sz'fa oui Négatif 90,5 Somme = 9,5 [148]
Offsnote oui Négatif 83,7 Somme = 16,3 [148]
Pa&i’/g:‘fy Non Négatif 84,7 1,4 11,1 0.6 2.2 [149]
Pag‘isg'r‘aey Oui Négatif 86,4 1,1 73 24 28 [149]
Dathan Run? Non Négatif 91,9 2,0 4,6 0,4 11 [149]
Dathan Run? Oui Négatif 89,9 3,5 4,2 1,0 2,3 [149]
Congf:e?(‘j'”“ Non Négatif 938 1,0 3,6 05 11 [149]
C°”8?:e‘5|’(‘j'”6t oui Négatif 85,3 24 4.4 43 36 [149]
AF Suwannee o, Négatif 84,5 97 Non 2,4 34 [150]
River calcule
AF Suwannee 0, Négatif 75,0 15,9 Non 8,9 0,2 Cette
River calculé étude
AF SR‘f""aQ“ee Non Négatif 18,8 40,3 2,0 193 196 ~ cete
iver étude
AF Poney o Non
| afead Non Négatif 25,9 36 caloulé 22,8 15,3 [150]

L’origine des substances humiques n’est pas la seule raison a la différence observée entre les valeurs
proposées par cette étude et la littérature. En effet, les valeurs présentées ici ne sont pas comparables
aux résultats obtenus par J. D’Adrilli et son équipe bien qu’ils aient étudié le méme standard de
substances humiques [150]. Dans ce cas, les critéres d’assignement, autorisant au maximum deux

atomes d’azote et un de soufre par molécule, sont principalement responsables de la différence observée.
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En effet, I’assignement du spectre obtenu en mode négatif dans le cadre de notre étude avec ces
restrictions permet de proposer les pourcentages suivants : 75,0 % de molécules de types CHO, 15,9 %
de molécules de types CHON@ ou 2) €t 8,9 % de molécules de types CHON ou 2S. Contrairement aux
valeurs représentés sur la Figure 19, ces pourcentages ne sont pas pondérés par I’intensité du signal afin
d’étre comparés a ceux proposés par J. D’ Adrilli et son équipe (ligne « AF Suwannee River » du Tableau
9) et de mette en évidence que les critéres d’assignement peuvent étre également responsables des
divergences observées.

D’autres facteurs, tels que la préparation de 1’échantillon ou les conditions chimiques d’analyse (pH,
concentration en matiere organique, teneur en méthanol, ...) semblent également étre a 1’origine de la
dispersion des résultats pour un méme échantillon [145,148,149]. Par exemple, dans le Tableau 9, il est
montré qu’une séparation sur Cig couramment utilisée pour la concentration de la matiére organique
avant une analyse par spectrométrie de masse ESI-FTICR est responsable d’une extraction préférenticlle
des molécules composées de CHO de polarité moyenne au détriment des composés plus riches en
oxygene et en azote [148]. Ainsi, une extraction sur Cis peut étre a ’origine de la suppression de 85 %

des molécules autres que celles préférentiellement extraites.

3.2.3.3. Représentation de la composition de 1’échantillon
L’étude présentée précédemment sur la décomposition des contributions des différents types de
molécules déterminées par 1’assignement des formules élémentaires a partir des spectres de masse
n’offre qu’une vision imprécise de la composition d’un échantillon de maticre organique. Une
représentation graphique, sous forme de diagramme de Van Krevelen, permet une meilleure
appréhension de la composition des substances humiques. Ce type de représentation graphique a été
utilisé dés 1961 pour 1’é¢tude du kérogene et du charbon. Il donne la formule élémentaire en hydrogéne
et oxygene normalisée par le nombre de d’atome carbone de chaque molécule présente dans un
échantillon [151]. Un exemple de diagrammes de Van Krevelen est donné sur la Figure 20 ou sont
représentées toutes les formules élémentaires qui ont été assignées a partir de 1’échantillon d’acides

fulviques issu de la riviére Suwannee.
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Figure 20 : Représentations de la diversité des molécules déterminées dans un échantillon d’acides fulviques
de Suwannee River sous forme de diagrammes de Van Krevelen (28 647 molécules en mode positif (a) et
30 308 molécules en mode négatif (b))
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Cette représentation permet de mettre en évidence la diversité, la complexité et I’hétérogénéité de la
composition d’un échantillon de substances humique dont I’intensité relative des formules élémentaires
assignées est majoritairement faible (entre 1 et 17 %). La comparaison des résultats obtenus avec les
quelques diagrammes de VVan Krevelen disponibles dans la littérature est délicate. En effet, le diagramme
représente la composition des molécules présentant une forte propension a étre ionisées et analysées et
non la composition exacte de 1’échantillon.

De nombreux parametres, essentiellement liés aux conditions physico-chimiques d’analyse controlent
la propension des molécules a étre ionisées tels que la préparation chimique, la concentration et la nature
de [D’échantillon et son électrolyte (pH, concentration, nature, teneur en éthanol) [136-
138,140,145,148,152]. D’autres parametres, exclusivement instrumentaux, tels que la différence de
potentiel appliquée entre la source et le cone I’entrée du spectrométre de masse ou la fréquence de la
tension appliquée a I’hexapole favorisent le transfert et la détection de certains ions au détriment d’autres
[140,145].

Cependant, une comparaison qualitative entre les diagrammes obtenus et ceux présentés par la littérature
peut étre réalisée. La plupart des études proposant ce type de diagramme donnent des diagrammes
représentant beaucoup moins d’assignements que ceux présentés ici. De plus, la littérature propose des
molécules caractérisées par des rapports principalement compris entre 0,5 et 1,5 pour H/C et compris
entre 0,3 et 0,9 pour le rapport O/C [144,150,153]. Ces rapports sont caractéristiques d’ions présentant
les plus hautes intensités dans le cadre de notre étude. Cette observation permet de faire I’hypothése
d’un bruit de fond relativement élevé pour les études proposées dans la littérature pouvant expliquer la
forte proportion de molécules de type CHO par rapport aux CHON, dont les intensités sont relativement
faibles pour notre étude et expliquer ainsi la différence de composition par type de molécules proposées
par notre étude et la littérature. Une étude réalisée par J. D’ Adrilli conforte I’hypothése d’une proportion
élevée de molécules de type CHON [150]. L hypothése d’une sous-estimation de la proportion de ce
type de molécules est mise en évidence par ces résultats.

Pour finir, la comparaison des diagrammes acquis en mode positif et négatif permet de mettre en
évidence ’ionisation de prés de cing fois plus de molécules caractérisées par un rapport H/C supérieur

a 2 en mode négatif qu’en mode positif. Ces molécules sont principalement caractéristiques de
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molécules portant au moins un atome d’azote puisque le code limite le rapport H/C a2 C + N + 2. Cette
observation montre, encore, une ionisation préférentielle des molécules portant un atome d’azote en

mode négatif.

3.2.3.4. Composition des différents types de molécules
Il est possible de tracer un diagramme de Van Krevelen pour chague type de molécules présentes dans
notre échantillon en vue de simplifier la compréhension des diagrammes obtenus précédemment et
d’obtenir une information sur la composition de chaque type de molécules.
La Figure 21 représente la composition des molécules portant uniquement du carbone, de I’oxygéne et
de ’hydrogene. La répartition des molécules en mode positif et négatif semble visuellement homogéne

et préférentiellement située dans la zone des « lignines » et des « structures aromatiques condensées ».
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Figure 21 : Diagramme de Van Krevelen des molécules de type CHO assignées pour I’échantillon de SRFA

analysé par ESI-FTICR-MS 7 T en mode positif (points rouges) et négatif (points bleus)
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Certains auteurs ont établi des classes biogéniques, reportées sur la Figure 21, a partir de groupes de
rapports ¢lémentaires. Cette représentation ne permet pas de classer rigoureusement les molécules d’un
échantillon : elle est donnée a titre indicatif. Par exemple, quelques molécules sont caractérisées par des
rapports élémentaires comparables aux osamines (oses dont une fonction alcool est substituée par une
amine) alors que la Figure 21 ne représente aucune molécule portant un atome d’azote. Le mode
d’ionisation négatif semble favoriser les molécules caractérisées par des ratios H/C inférieurs a 0,5 par
rapport au mode positif. Le mode d’acquisition négatif semble favoriser 1’ionisation des molécules
riches en insaturations et cycles aromatiques par rapport au mode positif.

La Figure 22 présente les diagrammes de Van Krevelen des trois autres types de molécules les plus
représentatives de 1’échantillon d’acides fulviques analysé.

Tout d’abord, la Figure 22.a permet de vérifier visuellement 1’hypothése d’une ionisation préférentielle
des molécules portant au moins un atome d’azote en mode positif notamment dans les zones du
diagramme représentatives des protéines et des osamines. Cette méme figure, met aussi en évidence une
ionisation préférentielle des structures aromatiques condensées et des lipides en mode négatif.

La Figure 22.b représente une ionisation des molécules dont la composition semble répartie de fagon
homogene sur I’ensemble des diagrammes de Van Krevelen avec une légére prédominance des
molécules dont la composition est similaire aux lipides, lignines et tanins.

Pour finir, la Figure 22.c met en évidence une ionisation préférentielle des cycles aromatiques condensés
en mode négatif et des tanins en mode positif'®. La présence de phospholipides d’origine bactérienne
dans les substances humiques pourrait étre responsable de la densité des molécules assignées dans la
zone des lipides [154-156].

Une équipe de recherche a proposé une représentation graphique sous forme de diagramme de Van
Krevelen de la composition élémentaire d’une culture microbienne déterminée par FTICR-MS [153].
Cette représentation met en évidence une présence quasi exclusive de ces molécules dans les régions

des protéines et des lipides représentée sur la Figure 21.

19 Observation déja réalisée lors de ’analyse de la Figure 22.a.
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Figure 22 : Diagramme de Van Krevelen des molécules de type CHON (a), CHONS (b), CHONP (c)
assignées pour I’échantillon de SRFA analysé par ESI-FTICR-MS 7 T en mode positif (points rouges) et

négatif (points bleus)
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A cette observation s’ajoute celles données par d’autres études qui proposent une proportion
particulierement élevée de molécules portant au moins un atome d’azote pour ce type de molécules
d’origine microbienne [139,150]. Les populations microbiennes sont particuliérement présentes dans les
milieux oxiques tels que les eaux de surface. Ces observations semblent étre en accord avec les résultats
visibles sur la Figure 22 qui propose la composition d’une eau de surface marécageuse présentant une
forte densité de molécules assignées dans les zones des lipides et protéines et portant au moins un atome
d’azote alors. Ces molécules sont particulierement représentées sur la Figure 21 qui propose les

molécules composées uniquement des atomes de carbone, d’hydrogéne et d’oxygene.

4. Comparaison a I’échelle moléculaire d’échantillons de matiére organique

Aprés avoir mis & contribution la trés haute résolution du FTICR-MS pour la description d’un
échantillon d’acides fulviques de référence a 1’échelle moléculaire, d’autres échantillons de référence
ont été analysés en vue d’étudier I’influence de 1’origine de la matiére organique sur leur réactivité a
travers la composition et la structure des substances humiques. Le but de cette étude est de caractériser
le plus finement possible la matiére organique pour appréhender au mieux la complexation des actinides

par ces espéeces.

4.1. Conditions expérimentales et instrumentation
Dans cette partie, quatre échantillons de substances humiques de référence commercialisés par 'THSS™
de trois lieux différents ont été étudiés. Tout d’abord, un échantillon d’acides humiques nommé SRHA
(Acides Humiques Suwannee River) est étudié. Cet échantillon est également extrait de la riviére
Suwannee?® située dans les marécages d’Okefenokee dans le sud de la Géorgie tout comme 1’échantillon
nommé SRFA. Ensuite, un échantillon d’acides humiques et un d’acides fulviques, respectivement

appelés NAHA et NAFA (Nordic Aquatic Humic / Fulvic Acids), extraits d’un réservoir d’eau potable

20| a description de cette riviére est donnée section 3.1.1 Préparation des échantillons, page 59.
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situé a une altitude de 225 m au-dessus de la mer a Vallsjgen (Skarnes en Norvége) sont analysés. Au
moment du prélévement, I’eau est caractérisée par une conductivité de 2,1 mS.m™, un pH de 5,6 et une
quantité de carbone organique dissout de 10,7 mg.L™. Le dernier échantillon étudié est nommé PLAFA
(Pony Lake Fulvic Acids). Ces acides fulviques sont extraits d’un bassin eutrophique et salin situé dans
I’antarctique.

Le protocole expérimental utilisé précédemment est suivi : la matiere organique analysée est dissoute
dans de I’eau ultra pure (Millipore Alpha Q, 18,2 MQ.cm) a une concentration de 600 mg.L™* puis
conservée dans I’obscurité a 4 °C. La matiére organique est analysée dans les cing jours qui suivent la
dissolution. Pour chaque analyse, une aliquote de la solution mére est prélevée.

En vue de favoriser la désolvatation de 1’analyte par la source ESI, du méthanol est ajouté a 1’aliquote
prélevée. Le pourcentage volumique en méthanol dans 1’analyte est de 30 % (ACS reagent > 99,8 %,
Sigma-Aldrich™), Ce parameétre a été optimisé précédemment (section 3.1.3. Acquisition de spectres
de masse, page 72).

L’étalonnage en masse post-acquisition est réalisé grace a I’ajout de laurysulfate de sodium (ACS
reagent > 99,0 %, Sigma-Aldrich™) et de taurocholate de sodium (TLC > 97,0 %, Sigma-Aldrich™) a
’analyte.

Afin de proposer une comparaison fiable, la source d’ionisation, le spectrométre de masse et les
parameétres instrumentaux sont identiques a ceux utilisés précédemment (sections 3.1.2. lonisation de la

matiere organique, page 72 et 3.1.3. Acquisition de spectres de masse, page 72).

4.2. Résultats obtenus et discussion
4.2.1.Résultats
Pour I’ensemble des échantillons analysés en mode positif et négatif, le code CIA, décrit précédemment
(section 3.2.2. Traitement numérique des spectres de masse, page 79) permet d’attribuer entre 10 693 et
32 395 formules élémentaires. Ici aussi, une analyse des formules élémentaires attribuées permet
d’affirmer que, dans les conditions d’ionisation utilisées en mode positif, la formation d’ions pseudo-
moléculaires [M+H]" est favorisée par rapport a la formation d’adduit [M+Na]" puisqu’une aucune

formule brute ne porte de sodium.
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4.2.2.Spectres de masse obtenus
Les échantillons de matiére organique sont ionisés en mode positif puis négatif en vue d’atteindre des
informations structurales complémentaires et de favoriser 1’ionisation d’un maximum de molécules. Les
spectres obtenus sont représentés sur la Figure 23. L’observation de cette figure met en évidence, ici
aussi, une différence notable entre les deux modes d’ionisation.
En effet, dans nos conditions, 1’ionisation en mode positif favorise la détection d’ions dont le rapport
m/z est compris entre deux et huit cents daltons alors que 1’ionisation en mode négatif favorise la
détection d’ions de masses plus faibles (entre cent cinquante et six cent cinquante daltons).
Une autre remarque qualitative peut étre proposée aprés 1’observation de I’ensemble des spectres
obtenus : quel que soit le mode d’ionisation et I’origine de 1’échantillon, les acides humiques semblent
présenter une masse molaire moyenne supérieure a celle des acides fulviques. Cette observation rejoint
celle proposée par d’autres auteurs et peut étre expliquée par la différence intrinséque de structure entre
les acides humiques et les acides fulviques puisqu’ils sont ionisés dans les mémes conditions
[140,142,143].
La discrimination choisie précédemment basée sur une prise en considération de tous les signaux dont
le rapport signal sur bruit supérieur a 3 permet de détecter un nombre similaire d’ions quel que soit le
mode d’ionisation (60 926 ions en moyenne pour le mode d’acquisition positif et 61 635 pour le mode
négatif). L’ensemble des résultats concernant I’analyse des cinq échantillons de substances humiques
sont reportés dans le Tableau 10.
Les échantillons d’acides humiques et fulviques provenant de la riviére de Suwannee River permettent
de détecter un nombre similaire d’ions. Cette observation n’est pas extrapolable aux échantillons
prélevés a Nordic Aquatic. En effet, 1’échantillon de NAHA présente significativement moins d’ions
que les autres échantillons de substances humiques y compris son homologue fulvique. Cette faible
quantité d’acides fulviques peut étre expliquée par son origine : contrairement aux autres échantillons

qui sont prélevés dans un environnement naturel, celui-ci est extrait d’une réserve d’eau potable.
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Figure 23 : Spectres de masse trés haute résolution d’acides fulviques NAFA, SRFA et PLFA et d’acides
humiques NAHA et SRHA a 600 mg.L* dans 30 % volumique de méthanol obtenus avec un ESI-FTICR-

MS 7 T en mode positif (a) et en mode négatif (b)
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L’hypothése d’un arrét d’apport naturel de matiére organique suivi par une maturation des substances
humiques dans les réservoirs ou sont prélevés ces échantillons peut étre exclue. En effet, la maturation
des substances humiques sans apport de matiére organique semble engendrer une dégradation des acides
fulviques en acides humiques sur des échelles de temps relativement courtes? favorisant ainsi
I’augmentation de la proportion des acides humiques au détriment de celle des acides fulviques [157].
Les traitements physico-chimiques de 1’eau avant d’étre stockée dans le réservoir peuvent étre
responsables de cette faible concentration en acides humiques dans I’échantillon NAHA. En effet, les
acides humiques sont moins solubles que les acides fulviques et peuvent s’agréger selon des conditions
physico-chimiques et pourraient étre filtrés lors de la potabilisation de 1’eau. Cependant, les quelques
informations données par les fournisseurs de substances humiques ne permettent pas de Vérifier cette

hypothése.

4.2.3.Comparaison des analyses élémentaires de chaque échantillon
4.2.3.1. Résultats obtenus

Le code CIA (décrit section 3.2.2. Traitement numérique des spectres de masse, page 79) a été utilisé
pour assigner des formules élémentaires aux différentes masses mesurées par FTICR-MS. Un nombre
comparable de formules élémentaires, reporté dans le Tableau 10, est attribué en mode positif et en mode
négatif.

Pour une acquisition en mode positif, dans ces conditions d’analyse, 1’attribution des formules
élémentaires permet de mettre en évidence une ionisation largement préférentielle de la formation d’ions
pseudo-moléculaires [M+H]* par rapport a la formation d’adduit [M+Na]* puisqu’une aucune formule

brute ne porte de sodium.

21 Une dégradation des acides fulviques en acides humiques peut étre mise en évidence en quelques dizaines de

jours.
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Tableau 10 : Nombre de formules élémentaires assignées par le code CIA pour chaque échantillon et pour

les deux modes d’ionisation

. Pics dont le rapport . Iformult_es Pource’n'gage de_
Echantillon SN >3 elementglres formules elerpentalres
- assignées assignées
lonisation Positive SRFA 70 262 28 647 40,8 %
SRHA 71171 29 552 415 %
NAFA 72 449 31639 43,7 %
NAHA 19 242 10 693 55,6 %
PLFA 71507 29 991 41,9 %
lonisation Négative SRFA 72 240 30335 42,0 %
SRHA 71212 28 110 39,5 %
NAFA 71 383 29 396 41,2 %
NAHA 21934 12 627 57,6 %
PLFA 71 407 32 395 45,4 %

4.2.3.2. Les différents types de molécules composant les échantillons
Dans un premier temps, la quantité massive d’informations obtenues par les assignements donnés par le
code CIA permet de mettre en évidence les différents types de molécules composants les cing
échantillons de substances humiques.
En effet, la Figure 24 montre la contribution de chaque type de molécule pondérée par I’intensité du
signal pour chaque échantillon en fonction de leur composition élémentaire.
Une différence significative est, & nouveau, observable entre 1’acquisition en mode positif et négatif,
notamment pour les CHO et les CHON. En effet, la proportion des molécules dont la formule
élémentaire est de type CHON est significativement plus importante en mode positif qu’en mode négatif
et inversement pour les molécules de type CHO. Cette observation est en accord avec les mécanismes
d’ionisation supposes précédemment (section 3.2.3.2. Types de molécules composant 1’échantillon,
page 82).
La forte prédominance des molécules de type CHON et, dans de moindres mesures, des molécules de
type CHO, CHONS et CHONP est vérifiée pour tous les échantillons analysés. Cependant, le trés faible
nombre d’échantillons de référence disponibles dans le commerce ne permet pas de traiter de fagon
statistique I’influence du lieu d’extraction ou de la nature des substances humiques (humiques ou

fulviques) sur la composition de 1’échantillon. Néanmoins, il semblerait que le lieu d’extraction et la
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nature des substances humiques n’influencent pas indépendamment la composition de la matiére

organique : celle-ci est dépendante de ces deux facteurs a la fois.
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Figure 24 : Histogrammes représentant la répartition des molécules des échantillons attribuées par le code
et pondérées par leur intensité respective en fonction de leur type pour chaque échantillon de matiére

organique en mode positif (a) et en mode négatif (b)
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Concernant la comparaison des résultats obtenus avec ceux proposés par la littérature présentés dans le
Tableau 9 page 84, I’hypothése précédemment faite est vérifiée : il est délicat de comparer les valeurs
issues de la littérature aux nétres. Tout d’abord trés peu d’études présentent ce type d’analyse sur les
échantillons de référence utilisés dans le cadre nos recherches.

Ensuite, il est montré dans cette étude (section 3.2.3.3 Représentation de la composition de I’échantillon,
page 85) que méme pour des échantillons identiques, la préparation des échantillons, les conditions
expérimentales d’analyse et les critéres d’assignement sont responsables en grande partie des

divergences observées entre les résultats obtenus et ceux présentés dans la littérature [145,148,150].

4.2.3.3. Composition élémentaire de chaque échantillon

En vue d’acquérir une information plus précise des résultats obtenus par I’assignement du code CIA, les
diagrammes de Van Krevelen sont tracés pour chaque échantillon sur la Figure 25. Bien que le mode
d’ionisation détermine en partie le type de molécules ionisées, le diagramme de Van Krevelen semble
présenter visuellement les mémes distributions pour un méme échantillon quel que soit le mode
d’acquisition. Une présence plus importante de molécules de masses élevées (supérieures a 700 daltons)
est tout de méme observable sur les diagrammes issus de 1’ionisation en mode positif confirmant
I’hypothése que celle-ci favorise légérement 1’ionisation de molécule de masses supérieures.

La Figure 25 met également en évidence I’influence de 1’origine de 1’échantillon sur sa composition :
les trois origines présentent chacune une distribution de formules élémentaires qui leur est propre de
part et d’autre des repéres rouges représentés sur la Figure 25. En effet, 1’échantillon en provenance du
Pony Lake est caractérisé par une composition présentant un rapport H/C supérieur aux échantillons de
Nordic Aquatic alors que les échantillons de Suwannee River semblent é&tre composés par ces deux types
de populations.

La distribution des molécules observées pour 1’échantillon provenant du Pony Lake est caractérisée
globalement par des molécules dont les rapports O/C sont faibles et H/C sont supérieurs a 0,5. Ces
résultats peuvent étre comparés a ceux obtenus pour 1’analyse d’autres mati€res organiques extraites
d’environnements glaciers [158-161]. La comparaison des diagrammes obtenus avec la Figure 21,

montre que ces molécules sont particulierement concentrées dans la zone des lipides et des protéines par
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comparaison aux autres échantillons analysés. Ces rapports élémentaires sont caractéristiques de la
présence importante de dérivés microbiologiques dans 1’échantillon de Pony Lake [162]. Cette
observation présente une bonne corrélation avec le lieu de prélevement qui est un bassin cotier. En effet,
ce lieu est complément isolé d’apport terrestre limitant ainsi 1’apport de composés végétaux responsable
de la présence des molécules dont la composition est assimilable a celle des tannins et de la cellulose
observées dans I’échantillon Nordic Aquatic. La matiére organique provenant du Pony Lake semble,
donc, revétir une composition caractéristique d’une présence microbienne marquée et d’une présence
moindre des molécules d’origine végétale ayant subi une biodégradation bactérienne ou fongique et dont
le renouvellement est limité par la configuration du lieu de prélevement. Cette remarque peut laisser

supposer que I’échantillon en provenance du Pony Lake est une matiére organique mature.

SRFA ) . SRHA

NAFA * ' NAHA

Figure 25 : Diagramme de Van Krevelen représentant la composition en oxygéne et en hydrogéne
normalisée par le nombre d’atome de carbone de chaque molécule déterminée par le code CIA pour les cing

échantillons de substances humiques en mode positif (a) et en mode négatif (b)
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Figure 25 (suite) : Diagramme de Van Krevelen représentant la composition en oxygéne et en hydrogene
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normalisée par le nombre d’atome de carbone de chaque molécule déterminée par le code CIA pour les cing
échantillons de substances humiques en mode positif (a) et en mode négatif (b). Les trais rouge représentent

des repeéres visuels explicités dans le texte

Les echantillons nommés Nordic Aquatic présentent une composition complétement différente de la
matiere organique originaire du Pony Lake. En effet, une forte concentration de molécules présentant
des rapports élémentaires analogues a ceux de la lignine et de trés faibles proportions de protéines et de
lipides sont observées. Ces échantillons semblent étre composés d’une matiére organique relativement
récente d’origine principalement végétale n’ayant pas encore subi de dégradation biotique.

Les échantillons provenant de Suwannee River semblent présenter les deux types de populations décrites
précédemment. En effet, sur les diagrammes de Van Krevelen, les molécules composant ces échantillons
sont situées dans les zones présentant les mémes rapports élémentaires que les lipides, des protéines et

des osamines. Ces molécules sont caractéristiques d’une matiére organique riche en dérivés
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microbiologiques. De plus, les échantillons issus de la riviere Suwannee sont également composés de
molécules présentant les caractéristiques élémentaires de la lignine et la cellulose d’origine végétale.
Ces substances humiques semblent présenter un caractére relativement mature, aux vues de la population
en dérivés microbiologiques. Ce lieu de prélevement semble étre également caractérisé par un apport en
matiere végétale régulier mise en évidence par 1’assignent des formules élémentaire présentant les
caractéristiques des molécules d’origine végétal. Ces résultats sont en accord avec la configuration

marécageuse du lieu de prélévement.

5. Conclusion du chapitre

Pour conclure, cette premiére partie expérimentale montre que la spectrométrie de masse trés haute
résolution couplée a une technique d’ionisation adaptée présente les caractéristiques idéales pour
I’analyse et la caractérisation des substances humiques a 1’échelle moléculaire. En effet, aprés une mise
au point et une optimisation paramétrique délicate, le FTICR-MS permet d’acquérir un nombre
considérable d’informations sur la composition des substances humiques.

La quantité importante de données acquises a nécessité le développement d’un code de calcul permettant
le traitement des spectres de masse acquis et la mise au point d’une méthodologie d’analyse des résultats
obtenus. Cette méthodologie permet une représentation visuelle des chaque type de molécules
composant |’échantillon, ainsi que leur proportion et leur composition élémentaire en vue d’une
caractérisation a 1’échelle moléculaire la plus précise possible.

Pour la premiére fois, le code de calcul et la méthodologie d’analyse des résultats ont été utilisés pour
I’étude et la comparaison de cing échantillons de substances humiques issus de trois lieux d’extraction
différents. La complexité des échantillons de matieres organiques est démontrée ici par la détection de
19 000 a 72 000 ions par échantillon. Ensuite, 1’assignement de 10 000 & 32 000 formules élémentaires
pour chaque échantillon a permis de mettre en évidence, contrairement a ce qui est présenté dans la
littérature, une prédominance des molécules de type CHON. Cette premiere étude permet également de

conclure que la composition d’un échantillon de substances humiques pouvant influencer son affinité
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pour les métaux d’intérét tels que les actinides, dépend de deux facteurs : I’origine géographique
d’extraction et I’environnement responsable de la dégradation de la matiere organique. Pour finir, cette
étude permet également d’affirmer I’importance de ne négliger aucun mode d’ionisation pour une
caractérisation complete de la matiére organique a cause de leur complémentarité.

Cette premiere étude permet de proposer une caractérisation et une base solide pour la détermination
des molécules issues d’échantillons naturels présentant une affinité particuliere avec les radioéléments

et responsable de leur complexation.
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1. Stratégie analytique

La deuxiéme partie de ce manuscrit a décrit le développement d’une méthodologie de caractérisation a

1’échelle moléculaire de la matiere organique. Celle-ci met en évidence la complexité et I’hétérogénéité
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des substances humigues et montre que leur composition est dépendante de leur 1’origine et de leur
nature.

Le but de cette troisiéme partie est de répondre aux questions soulevées par les résultats précédemment
acquis : quelle est I’influence de la nature et de I’origine des substances humiques sur leur réactivité vis-
a-vis des actinides et est-il possible de déterminer les molécules responsables de cette complexation ?
Pour répondre a ces questions, cette partie présente le développement d’une méthodologie permettant
de proposer pour la premiére fois une vision de la complexation des radioéléments par la matiére
organique naturelle a 1’échelle moléculaire.

Dans un premier temps, cette partie décrit le choix des instruments utilisés (spectromeétre de masse tres
haute résolution de type FT-MS couplé a diverses sources d’ionisation) et le choix des conditions
opératoires. Cette partie décrit également, le développement de la méthodologie permettant de
déterminer quelques molécules, issues de matiére organique naturelle, présentant un caractére
complexant vis-a-vis des actinides. La détermination de ces molécules est rendue possible par la haute
résolution du spectrométre de masse utilisé (R = 180 000) et la possibilité de fragmenter les ions analysés
pour I’obtention d’une information structurale.

Dans un deuxieme temps, I’ensemble des molécules dont les propriétés chélatantes vis-a-vis des
actinides ont été mises en évidence sont présentées pour la premiére fois. Cette partie s’accompagne
d’une étude bibliographique qui montre que la plupart des molécules déterminées, sans aucun a priori,
présentent des propriétés complexantes envers les métaux.

Pour finir, la derniere partie de ce chapitre est consacrée a I’analyse globale des résultats afin de répondre
aux questions soulevées par le chapitre deux. Une analyse des résultats permet de proposer des
groupements fonctionnels responsables de la complexation des actinides. Ces résultats seront confirmés
par une étude de complexation en fonction du pH. La comparaison des résultats obtenus pour les
différents échantillons permet de présenter ’influence de la nature et de 1’origine des substances
humiques sur la complexation des actinides.

Ces résultats présentent une vision a 1’échelle moléculaire de la complexation des actinides par les

substances humiques. Cette vision valide I’approche continue appliquée dans certains modeles
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macroscopiques utilisés actuellement pour la prédiction des interactions entre les métaux et la matiére

organique.

2. Outils analytiques : principes et instrumentation

2.1. Principes

Le principe détaillé de la spectrométrie de masse trés haute résolution est présenté dans le chapitre
précédant (section 2.1. Principes, page 65).

Pour la suite des études, un spectrométre de masse de type FT-MS sera utilisé de type Orbitrap™. Ce
FT-MS propose une résolution légérement moindre que celle caractérisant les spectrométres de masse
de type FTICR. Cependant, I'utilisation de cet instrument est plus simple et plus rapide a mettre en
place. Ces performances théoriques et pratiques seront comparées a celles du spectrométre de masse
FTICR-MS.

Ce spectrométre de masse de type FT-MS a été couplé a diverses sources d’ionisation telles que les
sources électrospray (ESI), a ionisation chimique (APCI), a photo-ionisation (APPI) et a ionisation
directe par désolvatation (DART). Ces sources reposent sur des mécanismes d’ionisation différents et
permettent une analyse de molécules variées en fonction de leur masse moléculaire et de leur volatilité.

Leurs fonctionnements et leurs performances sont décrits dans la suite de ce chapitre.

2.2. Les sources d’ionisation
2.2.1.La source d’lonisation ElectroSpray (ESI)
La source ESI est la source utilisée pour 1’analyse de la mati¢re organique dans le chapitre précédent.
Son fonctionnement y est décrit dans la section « 2.2. La source d’lonisation ElectroSpray (ESI) », page
65.
La source utilisée pour cette partie de 1’étude est commercialisée par la société Thermo Scientific™ et
est nommée « HESI-II Probe ». Celle-ci présente une conception différente de celle utilisée

précédemment. En effet, au gaz vecteur nébulisant sont ajoutés un gaz « enveloppant » permettant
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d’optimiser la désolvatation et un gaz de « balayage » qui permet de réduire la formation d’adduits et

de clusters.

2.2.2.Analyse directe en temps réel
Introduite en 2005, la source DART (Direct Analyse in Real Time) est une source d’ionisation
relativement récente. Son principe repose sur la formation d’un gaz métastable permettant la désorption
et I’ionisation des molécules a analyser. Pour cela, un gaz inerte (principalement de I’hélium ou de
I’azote) est soumis a des décharges électriques (de 1 a 5 kV) pour créer un plasma formé d’ions,
d’électrons et d’espéces métastables. Les ions et les électrons sont capturés par deux électrodes afin de
ne conserver que les espéces métastables qui sont responsables de I’ionisation des analytes et dont la
désorption est assistée par un chauffage (Figure 26) [163]. Cette technique repose sur des réactions entre
des ions et des molécules en phase gazeuse et par conséquent ne permet pas la formation d’espéces

polychargées.
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Figure 26 : Représentation schématique d’une source d’ionisation DART, d’aprés [164]

L’ionisation dite de « Penning » est a I’origine des phénomenes d’ionisation par un gaz métastable :
’ionisation est initiée par un transfert d’énergie de la molécule de gaz métastable noté G* a une molécule
cible notée M pour former un radical (18). Ce transfert est possible si 1’énergie interne de 1’atome de
gaz métastable est supérieure a I’énergie d’ionisation de I’atome cible. Généralement, I’hélium est utilisé
pour la formation du gaz métastable. En effet, sa durée de vie (proche de 8 000 s) et son énergie interne

(19,8 eV) sont suffisamment élevées pour ioniser la plupart des composés organiques et des constituants
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de I’air. Cependant, en mode positif, il est possible de changer la nature du gaz pour modifier la
sélectivité des molécules ionisées.
Bien que I’ionisation directe soit possible, ce sont, en général, les molécules contenues dans 1’air telles

que le dioxygene, le diazote et I’eau qui réagissent préférentiellement (18).

G +M>G+M™ +e”

G +N, >G+N,” +e”
(18)
G +H,0>G+H,0" +e

G +0,>G+0," +e”
La formation de clusters d’eau, dont le nombre de molécules peut atteindre 14, est également observée
lors de I’ionisation par DART (19) [165,166].
H,0" +(H,0), — OH" +|(H,0), +H"| (19)

En mode positif, le transfert d’un proton entre une molécule ou un cluster d’eau et la molécule cible est
le principal mécanisme expliquant 1’ionisation. Ce transfert est possible si 1’affinité protonique de
I’analyte est supérieure a celle des molécules d’eau dont le mécanisme est proposé ci-dessous (20) :

[(H,0), +H* |+ M —>[M(H,0), +H* |- [M+H" ]+ nH,0 (20)
De manié¢re générale, il résulte de I’ionisation positive la formation d’espéces protonées, d’espéces
radicalaires par ionisation de Penning mais aussi d’adduits et de fragments lorsque la différence
d’affinité protonique est trés marquée.
En mode négatif, la capture d’électrons formés par I’oxygene ambiant via 1’ionisation de Penning est
responsable de 1’ionisation des molécules. L’oxygéne radicalaire peut réagir avec une molécule cible M
selon trois phénomeénes : transfert de protons, échange de charges et attachement d’anions (21).

e +0,50,"

0, +M—>[M-H] +O,H"
(21)
0, +M—>M"+0,

0, +M—>[M+0,]"
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Contrairement au mode positif, la nature du gaz métastable n’a pas influence sur les espéces ionisées
puisque, dans ce cas, c’est le radical dioxygene qui est responsable de 1’ionisation. Généralement,
I’ionisation négative permet de détecter des ions, des espéces radicalaires mais aussi des adduits

(chlorures, nitrate, acétate...).

2.2.3.lonisation chimique a pression atmosphérique
L'ionisation chimique a pression atmosphérique ou APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization),
représentée sur la Figure 27, est une technique d’ionisation en phase gazeuse qui peut étre décrite en
quelques étapes. Tout d’abord, les analytes sont nébulisés, vaporisés (entre 350 °C et 500 °C) puis
entrainés par un gaz vecteur vers une électrode coronaire a décharge. Une différence de potentiel (entre
+ 3 et + 6 kV) appliquée entre I’électrode et la chambre de nébulisation permet 1’ionisation de ’air
ambiant et la formation d’un plasma par décharge constante d’électrons. Les analytes sont ensuite

ionisés par le transfert radicalaire de charges en phase gazeuse.
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Figure 27 : Représentation schématique du fonctionnement d’une source APCI, d’aprés documentation

Thermo Scientific™

Cette technique d’ionisation est généralement utilisée pour I’ionisation de molécules peu polaires mais

elle a, également, été utilisée pour I’analyse de matiére organique considérée comme peu polaire [143].
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La formation de radicaux tels que N2™" ou O,"" est a I’origine de I’ionisation des analytes. Ils sont formés
par la décharge du coronaire selon 1’équation (22) ou G représente un gaz tel que N2 ou O; :

G+e >G" +2e (22)
Les radicaux formés participent, en mode positif, a la formation de radicaux et de clusters d’eau selon

un mécanisme similaire a celui observé pour I'jonisation par DART (23) :
G"+H,0>G+H,0™
H,0* +(H,0), — OH" +|(H,0), +H"]| (23)
[(H,0), +H* [+ M >[M(H,0), +H*|>[M+H"]+nH,0

En mode négatif, ¢’est principalement le radical formé a partir de 1’oxygéne qui est responsable de

I’ionisation des analytes (24) :

e +0,50," o

0, +M—[M-H] +O,H"
L’échange de protons reste le principal mode d’ionisation en APCI et est a I’origine de la formation
d'ions de formes [M+H]* ou [M-H]". Ce processus favorise ’ionisation des groupements acides tels que
les acides carboxyliques en mode négatif et les fonctions basiques telles que les amines en mode positif.
L’échange de charge peut également participer a ’ionisation des analytes. Elle définit le transfert d’une
charge d’un ion a une molécule neutre. L’échange de charge est possible si 1I’énergie de recombinaison
de I’ion réactif est plus élevée que 1’énergie d’ionisation de la molécule neutre. La capture électronique
est également a I’origine de I’ionisation de certaines molécules notamment de molécules composées de
groupements fonctionnels électronégatifs. La capture d’électrons thermiques présents dans la source
d’ionisation permet la formation d’anions via une capture d’électrons par résonnance ou de fragments
anioniques par capture électronique dissociative. Les électrons caractérisés par une énergie cinétique
élevée peuvent étre a I’origine de la formation de radicaux positifs par impact électronique. Bien que
considérée comme « douce », cette technique est plus « dure » que I’ESI et génére un certain degré de

fragmentation [167].
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2.2.4.Photo-ionisation a pression atmosphérigue

Le développement de la photo-ionisation a pression atmosphérique, appelée APPI (Atmospheric
Pressure Photo-lonization) a débuté dans les années 2000. Expérimentalement, elle peut étre assimilée
a une source APCI dans laquelle la décharge coronaire est remplacée par une lampe, généralement, a
krypton. Dans un premier temps, I’analyte est nébulisé puis vaporisé dans une chambre chauffée entre
350 °C et 550 °C.

Deux processus sont a 1’origine de 1’ionisation des analytes en APPI. Tout d’abord, un photon peut
exciter une molécule et former un radical cationique lorsque 1’énergie des photons (hv) émis par la lampe
est supérieure a I’énergie d’ionisation de I’analyte M (25) [168].

M+hv —>M"™ +e (25)

Parfois, I’ionisation directe n’est pas suffisamment efficace pour ioniser I’ensemble des analytes et
nécessite 1’utilisation d’un dopant afin d’étre optimisée [169]. Le dopant photoionisable, noté D, est
ajouté en excés aux analytes avec lesquels il réagit apres son excitation et permet d’augmenter

I’ionisation des analytes de deux a trois ordres de grandeur (26) [170] :

D+hv—>D" +e”
(26)

D*"+M—->M"+D
En présence d’un dopant protonique, la formation d’espéces protonées peut étre observée (27) :

D" +M —[M+H] +[D—H] 27)

Le mode d’ionisation négatif en APPI est similaire a celui observé en APCI : la formation d’anions est
initiée par capture électronique dissociative ou non [167].

Contrairement aux autres techniques d’ionisation mentionnées plus haut (ESI, DART et APCI), la
source APPI crée simultanément des espéces positives et des espéces négatives [168]. Elle est
particulierement efficace pour I’analyse de composés riches en azote et volatiles tout comme I’ APCI et
le DART. L’APPI est utilisée pour I’analyse de molécules peu polaires qui ne sont pas ionisées en ESI
ou APCI comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Figure 28) [167].

L’ionisation par APPI conserve les structures des molécules analysées : les liaisons covalentes sont trés

peu fragmentées [141].
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Figure 28 : Domaine d’application des différentes sources d’ionisation (ESI, APCI et APPI), d’aprés un

document technique fourni par Thermo Scientific™ (San Jose, CA, USA)

2.3. Le spectrometre de masse de type FT-MS

Le spectrometre de masse a Transformée de Fourier (FT-MS) utilisé durant cette partie de 1’étude est un
spectrométre de masse LTQ Orbitrap™ XL commercialisé par la société Thermo Scientific™ (San Jose,
CA, USA). Cet instrument est unique de par sa conception qui hydride deux analyseurs (un piege linéaire
et une cellule Orbitrap) et offre une résolution de 180 000 pour une masse de 400 da.

L’Orbitrap est composé d’un systéme permettant d’accueillir différentes sources d’ionisation et
notamment celles décrites plus haut. Les ions formés sont triés et focalisés par un systeme de lentilles.
Ils sont ensuite transférés dans un premier analyseur constitué¢ d’une trappe linéaire LTQ XL ou ils
peuvent étre analysés en basse résolution sur des gammes de masses allant de 15 a 200 m/z ou de 50 a
2 000 m/z ou de 100 a 4 000 m/z. La trappe linéaire est constituée d’un quadripole hyperbolique
segmenté en trois parties afin de garantir une homogénéité optimale du champ électrique dans la zone
de piégeage. Les ions y sont détectés par deux détecteurs pour doubler le rapport signal sur bruit. Les
modes et vitesses de balayage de la trappe LTQ permettent la réalisation de spectres de masse complets

dont le mode d’acquisition est nommé « SIM » ou la réalisation de spectres de fragmentation d’ions
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sélectionnés dont le mode d’acquisition est nommé « MS/MS ». La fragmentation des ions est rendue

possible grace au mode appelé CID (Collision Induced Dissociation).

Source Optiques de focalisation Piege linéaire Cellule de
d'ionisation des ions LTQ XL C-Trap  collision HDC

N o T et

Cellule
Orbitrap

7
A

Figure 29 : Représentation schématique du LTQ XL Orbitrap™ (Thermo Scientific™) [127]

Pour des analyses nécessitant une meilleure résolution, les ions sont transférés dans un second analyseur
nomm¢é Orbitrap™ par 1’intermédiaire d’un octopode puis d’un piége intermédiaire formant un « C »
appelé C-Trap. Cette cellule permet d’injecter ponctuellement des paquets d’ions dont les distributions
spatiale (inférieures a quelques millimétres) et temporelle (inférieures a deux cents nanosecondes)

doivent étre faibles dans 1’Orbitrap™ [171,172].

Figure 30 : Photographie d’une cellule Orbitrap™, d’aprés [173]
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La cellule Orbitrap™ (Figure 30) est un piége a champ électrostatique constitué d’une trappe a ions
traversée par une électrode. Le champ électrostatique compense la force centrifuge des ions injectés et
les piege dans la cellule. Les ions adoptent alors, naturellement, une trajectoire impliquant une rotation
autour de 1’¢lectrode centrale et un déplacement axial de « va et vient » le long de cette électrode (Figure
30). Seule la fréquence d’oscillation axiale, notée w; est dépendante du rapport m/z de I’ion injecté mais

pas de son énergie initiale ni de sa position initiale (équation (28), ou k est une constante).

K (28)

Un courant induit est provogué par le passage des ions a proximité de la paroi des deux électrodes
externes. Ce courant, appelé signal transitoire, est amplifié et enregistré au cours du temps. La durée
d’enregistrement, dépendant de la stabilité des ions dans la cellule, conditionne la résolution de la
mesure. C’est pour cette raison qu’un vide poussé inférieur a 101 mBar est imposé dans 1’analyseur.
Le signal transitoire obtenu est converti en spectre de fréquence par 1’intermédiaire d’une transformée
de Fournier puis en spectre de masse haute résolution par I’application de la relation (28)
[127,171,172,174,175].

Le LTQ Orbitrap™ XL est également doté une cellule de collision « HCD » couplée & la C-Trap
permettant la fragmentation a de plus hautes énergies que celles autorisées dans la trappe linéaire. Dans
cette cellule, les ions sont fragmentés par un gaz de collision (azote ou argon) puis analysés en haute

résolution par I’Orbitrap™.

3. Développement d’une méthodologie pour I’analyse a I’échelle moléculaire de 1a complexation

des actinides par la matiére organique naturelle

Cette partie est consacrée a la description d’une méthode et de son développement. Celle-ci a pour
objectif d’apporter une nouvelle vision de la complexation des radioéléments par la matiere organique

naturelle. L’utilisation d’un outil analytique tel que la spectrométriec de masse couplée a une source
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d’ionisation « douce » semble revétir les caractéristiques nécessaires a ce type d’étude. En effet, le
chapitre précédent montre que cet outil permet une caractérisation poussee des substances humiques.

Cette partie du manuscrit prouve que cet instrument permet également de mettre en évidence et de
caractériser la chélation de métaux par la matiére organique naturelle. Pour cela, dans un premier temps,
les performances du FTICR-MS utilisé pour la caractérisation des substances humiques seront
comparées a celles du FT-MS utilisé dans la suite de 1’étude. Ensuite, le développement d’une
méthodologie et son utilisation seront décrits. Le choix des conditions opératoires et instrumentales sera

également abordé et illustré aux travers d’exemples.

3.1. Performances du FT-MS Orbitrap™
Le spectrométre de masse de type FTICR-MS qui a permis la caractérisation des substances humiques
n’a pas pu étre utilisé pour cette partie de I’étude car 1’analyse de radionucléides, mémes naturels,
nécessite I’utilisation d’instruments prévus a cet effet. Ainsi, un spectrometre de masse de type FT-MS
a été utilisé. Cet instrument est caractérisé par une résolution plus faible que les FTICR-MS (180 000
pour le FT-MS contre 800 000 pour le FTICR-MS). Le but de la partie qui suit est de prouver que, méme
avec une résolution plus faible que le FTICR-MS, I’Orbitrap™ (FT-MS) est un outil adapté a la

caractérisation de la matiére organique.

3.1.1.Conditions opératoires

Tous les échantillons (SRFA, SRHA, NAFA, NAHA et PLFA) ont été analysés. lls ont été préparés
selon la procédure utilisée pour I’analyse des échantillons par FTICR-MS (décrite dans la section 4.1.
Conditions expérimentales, page 91) : la concentration finale de la matiere analysée est de 600 mg/L et
le pourcentage volumique en méthanol est fixé a 30 %.

Pour comparer les deux instruments, une source ESI a également été utilisée. Cependant, les sources
ESI n’étant pas congues par le méme fabriquant, les paramétres different entre les deux sources. La
source couplée au FT-MS est une source commercialisée par la société Thermo Scientific™ sous le nom
« HESI-1I Probe ». Les paramétres instrumentaux de celle-ci ont été optimisés pour le mode d’ionisation

positif et sont présentés dans le Tableau 11.
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Tableau 11 : Paramétres instrumentaux de la source ESI utilisés aprés optimisation

Parametre Valeur Fixée
Tension au spray 4,5 kV
Tension du capillaire 29V
Température du capillaire 275 °C
Pression de gaz de nébulisation 25 psi
Pression de gaz d’enveloppement 25 psi
Pression du gaz de balayage 10 psi
Tension au tube de transfert 0V
Débit d’infusion 5 pl.min

La différence de potentiel appliquée entre le capillaire et I’instrument, appelée « tension au spray » est

le seul paramétre commun aux deux sources d’ionisation. L’optimisation de ce paramétre a conduit a

’utilisation de la méme valeur pour les deux interfaces testées : 4,5 kV.

3.1.2.Résultats

Les résultats présentés ici concernent uniquement les résultats obtenus pour 1’analyse de I’échantillon

de Fulvic Acid Suwannee River. Ces résultats seront comparés a ceux obtenus pour I’analyse du méme

échantillon par le FTICR-MS.
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Figure 31 : Comparaison de deux spectres de masse d’un échantillon d’acides fulviques obtenus dans les

mémes conditions avec deux spectromeétres de masse différents (ESI-FTICR-MS en rouge et ESI-FT-MS en

noir) en mode positif
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Du point de vue qualitatif, I’analyse de 1’échantillon par le FT-MS donne un spectre de masse semblable
a celui obtenu par FTICR-MS. La Figure 31 montre la comparaison des spectres de masse obtenus avec
ces deux instruments dans les mémes conditions. Le FT-MS Orbitrap™ semble présenter une
distribution mieux définie sur une gamme de masse légérement moins étendue que celle proposée par le
FTICR-MS. Le seul pic qui semble ne pas faire partie de la distribution en masse situé a 609 daltons est
di a la présence d’un étalon : la réserpine. La diminution des intensités des masses comprises entre 600
et 700 daltons observée pour I’analyse faite avec le FT-MS n’est pas expliquée par une fragmentation
car elle ne se fait pas au profit de masses plus faibles. Cette observation peut étre expliquée par une
meilleure efficacité de transfert des ions pour les masses faibles que pour les masses élevées [176,177].
Du point de vue quantitatif, le FT-MS Orbitrap™ permet de détecter 20 149 ions et d’assigner 9 659
formules élémentaires. Bien que le taux d’assignement de 48 % soit dans la moyenne haute des taux
d’assignement déterminés pour le FTICR-MS, le FT-MS permet de déterminer trois fois moins de

formules élémentaires que le FTICR-MS (Tableau 10).

H/C

H/C

Figure 32 : Comparaison des molécules déterminées pour I’analyse d’un échantillon de SRFA en mode
positif avec deux spectrométres de masse différents (ESI-FTICR-MS en rouge et ESI-FT-MS en noir) dans
les mémes conditions
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Les formules ¢élémentaires ont ét¢ déterminées a 1’aide du code de calcul CIA décrit précédemment
(3.2.2. Traitement numérique des spectres de masse, page 79) et sont représentées sous forme de
diagrammes de Van Krevelen. Ces diagrammes mettent en évidence que le FT-MS Orbitrap™ permet
I’assignement d’un nombre de formules élémentaires plus faible que le FTICR-MS (Figure 32).
Cependant, la répartition des molécules obtenues avec les deux instruments semble étre proche : une
densité de molécules particulierement élevée dans la zone des lignines et des structures aromatiques
condensees (H/C < 1,5 et O/C < 0,7) est observée dans les deux cas. Cette observation est comparable a
celle déja réalisée par une étude qui compare les résultats obtenus avec ces deux instruments pour
I’analyse de SRFA [178].

Bien que la répartition des molécules déterminées par les deux instruments semble visuellement proche
sur les deux diagrammes, seulement 489 molécules (soit 5 % des formules élémentaires assignées par
FT-MS) sont déterminées par les deux instruments. A titre de comparaison, 1’étude mentionnée
précédemment propose un nombre comparable de molécules identifiées par les deux instruments (507
molécules) mais sur un nombre total de molécules beaucoup plus faible (1 446 molécules). L’ensemble

des résultats est reporté dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Résultats obtenus pour la comparaison des performances entre I’ESI-FT-MS et PESI-FTICR-

MS pour P’analyse d’un échantillon de SRFA dans les mémes conditions

Référence Mplécules déterminées Molécules déterminées par I_\/Iolécules déterminées
uniguement par FT-MS FT-MS et FTICR-MS uniguement par FTICR-MS
[178] 87 (6 %) 507 (35 %) 852 (59 %)
Cette étude 9 659 (25 %) 489 (1 %) 28 647 (74 %)

Les résultats présentés dans le Tableau 12 montrent I’efficacité du code de calcul utilis¢ pour
I’assignement des formules élémentaires au vu du nombre de molécules déterminées dans cette étude.
Ce tableau montre aussi la complémentarité des deux instruments puisqu’ils permettent, chacun, la
détermination de molécules différentes.

La Figure 33 montre une comparaison des molécules ionisées et détectées par les deux instruments. Les
résultats obtenus avec le FT-MS confirment la prédominance des molécules de type CHON et de type

CHO, CHONS et CHONP dans de moindres mesures. Cependant, une différence significative est
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remarquable pour les pourcentages de molécules CHON et CHONSP déterminés par les deux
instruments. En effet, le FT-MS permet de détecter plus de molécules portant plusieurs hétéroatomes

gue le FTICR-MS au détriment des molécules de type CHON.

[ REE
B FTICR-MS

70

59,5 %

60

Pourcentage de molécules assignées

CHON CHO CHONS CHONP CHOS CHOP CHOSPCHONSP

Figure 33 : Comparaison des types de molécules assignées par deux instruments différents dans les mémes

conditions d’analyse en mode positif pour un échantillon de SRFA

De nombreux facteurs peuvent expliquer cette complémentarité. En effet, la conception et les parametres
de la source d’ionisation différent selon les constructeurs et peuvent expliquer une ionisation favorisée
de certaines molécules au détriment d’autres [179,180]. La conception de I’instrument et les paramétres

de focalisation et de transfert d’ions peuvent également étre a I’origine de ces différences.

3.1.3.Conclusion
Les résultats présentés précédemment montrent que la résolution du FT-MS ne lui permet pas de
déterminer autant de molécules que le FTICR-MS a critéres égaux? et dans des conditions d’analyse

similaires (Tableau 13). Cependant, il permet d’assigner prés de 10 000 formules élémentaires et

221 erreur maximale tolérée pour I’assignement est de 1 ppm quelle que soit la résolution de I’ instrument.
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d’atteindre une information complémentaire a celle donnée par le FTICR-MS. De plus, le FT-MS

Orbitrap™ présente des résultats cohérents avec ceux obtenus par FTICR-MS.

Tableau 13 : Comparaison des performances de PESI-FTICR-MS et de I’ESI-FT-MS pour la détermination

de la composition d’un échantillon de SRFA en mode positif dans les mémes conditions

s Formules élémentaires Pourcentage de formules
lons détectés

assignées élémentaires assignées
FTICR-MS 70 262 28 647 40,2 %
FT-MS 20 149 9659 47,9 %

Expérimentalement, il permet des analyses beaucoup plus rapides et simples a mettre en place que le
FTICR-MS. Pour conclure, le FT-MS Orbitrap™ est un outil adapté a la caractérisation de matiére

organique méme s’il n’atteint pas les niveaux de performance d’un FTICRS-MS.

3.2. Description et validation de la méthode
Le but de cette partie est de présenter la méthodologie développée dans le cadre de cette thése permettant
d’étudier la complexation des actinides par la matiére organique naturelle a 1’échelle moléculaire par
I’utilisation de la spectrométrie de masse trés haute résolution.
Ce développement repose sur deux axes : 1’identification de complexes dans un premier temps et la
caractérisation des molécules dans un deuxiéme temps. Pour finir, la méthode sera validée par

I’utilisation d’un marqueur isotopique.

3.2.1.1dentification des complexes actinides / matiére organique naturelle
L’identification de complexes formés entre certaines molécules présentes dans la matiére organique et
les actinides repose sur la conservation de leur structure lors de 1’ionisation en é€lectrospray. En effet,
1’énergie interne des complexes covalents est suffisamment élevée pour qu’ils ne soient pas fragmentés

lors de I’ionisation [180]. Ainsi cette technique a déja été utilisée pour 1’étude de 1’iodination de la
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matiere organique ou la complexation des lanthanides par des acides polyaminocarbolyliques? [181-
183].

Les premicres manipulations s’attachent & prouver la faisabilité¢ de ce type d’étude pour un systéme
actinides / substances humiques. Pour cela, I’évolution d’un spectre de masse d’un échantillon de
substances humiques tel que le NAFA est étudi¢ en fonction de ’ajout d’un métal analogue aux
actinides(l1l) : ’europium. Cette évolution, représentée sur la Figure 34, n’est pas évidente a juger au
premier regard. Sur cette figure, les spectres de masse obtenus pour des concentrations nulles et de 5.10°
® mol.L? sont tres semblables et ne permettent pas de prouver la faisabilit¢ de ce type d’étude.
Cependant, au-dela de 5.10° mol.L* une modification du spectre de masse est observée qui présente

une distribution moins large et laisse apparaitre de nouveaux pics particuliérement intenses.
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Figure 34 : Evolution du spectre de masse d'un échantillon de NAFA acquis dans les mémes conditions en

mode positif aprés ajout d’europium

2 Dans ’étude citée, ’acide polyaminocarbolylique étudié est "EDTA. Cette famille de molécules est connue

pour leur fort pouvoir chélatant.
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Par exemple, le pic proche de 200 daltons présente une intensité relative de 70 %. L’apparition de ces
nouveaux pics se fait au détriment des signaux les plus faibles. En effet, la compétition des molécules
pour I’ionisation est responsable de la modification de la distribution des ions détectés.

Afin de caractériser les pics apparus lors de 1’ajout d’europium dans un échantillon de substances
humiques, une étude détaillée du spectre de masse est réalisée. Un exemple de spectres zoomés est donné
Figure 35. Cette figure met en évidence 1’apparition de six nouveaux pics présentant des intensités
particulierement élevées. Ces six pics forment trois groupes de deux pics d’intensités proches et séparés
par une masse moyenne de 2,0014 da. Ces pics portent la distribution isotopique de 1’europium qui
présente naturellement deux isotopes caractérisés par des abondances relatives proches (47,8 % pour le
BIEY et 52,2 % pour le *°Eu). La présence de I’europium dans ces ions peut étre supposée, cette

hypothese sera vérifiée dans la partie qui suit.
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Figure 35 : Evolution des spectres de masse zoomé d'un échantillon de NAFA acquis dans les mémes
conditions en mode positif aprés ajout d’europium dont ’abondance isotopique permet I’observation de

doublets séparés par deux unités de masse

121



I1I. L’échelle moléculaire pour une nouvelle vision de la complexation des actinides par la matiére organique naturelle

La Figure 35 montre également la disparition d’un pic a 239,16 da aprés I’ajout d’Eu. Celle-ci peut étre
expliquée, soit par la présence d’une pollution dans le premier échantillon, soit par I’effet de compétition

évoqué précédemment.

3.2.2.Caractérisation des molécules complexantes

La caractérisation des molécules complexantes est rendue possible grace a la cellule de collision dont
est équipé¢ l’instrument. Cette cellule permet l’isolation et la fragmentation d’un ion de masse
sélectionnée et donne la possibilité de déterminer sa structure.

Deux exemples de fragmentations sont donnés sur la Figure 36. Cette figure montre que les deux ions
fragmentent de fagon identique avec un décalage de deux unités de masse. Les masses des deux derniers
fragments obtenus (masses les plus faibles) sont exactement égales aux masses des deux isotopes de
I’europium. Cette figure confirme 1’hypothése précédente : la détection de deux pics séparés de deux

unités de masse et d’intensités proches est due a la présence d’europium « complexé ».
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Figure 36 : Exemples de spectres de fragmentation de deux ions (m/z = 261 da (a) et m/z = 259 da (b)) issus

d'un échantillon de substances humigques NAFA en mode positif avec ajout d'europium a 5.10°M
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Bien que la forme la plus stable de 1’europium en solution soit Eu(H20).*" (avec n = 8 - 9), il est détecté
sous son degré d’oxydation +1. Cette forme de I’europium est peu relatée dans la littérature comparée a
sa forme +I1 [184,185]. Ce phénomene peut étre expliqué par la réduction du métal lors de sa
désolvatation et de son passage en phase gazeuse. Les réactions d’oxydoréduction au sein de la source
d’ionisation peuvent étre également a 1’origine de cette observation. En effet, certains auteurs comparent
la source ESI a une réelle cellule électrochimique [186]. Lors de la fragmentation, 1’europium est
également détecté sous forme d’oxyde ([EuO2]*) et d’hydroxyde ([Eu(OH)]*), notamment sur les
spectres de fragmentation. Ce résultat illustre le caractére acide (au sens de Lewis) de I’europium se
liant aux atomes d’oxygene.

La Figure 36 ne met pas en évidence de complexe formé avec la matiére organique mais uniguement
des clusters formés a partir d’ions introduits par le protocole expérimental. En effet, les ions fragmentés
plus haut (de masses 258,9 da et 260,9 da) sont des clusters formés a partir d’un atome d’europium, une
molécule d’eau et de la base conjuguée de 1’acide formique utilisé pour doper I’ionisation.

Le Tableau 14 donne les assignements des ions apparus aprés 1’ajout d’europium. Ils sont tous issus de

la formation de clusters avec des molécules ajoutées par le mode opératoire®*, on parle d’effet de matrice.

Tableau 14 : Assignements des pics apparus aprés un ajout d'europium dans un échantillon de NAFA pour

des conditions opératoires non adaptées

Pics apparus Clusters assignés
195,9/197,9 [Eu(CHOO)]*
212,9/214,9 [Eu(NOs)]*

258,9/260,9 [Eu(CHOO).(H-0)]*
275,9/277,9  [Eu(CHOO),(H.0)(NO3)]*
292,9/294,9 [Eu(H20)(NOs),]*
Ces premiers résultats permettent de valider la faisabilité de I’étude des interactions entre les métaux et

la matiére organique par ESI-FT-MS notamment grice au marquage isotopique naturel de 1’europium.

Cependant, ces résultats montrent que les conditions opératoires utilisées initialement n’étaient pas

2 acide formique est utilisé pour doper 1’ionisation et les nitrate proviennent du milieu de conservation des

actinides et du lanthanide (acide nitrique).
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adaptées a ce type d’étude. Le chapitre suivant donne les conditions d’analyse permettant d’obtenir les

résultats finaux de cette étude.

3.3. Choix de la source d’ionisation
3.3.1.Conditions opératoires
L’ionisation d’un échantillon de substances humiques NAHA a été réalisée par les quatre sources
d’ionisation décrites plus haut (ESI, APCI, APPI et DART) afin de comparer les performances de celles-
ci. L’échantillon de NAHA est analysé a une concentration 600 mg.L dissout dans une solution aqueuse
dont le pH a été fixé a 2 par un ajout d’acide chlorhydrique. Afin d’optimiser la désolvatation de
I’analyte, 30 % volumique de méthanol sont ajoutés a la solution.
Les paramétres instrumentaux des sources d’ionisation ont été optimisés afin d’obtenir le maximum
d’ions détectés. Les paramétres utilisés pour chacune des sources sont reportés dans le Tableau 15.

Toutes les analyses ont été réalisées en mode d’ionisation positif sur le FT-MS Orbitrap.

Tableau 15 : Paramétres instrumentaux utilisés pour la comparaison des performances de différentes

sources d'ionisation

Parameétre ESI APCI APPI APCI+APPI DART
Tension au spray (kV) 4,5 / / /
Tension de décharge (kV) / 30 0 30 /
Température de vaporisation (°C) / 450 450 450 450 (He)
Tension du capillaire (V) 29 50 10 60 /
Température du capillaire (°C) 275 275 275 275 /
Pression de gaz de nébulisation (psi) 25 75 75 75 /
Pression de gaz d’enveloppement (psi) 25 30 22 22 /
Pression du gaz de balayage (psi) 10 / / / /
Tension au tube de transfert (V) 90 125 125 125 /
Débit d’infusion (ul.min?) 5 20 20 50 Dépot sur grille

3.3.2.Analyse de la matiere organique
Dans un premier temps, une comparaison des spectres de masse acquis avec les différentes sources
d’ionisation montre que le choix de la source est déterminant dans la détection d’ions (Figure 37).
En effet, la source DART, qui ionise préférentiellement les molécules volatiles, est tres peu efficace

pour I’ionisation des molécules issues de matiére organique naturelle. La source APPI ionise une trés
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faible gamme de masses atteignant difficilement les 300 daltons. L’ APCI permet également ’ionisation
d’une gamme de molécules moins grande que celle permise par I’ESI, cette observation a déja été
reportée dans une précédente étude [143]. En revanche, ’ionisation chimique provoquée par une
décharge coronaire dans un nébulisat couplée a une photo-ionisation par I’intermédiaire d’une lampe a
krypton permet de détecter une gamme de masses proche de celle atteinte par la source ESI. Ce résultat

montre la complémentarité de ces deux sources d’ionisation.
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Figure 37 : Comparaison des spectres de masse obtenus pour I'ionisation de NAFA a 600 mg/L a pH 2 avec

quatre sources d'ionisation différentes en mode positif sur ESI-FT-MS

Pour aller plus loin dans la comparaison de ces sources d’ionisation, tous les résultats ont été traités par

le code de calcul CIA afin de déterminer les performances de chacune d’entres elles. Le Tableau 16

reporte les résultats obtenus.
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Tableau 16 : Comparaison des performances de cing sources d'ionisation pour I'analyse de NAFA en mode

positif par FT-MS

APPl + APCI  APCI APPI DART ESI
lons détectés 13 187 9155 13549 6427 20149
Formules élémentaire assignées 5 654 3852 4452 924 9659

Les résultats obtenus montrent qu’aucune autre source ne permet d’égaler les performances de la source
ESI. En effet, la source APPI couplée a la source APCI permet d’acquérir un spectre de masse
visiblement satisfaisant mais ne permet de déterminer qu’a peine plus de la moitié des molécules
déterminées grace a la source ESI. La comparaison des diagrammes de Van Krevelen tracés a partir de
I’assignement des ions détectés par chaque source (Annexe 2) et la comparaison de chaque formule
déterminée montre que ces sources sont complémentaires pour la caractérisation d’un échantillon de
substances humiques. En effet, peu de formules élémentaires ont été déterminées par toutes les sources
utilisées. Cette observation rejoint celle réalisée par quelques auteurs [141,187].

Pour ces performances et ces capacités a ioniser les molécules les plus polaires (les plus réactives), la

source ESI a été privilégiée pour la suite de cette étude.

3.3.3.Etude de la complexation de I’europium par la matiére organique
La méthodologie développée dans le cadre de cette étude permettant de déterminer les molécules
responsables de la complexation a été appliquée pour un échantillon de NAFA dopé en europium a une
concentration de 5.10° M.
Les spectres de masse montrent qu’aucune autre source que I’ESI ne permet de mettre en évidence la
formation de complexes formés entre la matiére organique en 1’europium. En effet, aucune modification
des spectres de masse n’a été observée aprées 1’ajout du métal avec les sources autres que 1’ESI.

Ce résultat confirme I’intérét que revét la source d’ionisation électrospray pour ce type d’étude.
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3.4. Les conditions opératoires finales utilisées
Le choix des conditions opératoires est basé sur les résultats précédents. Elles ont été sélectionnées pour
permettre la détection du maximum d’ions résultant de la complexation du métal par la matiére

organique tout en minimisant les effets indésirables de 1’effet de matrice.

3.4.1.Préparation des substances humiques
Pour I’¢tude des interactions entre les métaux et les substances humiques, les échantillons SRFA, SRHA,
NAFA et NAHA ont été analysés. Ils ont été préparés selon la procédure utilisée pour 1’analyse des
échantillons par FTICR-MS (décrite section 4.1. Conditions expérimentales, page 91) : la concentration
finale de la matiére analysée est de 600 mg/L et le pourcentage volumigue en méthanol est fixé a 30 %.
Afin d’évaluer I’influence du pH sur la complexation des métaux par les substances humiques, chaque
échantillon a été préparé a trois pH différents. Le pKa moyen (approximativement pH 4,5) des fonctions
carboxyliques dans un échantillon de substances humiques est a 1’origine du choix des pH d’analyse
[188]. Pour chaque substance humique, trois échantillons sont préparés : pH 2 (diminution du pH par un

ajout d’acide chlorhydrique) puis pH 4,5 et pH 7 (augmentation du pH par un ajout d’ammoniaque).

3.4.2.Préparation des actinides et de I’europium

Des solutions d’actinides naturels (thorium et uranium) et d’europium ont été préparées afin d’étudier
la complexation de trois degrés d’oxydation des actinides par la matiére organique. En effet, dans nos
conditions I’uranium et le thorium sont stables sous leur forme respective UO2?* et Th*". L ’europium
est stable sous forme Eu3* et considéré comme un analogue des actinides trivalents tels que I’américium,
le curium et le californium [189].

Trois solutions sont indépendamment préparées a partir de solutions de calibration mono-élémentaire
« assurance grade » commercialisées par SPEXCertiPrep™ (Middlesex, UK) a 1 g.mL.Ces solutions
sont diluées pour obtenir une concentration finale en métaux de 5.10* M. Ensuite, elles sont reprises a
sec trois fois par une solution d’acide chlorhydrique concentrée afin de reconditionner leur milieu de

conservation. En effet, initialement, ces éléments sont conservés en milieu nitrique qui est responsable
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de la formation de clusters de nitrate (voir 3.2.2. Caractérisation des molécules complexantes, page 122).

Apres la troisiéme évaporation, les métaux sont repris dans une solution d’acide chlorhydrique a pH 2.

3.4.3.Préparation des échantillons
Quatre solutions sont préparées a partir de chacun des trois pH des cing échantillons de substances
humiques. Pour trois d’entres elles, un ajout de métal (uranium, thorium ou europium) est réalisé a
hauteur de dix pourcent volumique pour obtenir une concentration finale en métaux de 5.10° mol.L™.
La quatrieme solution préparée a partir de chacun des pH de chaque échantillon de substances humiques
servira de témoin : dix pourcent volumique d’acide chlorhydrique a pH 2 y sont ajoutés sans actinide.

Au final, 48 solutions seront préparées (Figure 38).

Figure 38 : Photographie de I’ensemble des échantillons de substances humiques dont le pH a été ajusté a
2, 4,5 et 7 et dans lesquels ont été ajouté soit de ’europium, soit du thorium, soit de I’uranium soit HCI a

pH 2 sans métal

Une fois préparés, les échantillons sont plongés dans 1’obscurité et sont agités 72 h avant leur analyse

afin de garantir I’observation des réactions dont les cinétiques seraient les moins rapides.

3.4.4.Paramétres instrumentaux utilisés

Le pH des solutions analysées est compris entre 2 et 7, ces conditions chimiques favorisent la

protonation et la détection des ions en mode positif. Ainsi, toutes les analyses sont réalisées en mode
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positif. Les parameétres instrumentaux de la source d’ionisation ont été optimisés précédemment et sont
reportés dans le Tableau 11 reporté page 115.

Le FT-MS Orbitrap XL hybrid FTMS utilisé est étalonné en masse sur toute la gamme de masse tous
les trois jours avec la solution d’étalonnage commercialisée par Thermo Scientific™ (San Jose, CA,

USA).

4. Détermination des molécules complexant les actinides

Cette partie du manuscrit présente les résultats obtenus par 1’application de la méthodologie développée
précédemment. Pour la premiére fois, quelques molécules issues de matiere organique naturelle
responsables de la complexation des actinides sont présentées. Dans un premier temps, ce chapitre
présente les formes sous lesquelles les actinides sont identifiés lorsqu’ils ne sont pas complexés. Ensuite,

ce chapitre présente toutes les molécules complexantes qu’elles soient caractérisées ou non.

4.1. Détection des actinides non complexés
Les échantillons analysés a pH 2 permettent I’observation des métaux essentiellement sous leurs formes
« non complexées ». En effet, ils peuvent étre observés sous forme de métal « nu » M™ (ot M est le
métal et n la charge de celui-ci) ou sous forme de clusters.
L’europium non complexeé est observé aux masses de 151,92 da et de 153,92 da. Il est également observé
sous la forme de clusters de [Eu(OH)]*, [Eu(CD)]* et [Eu(OH)(CI)]*. La formation de clusters d’europium
a déja été référencée dans la littérature [184,185]. En effet, des analyses par ESI-MS ont conduit a
I’observation de clusters formés a partir de nitrate et de méthanoate. Dans nos conditions, les nitrates
ayant été supprimés du protocole expérimental, ce sont d’autres clusters qui sont observés. Ils sont
¢galement formés a partir d’espéces nucléophiles.
Le thorium est caractérisé par le potentiel ionique le plus élevé des trois métaux étudiés ici. Sa forme
Th* commence a étre hydrolysée a partir de pH 2. Ainsi, I’ion [Th(OH)]" est identifié. Cette observation

est en accord avec une étude qui remarque le thorium majoritairement sous forme de [Th(OH)]* dans
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des conditions de pH proche (pH = 2,1) [190] . Le thorium est également détecté sous forme de clusters
reportés dans le Tableau 17. Ils sont formés a partir de méthanoate, d’hydroxyde et de chlorure. D’autres
études proposent également la formation de clusters a partir d’autres ions nucléophiles tels que les

nitrates [191,192].

Tableau 17 : Clusters formés a partir des métaux non complexés

Clusters de *°Eu m/z Clusters de Th m/z Cluster de U m/z
[Eu(OH)]* 169,92 [Th(CH:OH)]* 264,06 [UO2(OH)T* 287,04
[Eu(CI)]* 187,89 | [Th(CHsO)(OH)]* 280,06 [UO(CHs0)]* 301,06

[EU(OH)(CN]* 204,89 | [Th(CH:OH)(H.0)]* 282,07 [UO(CI)]* 305,01

[Th(OH)2(CI)]* 301,01 | [UOyOH)(H:0)]* 305,05
[Th(CH:0)(OH)(CD]* 315,02 | [UO,(CH:OH)(HO)]* 319,07
[UOACI)(H:0)]F 323,02

L’uranium est observé sous forme d’UO;"* et de plusieurs clusters reportés dans le Tableau 17. Toutes
ces espéces ont déja été observées dans des conditions chimiques similaires [193].

Les résultats présentés dans cette section montrent le comportement acide de Lewis des métaux
analysés : ils forment des clusters avec des espéces nucléophiles lors de I’ionisation malgré
I’optimisation des conditions chimiques d’analyse. L’impact de ’effet de matrice a été minimisé mais
persiste. Il est d’ailleurs responsable de la non-identification de certaines molécules. Celles-ci seront

présentées dans la section suivante.

4.2. Molécules non identifiées
La résolution de I’instrument est la principale raison de la non-identification de certaines molécules. La
résolution expérimentale de 1’instrument utilisé est définie mathématiquement par le rapport entre la
masse d’un ion et la largeur a mi-hauteur du pic détecté. Elle a été calculée pour les 200 pics les plus
intenses détectés lors de I’analyse de 1’échantillon de SRFA. Les résolutions sont représentées

graphiquement sur la Figure 39.
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Figure 39 : Résolutions recalculées des 200 pics les plus intenses détectés pour I'analyse de SRFA par FT-

MS en mode positif

A titre d’exemple, la résolution pour une masse de 400 da est proche de 125 000. Elle permet la détection

d’un seul ion sur une gamme de masse de 3,2 ppm. Cette gamme augmente avec le rapport m/z. Ainsi a

600 da, cette gamme de masse est proche de 6 ppm (R=100 000).
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Figure 40 : Nombre de formules élémentaires possibles pour un rapport m/z de 499,2126 en fonction de

P’erreur permise et du type de formule élémentaire, d’apreés R. L. Sleighter et P. G. Hatcher [194]
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La précision de la mesure de la masse (liée a la résolution) est a 1’origine du nombre de formules
élémentaires qui peuvent étre attribuées pour chaque ion détecté. En effet, plus cette gamme de masse
est large plus le nombre de formules élémentaires pouvant étre assignées pour une méme masse est élevé
(Figure 40). Ainsi, I’augmentation de I’erreur de mesure et du nombre de combinaisons possibles rend
délicate I’identification des ions de masses les plus élevées. La Figure 41 représente un exemple de la
détection d’un nouvel ion apres I’ajout de thorium a une solution de NAHA a pH 2. La masse de cet ion
(486,6573 da (avec R = 115 000)) permet 50 combinaisons d’atomes de C,H,O,N,S,P et Th reportées en
Annexe 3 sur une gamme de masse de 4,2 ppm. Dans ce cas, il est impossible de déterminer I’unique
formule élémentaire de cet ion bien que certaines combinaisons telles que CHisO9NigPTh ou
H10ONPTh; ne soient pas envisageables. De plus, la fragmentation de cet ion n’a pas été possible &

cause de sa faible intensité relative, ainsi ce pic n’a pas pu étre identifié.
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Figure 41 : Spectre de masse d’un échantillon de HANA a pH 2 avant (a) et apres (b) ajout de thorium

La formation de clusters polychargés est également a 1’origine de 1a non-identification de certains pics
apparus apres 1’ajout de métaux dans les échantillons de substances humiques. En effet, la Figure 42
présente un exemple d’un ion dont la distribution isotopique est caractéristique d’un ion chargé trois
fois positivement composé de sept atomes de chlore. L’hypothése de I’existence de cet ion semble étre
vérifiée par un spectre de masse théorique d’un ion hypothétique de CisH1407Ci7NaUs**. La masse

exacte de cet ion est donc de 1739,043 da.
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Figure 42 : Exemple de cluster detecté dans un échantillon de SRHA a pH7 contenant de I’uranium dont la
distribution isotopique laisse supposer la présence de 7 atomes de chlore et d'une charge 3+ (a) et le spectre

théorique d'une molécules hypothétique de formule C1sH1407ClzNaUs** (b)

La masse de cet ion est trop élevée pour que la formule élémentaire de ce dernier soit assignée. Pour
preuve, il existe plus de 400 molécules composées de C, H, O, N, S, P, U, Cl et Na dont la masse exacte
est égale a celle de cet ion avec une erreur inférieure & 0,2 ppm.

Au final, plus de la moitié des pics apparus aprées 1’ajout de métaux n’ont pu étre identifiés. Ce sont,
généralement, les molécules de masses molaires les plus élevées qui sont les moins identifiées. En effet,
I’augmentation du nombre de propositions ainsi que la diminution de la résolution avec 1’augmentation

de rapport m/z rendent difficile I’identification des ions présentant un rapport m/z élevé.

4.3. Molécules assignées dont les structures sont non déterminées
La complexité des échantillons analysés rend souvent la fragmentation des ions responsables de la
complexation des métaux impossible. En effet, ces ions présentent généralement une faible intensiteé.
Cette intensité peut étre faible pour deux raisons : une faible concentration ou une énergie interne du
complexe élevée. Ainsi, la fenétre de masse permettant de sélectionner 1’ion a fragmenter autorise
rarement de sélectionner et de faire fragmenter 1’ion d’intérét.
L’échantillon de NAHA a pH 4,5 dopé en thorium présente un ion dont la formule élémentaire a été

déterminée mais dont la structure reste irrésolue. L’ion apparu aprés un ajout de thorium est caractérisé
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par une masse 429,0884 da. La formule élémentaire [Th(C12H-O2N)]* est la seule formule crédible

pouvant étre attribuée a cette masse.

0
/ NH
AN
N (6]
o}
Azaxanthone 1H-Benzo[f]isoindole-1,3(2H)-dione

Figure 43 : Structures référencées dans la littérature dont la formule élémentaire est C12H7O2N

Une recherche bibliographique des molécules Ci2H;O:N et Ci2HsO:N montre que la forme
« déprotonée » C1oHsO2N n’est pas référencée dans la littérature. En revanche la formule C1oH702N est
largement référencée, notamment sous forme d’azaxanthone (Figure 43). Cette molécule est utilisée
comme chromophore en milieu biologique [195,196]. Elle participe a la complexation de certains
lanthanides tels que 1’europium via le doublet non liant de 1’azote [195-197]. La 1H-Benzo[f]isoindole-
1,3(2H)-dione (Figure 43) présente également la méme formule élémentaire mais n’est référencée que

dans des articles de chimie purement organique.

ZT

HO HO
Acide 3-indolepropionique Acide (2-méthyl-1H-indol-3-yle)acetique 4-phenylpiperidine-2,6-dione

Figure 44 : Structures référencées dans la littérature dont la formule élémentaire est C11H1102N

134



I1I. L’échelle moléculaire pour une nouvelle vision de la complexation des actinides par la matiére organique naturelle

L’échantillon de SRFA dopé a I’europium a pH 4,5 présente une molécule dont la formule ¢lémentaire
a été assignée mais dont la structure n’a pas été identifiée. Il s’agit de 1’ion détecté aux masses 341,0092
et 343,0068 da (isotopie de I’europium). Cet ion, une fois déprotoné, a pour formule élémentaire :
C1:H1:NO2Eu. L’une des structures possibles de cette molécule est I’acide 3-indolepropionique. Cette
molécule est synthétisée par une bactérie se développant en milieu naturel anaérobie [198]. La littérature
ne semble pas présenter de propriétés chélatantes vis-a-vis des métaux de cette molécule. Elle est
particulierement étudiée dans le cadre de la recherche contre la maladie d’Alzheimer. En effet, cette
molécule permettrait d’inhiber I’agrégation de protéine 3-amyloid qui contribue a la dégénérescence du
systeme nerveux [199,200]. L’acide (2-méthyl-1H-indol-3-yle)acétique satisferait également la formule
élémentaire précédente. Cette molécule est essentiellement utilisée comme précurseur pour la
fabrication de produits pharmaceutiques tels que certains anti-inflammatoires [201,202]. Pour finir, la
4-phénylpipéridine-2,6-dione est également référencée dans la littérature et répond a la formule
élémentaire souhaitée. Cette molécule ne semble pas présenter de pouvoir chélatant particulier vis-a-vis
des métaux et est principalement reportée dans la littérature pour sa synthése [203,204].

Cette partie de 1’étude permet de proposer quelques isoméres pour deux ions responsables de la
complexation du thorium et de I’europium. La difficulté de fragmenter ces ions ne permet pas de
préjuger de 1I’isomeére le plus probable. En revanche, les résultats peuvent étre compares aux reférences
bibliographiques qui mettent en évidence le pouvoir chélatant de 1’azaxanthone vis-a-vis des actinides

afin de renforcer I’hypothése de I’existence de cette molécule complexante dans I’échantillon de NAHA.

4.4. Molécules assignées dont les structures sont déterminées
La molécule complexante identifiée ayant la plus faible masse est I’acide méthacrylique (Figure 45).
Celle-ci complexe I’uranium a pH 2 et a été observée sous forme de méthacrylate dans les échantillons
de SRFA et SRHA. Les propriétés de chélation bidendate de cet acide vis-a-vis du thorium et de
I’uranium sont connues et étudiées pour la confection de super-absorbants de ces éléments [205-207].
Cependant, la propension de cet acide a polymériser dans des conditions proches de nos d’analyses laisse

suggerer que celui-ci pourrait étre un fragment d’une molécule [208].
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De facon similaire, 1’acide valérique (Figure 45) est également responsable de la complexation de
I’uranium a pH 4,5 dans I’échantillon de SRFA. Cette molécule est naturellement présente dans
I’environnement : elle a été extraite a partir de rhizomes de valériane. Les propriétés chélatrices de cette
molécule ne sont pas référencées dans la littérature. 1l se peut que cet acide soit également un fragment

d’une molécule de masse supérieure.

OH

OH
OH

Iz

Acide méthacrylique Acide valérique Proline

Figure 45 : Molécules dont les propriétés de chélation des actinides sont vérifiées dans cette étude

Dans I’échantillon NAFA a pH 2, la proline (Figure 45) complexe 1’uranium. L’amine située en 3 de la
fonction acide lui confére un pka suffisamment faible (1,9) pour lui permettre la complexation a un pH
tres acide. Cette molécule est omniprésente dans le milieu vivant animal et végétal : c’est I’un des vingt
acides aminés du code génétique [209-212]. Elle présente donc un intérét tout particulier et a été étudiée

dans le cadre de la complexation de I’uranyle et du thorium en milieu biologique [213,214].

N
X X X
N
HO o HO 6] HO (0]
Acide picolinique Acide nicotique Acide isonicotique

(Acide pyrinide-2-carboxylique)  (Acide pyrinide-3-carboxylique)  (Acide pyrinide-4-carboxylique)

Figure 46 : Trois acides pyridines carboxyliques dont un est responsable de la complexation du thorium et

de Puranium

136



I1I. L’échelle moléculaire pour une nouvelle vision de la complexation des actinides par la matiére organique naturelle

Tewari B. propose deux valeurs de constantes de complexation entre I’uranyle et la proline : log P11 =
7,80 + 0,11 pour la formation du complexe 1:1 et log B12 = 14,05 + 0,16 pour la formation du complexe
1:2 [213].

Un acide pyridine carboxylique est également responsable de la complexation du thorium et de
I’uranium dans les échantillons de SRHA, NAFA et NAHA a pH 2. Cet acide a été détecté sous forme
de complexe et sous forme de cluster chloré. La position de la fonction carboxylique par rapport a I’azote
n’a pas pu étre déterminée. Les structures de cette molécule sont présentées Figure 46. Ces molécules
sont d’origine naturelle et sont produites en milieu biotique. Aucune étude ne semble traiter de la
complexation des actinides par ces molécules. Cependant, une étude donne des constantes de
complexation des systemes acides pyridines carboxyliques / Eu [215]. Les résultats de cette étude sont

présentés dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Valeurs des constantes de complexation entre différents acides pyridinecarboxyliques et

I’europium déterminées par SLRT, d'apres [215]

Log Kmpa 1 =1,0 M NaClO, et 298 K
Acide picoliniqgue  Acide nicotinique  Acide isonicotinique
Eu** + L <> EulL?* 4,38 £ 0,10 1,93+0,04 2,28+0,12

L’auteur de cette étude propose une chélation bidendate du métal a la fois par I’atome d’azote et un
atome d’oxygene pour 1’acide picolinique. Cette hypothése justifierait la valeur élevée de la constante
de complexation comparée aux deux autres qui serait induite par une chélation par le groupement
carboxylique uniquement.

Un imide est responsable de la complexation du thorium dans 1’échantillon de NAHA a pH 2. La seule
structure possible répertoriée dans la littérature répondant a 1’assignement de cette molécule est la 1,8-
naphtalimide. La complexation des actinides par cette molécule ne semble pas avoir encore été étudiée.
Cependant, cette molécule a déja été étudiée pour sa capacité a complexer les métaux selon quatre modes
de coordination différents représentés sur la Figure 47 [216]. Elle est en général, fonctionnalisée pour
étre utilisée comme marqueur de métaux tels que le cuivre, le zinc, le mercure et les lanthanides (I11)

par fluorescence [217-221].
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Figure 47 : Différents modes de coordination de la 1,8-naphthalimide, d’apreés [216]

Un ion dont la masse exacte vaut 437,2358 da, est apparu aprés I’ajout de thorium dans 1’échantillon de
NAHA a pH 4,5. La formule élémentaire ThC1oH;NO4 correspond a la masse de cet ion avec une erreur
inférieure a 4 ppm. La structure la plus probable de cette molécule correspond a 1’acide xanthurénique
(Figure 48). Celle-ci est d’origine naturelle et est déja référencée dans la littérature pour ces capacités
de chélation vis-a-vis des métaux [222]. En effet, un complexe mixte formé a partir de cuivre, d’acide
xanthurénique et de nicotinamide a été étudié. De plus, le nicotinamide est un produit de dérivation, in
vivo, de I’acide nicotique (molécule mise en évidence précédemment dans ce méme échantillon de
NAFA). Une étude structurale de I’acide xanthurique propose une chélation des métaux de transition
tridendate via un atome d’oxygeéne du carbonyle, de ’azote et de ’oxygeéne du phénol [222,223].
Cependant, la littérature ne semble pas référencer d’étude concernant la complexation des actinides ou

des lanthanides par cet acide.

O HO
OH )
N (0]
= OH
X HO OH
OH 0 OH
Acide xanthurénique Acide 2-(3,5,6-trihydroxy-4-oxochroman-2-yl)acetique

Figure 48 : Molécules dont les propriétés de chélation des actinides sont vérifiées dans cette étude
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La derniére molécule complexante identifiée est 1’acide 2-(3,5,6-trihydroxy-4-oxochroman-2-
yl)acétique (Figure 48). Cet acide a été observé dans un échantillon de NAFA dopé en uranium a un pH
de 7. Le spectre de fragmentation a permis d’identifier la structure de ce flavonoide. En effet, celui-ci
laisse apparaitre une perte de 18 da correspondant au départ d’une fonction alcool et une retro-expulsion
de Diels Alder d’éthyléne imputable a la présence de deux atomes de carbone non fonctionnalisés cote
a cbte sur un méme cycle aromatique. Le caractere complexant de cette molécule vis-a-vis des métaux
ne semble pas avoir été etudié bien que les polyphénols soient connus pour leurs propriétés chélatantes.
En effet, certains flavonoides sont étudiés pour 1’adsorption d’uranyle ou I’extraction du cuivre dans les
eaux potables [224,225]. D’autres équipes travaillent sur le développement de gel absorbant a base de
polyphénols naturels issus de déchets de biomasse pour la décontamination en thorium, uranium et terres
rares [226].

Cette partie du manuscrit permet, pour la premiére fois, de proposer certaines molécules responsables
de la complexation des actinides dans un échantillon de substances humiques, I’exploitation de ces

résultats est faite dans le chapitre suivant.

5. Paramétres influencant la complexation des actinides par la matiére organique

Les résultats acquis précédemment permettent d’affiner la compréhension des interactions a I’échelle
microscopique entres les substances humiques et les radionucléides. Ils permettent également de
répondre aux questions soulevées par les résultats obtenus lors de la caractérisation de la matiere
organique. Cette partie décrit les différents parametres qui sont responsables et qui influencent la

complexation des actinides par la matiere organique naturelle.

5.1. Molécules et groupements fonctionnels complexants
Les résultats obtenus confortent les hypotheses présentées dans la littérature concernant la complexation
des métaux par la matiére organique par des sites carboxyliques. En effet, les plus petites molécules

réactives déterminées dans cette étude portent un groupement fonctionnel carboxylique. En revanche,
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les résultats obtenus ne permettent pas de vérifier la complexation des métaux via des sites mono-
phénoliques largement proposés dans la littérature.

Les molécules de tailles plus importantes, permettent de mettre en évidence des sites réactionnels non
référencés dans la littérature dans le cadre de ce type d’étude. En effet, le groupement imide du 1,8-
naphtalimide semble complexer le thorium (IV). L’acide xanthurénique permet de proposer une
complexation du thorium par un groupement aminoacide. Ces groupements sont étudiés pour leur

pouvoir chélatant, notamment dans le cadre de la décorporation.

5.2. Influence du pH sur la complexation des actinides
Dans un premier temps, une modification de 1’allure des spectres de masse a été¢ observée en fonction
du pH des échantillons analysés (Figure 49). La dégradation des substances humiques ne semble pas
étre responsable de cette observation. En effet, ’augmentation du pH devrait stabiliser les substances
humiques par une augmentation des répulsions électrostatiques inter et intra-molécules. La dégradation
du signal avec ’augmentation du pH pourrait étre imputable a la diminution de la disponibilité des

protons majoritairement responsables de formation d’ions en ESI.
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Figure 49 : Influence du pH sur I'apparence des spectres de masse acquis en mode positif d’un échantillon

de SRFA a 600 mg/L par FT-MS
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Outre I’évolution des spectres de masse causée par une dégradation de la qualité de I’ionisation avec
I’augmentation du pH, la détection de certaines especes est également modifiée par ce paramétre. En
effet, la Figure 50 montre une portion de spectre de masse sur laquelle 1’uranyle est détecté pour un pH
de 2. Cette figure montre également la non-détection de cet ion pour des pH supérieurs bien que le
diagramme de spéciation de ’'uranium dans 1’eau donne plus de 50 % d’uranyle libre a pH 4,5. La
disparition du thorium hydrolysé [Th(OH)]* et les clusters formés a partir de 1’europium tels que

[Eu(CI)]" est également observée avec 1’augmentation du pH.
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Figure 50 : Influence du pH sur la détection de I'uranyle "libre™ dans un échantillon de FANA analysé par

FT-MS en mode positif

Cette observation est en accord avec les constantes de déprotonation des groupements fonctionnels
responsables de la complexation des métaux déterminés dans cette étude. En effet, les pKa des
groupements carboxyliques sont proches de 4,5 alors que les pKa des aminoacides sont proches de 2.
Ceux des autres molécules déterminées sont proches de 5. Ainsi, pour des pH supérieurs a 2, les

groupements fonctionnels se déprotonent et les sites réactionnels deviennent disponibles.
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L’effet d’accessibilité des sites réactionnels s’ajoutent a leur disponibilité. En effet, avec I’augmentation
du pH, la déprotonation des molécules formant I’échantillon permet d’augmenter les répulsions
électrostatiques inter et intra-molécules permettant d’ouvrir les structures des molécules les plus
complexes. Les molécules dans leur configuration « ouverte » permettent d’offrir potentiellement plus

de sites réactifs.

5.3. Influence de I’origine et de la nature des substances humiques

Il a été montré dans la deuxiéme partic de ce manuscrit la trés forte influence de 1’origine d’un
¢chantillon de matiére organique sur sa composition. Il a également ét¢ montré que 1’influence de la
nature de la matiére organique, humique ou fulvique, semble étre un facteur moins déterminant que
’origine sur la composition des échantillons.

Dans ce chapitre, le faible nombre de molécules complexantes déterminées ne permet pas de conclure
de facon statistique sur I’influence de l’origine et de la nature de la matiére organique sur la
complexation des métaux. En effet, pour chaque échantillon dopé, une quinzaine de molécules portent
un atome métallique. Parmi ces molécules, approximativement la moitié des molécules n’ont pu étre
identifiées, un tiers résulte de la formation de clusters et la derniere portion des molécules est présentée
plus haut.

Certaines molécules complexantes ont été identifiées dans plusieurs échantillons, c’est le cas de 1’acide
méthacrylique complexant le thorium et I’uranium qui est identifié dans les échantillons NAFA, NAHA,
SRHA. L’acide nicotinique, ou un de ces isoméres, complexe é¢galement ['uranium et le thorium dans

les deux échantillons (humiques et fulviques) de Nordic Aquatic.

6. Conclusion du chapitre

Dans un premier temps, ce chapitre décrit la pertinence du couplage ESI-FT-MS. En effet, les résultats
de caractérisation de la matiere organique avec le FT-MS montrent qu’il est un outil adapté a ce type

d’étude bien qu’il n’atteigne pas les niveaux de performance d’un FTICRS-MS. Ensuite, la comparaison
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des résultats obtenus avec différentes sources d’ionisation montre que la source ESI offre les meilleures
performances notamment pour 1’ionisation des molécules les plus polaires (les plus réactives vis-a-vis

des métaux).

Ensuite, ce chapitre décrit le développement d’une méthode permettant de déterminer les molécules
responsables de la complexation des actinides dans un échantillon de matiére organique. Cette méthode
repose sur deux axes : I’identification de complexes dans un premier temps et la caractérisation des
molécules dans un second temps. La méthode développée est validée par I’utilisation d’un marqueur

isotopique naturel : I’europium.

Dans ce chapitre, la méthode développée est appliquée a ’analyse de quatre échantillons de substances
humiques naturelles dopés en trois métaux : 1I’europium, le thorium et I’uranium. Cette partie décrit la
formation de clusters a partir des métaux introduits. Les résultats montrent le comportement acide de
Lewis des métaux analysés : ils forment des clusters avec des espéces nucléophiles lors de 1’ionisation
malgré 1’optimisation des conditions chimiques d’analyses. L’impact de 1’effet de matrice persiste
malgré 1’optimisation des conditions opératoires. L’effet de matrice est responsable de la non-
identification de certaines molécules. L’ augmentation du nombre de propositions ainsi que la diminution
de la résolution avec I’augmentation du rapport m/z rendent également difficile 1’identification des ions
présentant un rapport m/z élevé.

Cette partie de 1’étude propose également quelques isomeres responsables de la complexation du
thorium et de 1’europium. Les formules élémentaires de ces molécules ont été déterminées mais leur
fragmentation étant impossible, la structure de ces molécules n’a pas pu étre déterminée.

Cette partie du manuscrit présente, pour la premiére fois, certaines molécules responsables de la
complexation des actinides par un échantillon de substances humiques et prouve I’existence d’un site de
complexation particuliérement fort qui n’est pas encore mentionné dans la littérature : les acides amino-

carboxyliques.
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Pour conclure, ce chapitre donne de nouvelles informations sur la complexation des actinides par la
matiere organique naturelle. Cette vision valide 1’approche continue appliquée dans certains modéles
macroscopiques utilisés actuellement pour la prédiction des interactions entre les métaux et la matiére
organique. En effet, dans chaque échantillon, plus d’une dizaine de molécules différentes sont
responsables de la complexation des métaux.

Cependant, la complexité des spectres de masse est responsable d’une exploitation incompléte des
résultats. En effet, I’intensité particuliérement élevée de certains pics masque les ions présentant les
intensités les plus faibles. Ainsi, il est fortement probable que de nombreuses molécules responsables

de la complexation des actinides ne soient pas détectées.

Pour les raisons mentionnées plus haut et afin d’obtenir une information plus fine, il est indispensable
de simplifier les spectres de masse. Le chapitre suivant est consacré a la séparation des substances
humiques par électrophorése capillaire dans le but de simplifier les spectres de masse. Cette technique,
non intrusive, ne modifie pas la spéciation des espéces analysées et permet de garantir 1’intégrité de

I’analyte.
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CHAPITRE IV :
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1. Stratégie analytique

La troisiéme partie de ce manuscrit décrit le développement d’une méthode permettant de mettre en
évidence et de caractériser les molécules responsables de la complexation des métaux, et notamment des
actinides, dans un échantillon de matiere organique naturelle. Cette méthode permet de valider certains

modeles de migration hydrogéochimiques utilisés actuellement. Elle propose également un nouveau site
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réactif porté par la matiére organique particuliérement affin des actinides. Cette information constitue
une donnée fondamentale pour ces thématiques de recherche. Néanmaoins, la complexité des échantillons
analyses est un frein aux potentielles informations accessibles. En effet, le nombre d’ions d’intensité
particuliérement ¢levée est responsable de 1’impossibilité de fragmenter la plupart des molécules
responsables de la complexation des métaux. De plus, ces ions masquent potentiellement la présence
d’autres complexes d’intensités plus faibles.

La séparation électrophorétique revét un intérét tout particulier pour la simplification des spectres de
masse. En effet, cette méthode est I’une des rares techniques chromatographiques non intrusives. Elle
permet la séparation d’espéces chargées en solution avec une résolution particulierement élevée sans
modifier la spéciation des analytes. Cette méthode est décrite dans la deuxiéme partie de ce chapitre.
Le développement de la séparation électrophorétique des substances humiques permet d’obtenir des
résultats satisfaisants avec un temps de récolte des fractions supérieur & 20 minutes. Le développement
de la méthode de séparation est présenté dans la troisieme partie de ce chapitre.

La séparation électrophorétique de la matiére organique peut étre mise a profit selon deux voies. D’un
cOté, la collecte de plusieurs fractions de substances humiques simplifierait 1’étude de la complexation
des actinides par une diminution du nombre de molécules analysées par fraction. On parle alors de
couplage offline. D’autre part, la séparation électrophorétique peut permettre une séparation et une
analyse en direct par spectrométrie de masse grace a une interface permettant le couplage « online » de
ces deux instruments. La quatrieme partie de ce chapitre décrit le développement et la validation de cette

interface.

2. Laséparation électrophorétique : principes et instrumentation

Cette partie du manuscrit décrit I’instrumentation utilisée pour la séparation des substances humiques.
Dans un premier temps, le principe de fonctionnement, ainsi que les phénomeénes responsables de la
migration des especes en électrophorése y sont présentés. Dans un second temps, les différents

parametres a I’origine de la séparation et de son optimisation y sont également décrits.
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2.1. Principe
L’¢électrophorese capillaire (notée EC) est une technique de séparation d’espéces chargées en solution
sous I’influence d’un champ électrique. Chaque ion migre a une vitesse qui lui est propre, en fonction
de son rapport charge sur taille. Le support de la séparation est un capillaire dont les extrémités sont
plongées dans des réservoirs d’électrolytes reliés entre eux par un générateur haute tension (Figure 51).
La détection des espéces est assurée, en fin de capillaire, par un détecteur photométrique qui permet,
grace a l’utilisation d’un chromophore, de visualiser le passage des espéces sous forme de pics

d’absorption ou d’émission.

Capillaire EC
Détecteur
B B photométrique

4B 4

+ -

HT

Electrolyte Electrolyte
Récipient A Récipient B

Figure 51 : Schéma de principe d'une électrophorese capillaire, d’apreés A. Delorme [227]

Les potentiels appliqués entre les bornes du capillaire sont de 1’ordre de 5 a 30 kV. Ils générent des
courants de quelques dizaines a une centaine de micro-ampéres. L’intensité du courant électrique est
fonction, a potentiel constant, de la conductivité de 1’électrolyte. Dans la plupart des cas, le capillaire
est en silice fondue. Son diameétre interne est de quelques dizaines de micromeétres et sa longueur de

quelques dizaines de centimetres.

2.2. Principe de migration des ions
Chaque espéce posséde sa propre vitesse de migration (vm). Par définition, cette vitesse est le rapport de
la distance (1) entre le point d’injection et le point de détection et le temps de migration observé (twm)

(29).
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| (29)
v, =— (cm.s?)
M

Cette vitesse de migration des espéces résulte a la fois d’une vitesse d’entrainement globale du solvant
dans le capillaire appelée vitesse électroosmotique (Veo) et d’une vitesse de migration propre a chaque
espéce ionique appelée vitesse électrophorétique (Vep) (30).

Vy =V +V,, (cms™) (30)

Le vecteur vitesse électrophorétique est dirigé selon la charge de 1’ion vers la borne électrique de signe

opposé (Figure 52).
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Figure 52 : Représentation du déplacement des ions (I’exposant +/- représente le cation ou I’anion) [227]

Dans des conditions pas trop acides, la vitesse électroosmotique est généralement supérieure a la vitesse
électrophorétique [228]. Les cations et les anions migrent alors dans le méme sens (Figure 52). Ainsi, il
est possible de détecter, dans les mémes conditions d’analyse, les cations et les anions, les espéces

neutres étant détectées sous la forme d’un pic unique a un instant intermédiaire.

2.2.1.Vitesse et migration électroosmotique
Le déplacement électroosmotique est un phénomeéne de transport des molécules de solvant résultant de
I’existence d’une double couche électrique a I’interface solide-solution représentée sur la Figure 53
[228].
Lors de I’application d’un champ électrique (E) paralléle & cette interface, les charges électriques

excédentaires du coté liquide se mettent en mouvement et entrainent les molécules de solvant. Il en
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résulte la création d’un écoulement de vitesse linéaire (V) proportionnel a ( E ), exprimé suivant la loi

de Helmholtz-Smoluchowski [228].

_ - N : 7y
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Figure 53 : Représentation de la double couche électrique créée a la surface d’un capillaire pour des pH

supérieurs a 4 [227]

La loi de Helmholtz-Smoluchowski est développée dans 1’équation (31) ou &, est la constante
diélectrique du milieu (en C2.J.m™), 5 est la viscosité dynamique du solvant (en Pa.s), { est le potentiel

zéta (en V) et E le champ électrique (en V.cm™) :

<l

_ &G E (cms? @31
n

Le potentiel zéta est relié a la densité de charge surfacique (o) et a I’épaisseur de la double couche

électrigue () (longueur de Debye) par la relation (32) [228].

£ = o (V) (32)

£.&

r-o

L’expression (33), oU ueo définit la mobilité électroosmotique (en cm?.VV1.s?), est déduite des deux
précédentes ((31) et (32)).

V, = _gc E=u E (cms?) (33)

L’écoulement électroosmotique (ueo) est proportionnel a la densité de charge surfacique. Il s’écoule dans

le sens du champ ( E ) lorsque le capillaire est porteur de charges négatives (o < 0) et dans le sens opposé

149



IV. La séparation ¢lectrophorétique pour la simplification des études a 1’échelle moléculaire de la matic¢re organique

lorsque (o) est positif. La vitesse électroosmotique (vVeo) peut étre calculée grace au temps de migration
(to) que met un traceur moléculaire neutre (acétone, méthanol, éthanol, eau...) pour parcourir une

longueur (I) de capillaire selon 1’équation (34).

Vo = Ll (cm.s™) (34)

€0

€0

2.3. Vitesse et mobilité électrophorétique
Toute espéce chargée (i ) en solution soumise & un champ électrique ( E ) se déplace avec une vitesse

linéaire (V,,) (vitesse électrophorétique) selon I’équation (35) dans laquelle uep est la mobilité

électrophorétique (en cm?.V-1.s2).

.= i 35
Vo, = U, E (cms™) (35)

Ce type de transport est appelé électromigration et s’effectue dans le sens du vecteur (E) pour les
cations et dans le sens inverse pour les anions (Figure 52). La mobilité électrophorétique (uep) d’une
espece dépend principalement de la charge et de la taille de I’espéce mais aussi du pH, de la présence
d’agents complexants, de la force ionique et de la nature du solvant. Enfin, elle augmente avec la
température d’environ 2 % par degré [229]. D’aprés les équations précédentes, le temps de migration
d’une espéce peut étre exprimé selon 1’équation (36).

t, = _ (s) (36)

(/ueo + /uep ) E
Pour une séparation effectuée avec un capillaire de longueur (L) a une tension (V), 1’équation (36)
devient la suivante (37).

t, =|.—L (s) (37)

(zueo + :uep )V
Dans le cas d’une espéce neutre, le temps de migration se raméne au simple transport par électroosmose

(38).

t,=—— (s) (38)
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Les équations (37) et (38) permettent ainsi d’obtenir expérimentalement les mobilités électrophorétiques

des espéces (39).

L1 1
=—| ——-—| (cmVist (39)
He =7, LM : }( )

€0
Lorsque I’espéce (i) existe en solution sous diverses formes ioniques (j) en équilibre (cinétique rapide),
la mobilité électrophorétique globale se déduit des mobilités électrophorétiques de chaque espéce (j) et

du coefficient de dissociation (&) de 1’espéce (i) sous la forme (j) selon 1’équation (40) [230].

Hi :Z(ajﬂj) (cm2.Vis?) (40)
i

Les mobilités électrophorétiques peuvent étre calculées de facon théorique a partir des mobilités
électrophorétiques absolues a dilution infinie (u%p) de chaque espéce et des relations de Debye-
Hickel [227]. Les mobilités électrophorétiques absolues a dilution infinie a 25 °C de nombreux ions
sont référencées dans la littérature. Elles peuvent étre calculées a partir des conductivités ioniques
équivalentes a dilution infinie a 25 °C (1°) selon 1’équation (41).

U= g (cm2.V1st) (41)

2.4. Méthodologie
2.4.1.Composition des électrolytes

La composition chimique des électrolytes utilisés est un paramétre prépondérant car elle a un impact
direct sur la séparation des éléments constitutifs de 1’échantillon. Par exemple, 1’utilisation d’une
solution tampon dont le pKa est proche du pH de I’électrolyte est absolument indispensable afin de
stabiliser le courant électrique. En effet, du fait de I’application d’un champ électrique et de la migration
excessivement rapide des protons qui en résulte, un gradient de pH apparait le long du capillaire lors des
séparations. Ce gradient crée une hétérogénéité du champ électrique entrainant une forte instabilité du
courant qui conduit principalement & une mauvaise répétabilité des résultats.

Certains électrolytes sont utilisés pour leur capacité a réagir avec les analytes. Ainsi, I’acide borique est

parfois utilisé pour 1’analyse de la matiére organique. En effet, il permet de rompre les liaisons faibles
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qui lient les substances humiques en réagissant avec les groupements fonctionnels alcools, phénols et
acides carboxyliques [231]. Dans le cadre de cette étude, 1’influence de I’¢électrolyse sur la séparation

de la matiere organique est décrite dans la partie qui suit.

2.4.2. Traitement du capillaire

Le pKa des groupements silanol, principaux constituants de la surface des capillaires en silice fondue,
est égal a 5,3 [232]. Le phénoméne de déprotonation des groupements silanol s’amorce dés pH = 1,5 et
conduit a ’augmentation du flux électroosmotique jusqu’a sa stabilisation a pH > 8 [233]. La cinétique
de la réaction de déprotonation des silanols est rapide. Cependant, la stabilisation du flux
électroosmotique peut étre relativement longue.

L’utilisation de surfactant est parfois indispensable pour supprimer la sorption de 1’échantillon a la
surface du capillaire ainsi que pour stabiliser et fixer le flux électroosmotique. Le surfactant est,
généralement, constitué d’une téte polaire fixée a la surface du capillaire et d’une chaine apolaire

permettant de rendre inerte la surface de celui-ci [234-237].

2.4.3.Loi d’Ohm
La relation entre la tension imposée (U) aux bornes du capillaire et ’intensité du courant électrique (i)
est régie par I’intermédiaire de la résistance électrique (R) de 1’électrolyte par la loi d’Ohm (42).
U=R.i (V) (42)

Cette relation est linéaire tant que (R) est une constante, c¢’est a dire tant que la température au sein du
capillaire ne varie pas. Celle-ci est maintenue constante grace a un fluide thermorégulateur enveloppant
le capillaire. Cependant, la puissance dissipée par unité de longueur (P.) par ce fluide connait une borne
supérieure au-dela de laquelle on observe un échauffement du capillaire et donc une diminution de (R).
Cette variation de (R) entraine une non-linéarité de la loi d’Ohm qui se traduit par une mauvaise

répétabilité des résultats.
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3.4.  Corrections en température
L’¢électrolyte support doit limiter I’échauffement du capillaire par effet Joule lors de 1’application du
champ électrique au capillaire. La puissance appliquée au capillaire ne doit pas dépasser 0,5 W.m pour
éviter une élévation de température de plus de 1 K [233]. Il est donc recommandé d’utiliser des
électrolytes supports peu conducteurs, conduisant donc a des courants faibles. Si la conductivité de
I’électrolyte est trop élevée, la température du systéme augmente conduisant a 1’¢élargissement des pics
et a la dégradation de la résolution. Ce phénoméne est di a la variation Kelvin de la mobilité

électrophorétique d’environ 2 % par selon 1’équation (43).

Hep (T) = @+0,02AT) 1127 (cm2.V-1s) (43)

ep
Une méthode permet de déterminer les exces en température [238]. Celle-ci définit la différence AT
entre la température de consigne (celle du liquide caloporteur régulant la température du capillaire) et la

température réelle de I’électrolyte selon la relation (44).

B G; -G,
YG,

AT (44)

Ici, la grandeur Gy représente la conductance du systéme, Go est la conductance limite sans effet joule.
Cette derniére valeur est déterminée par une extrapolation de la grandeur G+ a un rapport L/P (puissance
dissipée par unité de distance) nul. Le facteur y est un coefficient thermique de la conductivité éclectique.
Il peut étre déterminé expérimentalement a partir de la conductivité électrique k. extrapolée & puissance
nulle. La conductivité électrique peut étre déterminée expérimentalement, pour des tensions faibles afin
de négliger les effets joules, selon la relation (45).

K _ L (Qtm? (45)
Y

Dans la relation précédente, L représente la longueur du capillaire, i est I’intensité du courant mesurg,
V est la différence de potentiel appliquée aux bornes du capillaire et S est la surface du capillaire. La

conductance définie précédemment peut étre donnée selon la relation (46).

G, = 1 medr (46)
Vv 4L
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Ainsi, la différence entre la température de consigne et la température réelle de 1’électrolyte peut étre

obtenue a partir de la mesure de la tension, de I’intensité du courant et de la longueur du capillaire.

2.4.4.Mode d’injection des échantillons
2.4.4.1. Injection hydrodynamique
Il s’agit d’une injection non-sélective réalisée soit par application d’une surpression en entrée de
capillaire, soit d’une dépression en sortie. Le volume d’échantillon introduit dans le capillaire se calcule
suivant la relation de Poiseuille (47) ou d est le diamétre interne du capillaire (en m), t est le temps
d’injection (en s), AP est la différence de pression entre 1’entrée et la sortie du capillaire (en Pa), 7 est

la viscosité dynamique de 1’échantillon (en Pa.s), et L est la longueur totale du capillaire (m) [233].

= dAﬂt_AP (L) (47)
1287L

Le terme d’injection hydrodynamique s’applique, de méme, a la technique de remplissage du capillaire
par gravité. Ici, la section interne du capillaire constitue le principal facteur limitant : il est, par exemple,

impossible d’injecter par gravité quand le diameétre interne du capillaire est inférieur a 30 pm [228].

2.4.4.2. Injection électrocinétique
L’injection électrocinétique consiste a introduire 1’échantillon dans le capillaire par application d’une
tension a ses extrémités. Cette technique d’injection permet de s’affranchir des problémes de
perturbations (bulles d’air, turbulences...) liés au mode hydrodynamique avec injection pneumatique.
L’inconvénient majeur est que les composés migrent de maniére hétérogéne : les espéces dont les
vitesses de migration sont les plus élevées se trouvent en concentration plus forte dans le capillaire que

dans la solution d’origine.

2.4.5. Détecteurs
La détection des analytes par électrophorése capillaire peut étre effectuée par différentes techniques.
Deux grands types de détection peuvent étre distingués. Le premier type consiste a effectuer la mesure

directement dans le capillaire. C’est la détection « on-column ». Elle englobe toutes les méthodes
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spectroscopiques. Le second type consiste a détecter I’analyte a sa sortie du capillaire, en détection
« post-column ». C’est notamment le cas de toutes les méthodes de spectrométrie de masse.
D’autres détecteurs peuvent étre employés aussi bien « on-column » que « post-columny. C’est le cas

des techniques électrochimiques, comme la mesure de conductivité ou I’ampérométrie.

3. Développement d’une méthode de séparation de la matiére organique

Ce chapitre décrit un développement de séparation électrophorétique de la matiere organique. Le but de
celle-ci n’est pas de séparer indépendamment chaque molécule d’un échantillon mais de déterminer les
conditions expérimentales permettant de fractionner au mieux la matiére organique. En effet, plus le
temps de collecte est long meilleure sera la séparation et les spectres de masse acquis en ligne ou non
seront d’autant plus simplifiés.

Cette partie décrit dans un premier temps la préparation des échantillons et les conditions opératoires
choisies. Ce chapitre décrit également, la résolution des problémes de détection rencontrés ainsi que

I’optimisation de certains parametres de séparation.

3.1. Conditions opératoires
3.1.1.Préparation des échantillons
Pour I’étude de la séparation électrophorétique des substances humiques, les échantillons SRFA, SRHA,
NAFA et NAHA ont été analysés. lls ont été dissouts dans les électrolytes d’analyse a une concentration
de 600 mg/L. Les échantillons ne sont pas filtrés et sont conserves dans 1’obscurité a 4 °C. La matiére

organique est analysée dans les cing jours qui suivent la dissolution.

3.1.2.Conditions d’analyse
Toutes les séparations électrophorétiques ont été réalisées par une électrophorése capillaire MDQ
commercialisée par la société Beckman Coulter™ (Passadena, Californie, USA). Sauf mentions

particuliéres, les capillaires utilisés sont en silice fondue de 75 um de diamétre conditionnés avant leur
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premiére utilisation par six ringages successifs de 5 minutes chacun a la soude a 0,1 M puis a I’acide
chlorhydrique a 0,1 M a une pression de 5 psi. Les substances humiques sont injectées dans le capillaire
avec une pression de 0,5 psi appliquée durant 10 secondes. La séparation est réalisée en polarité inversée
pour que le flux électroosmotique entraine naturellement les espéces vers le détecteur sans appliquer de
poussée hydrodynamique artificielle.

Afin de stabiliser le flux électroosmotique et de limiter la sorption des substances humiques observées
(3.2. Résolution des problémes de sorption et de détection, page 156), la surface du capillaire est
conditionnée. Pour cela, la surface du capillaire est préparée par un ringage de 10 minutes & une pression
de 17 psi avec de la soude a 0,1 M. Ensuite, la capillaire est rincé a I’eau ultra pure pendant 5 minutes a
une pression de 10 psi, puis il est traité avec le surfactant (bromure d’hexadimethrine a 0,1 % massique)
pendant 10 minutes a 10 psi. Enfin, le capillaire est rincé avec 1’¢lectrolyte de séparation pendant 2
minutes a 10 psi.

Dans le cadre de cette étude, un détecteur laser a fluorescence est utilisé pour sa sensibilité envers
certaines familles de molécules issues de la matiére organique naturelle. En effet, les aminoacides, les
acides nucléiques et les flavines sont des exemples de molécules particulierement fluorescentes
identifiées dans des échantillons de substances humiques [239]. Cependant, la détection UV est souvent
privilégiée et seulement quelques rares études présentent la détection des substances humiques par laser
a fluorescence [240-242]. La matiére organique naturelle absorbe et émet sur de larges gammes de
longueurs d’onde, ainsi, des études de fluorescence en trois dimensions, aussi appelée EEM pour
Excitation-Emission Matrix, sont publiées [243-245]. Des longueurs d’onde de 488 et 532 nm ont été

respectivement sélectionnées pour 1’excitation et I’émission des substances humiques.

3.2. Résolution des problemes de sorption et de détection
La premiére étape de ce développement, traite de la résolution des problémes de la détection de la
matiere organique par le détecteur a fluorescence laser. En effet, les premiéres analyses de séparation se
sont soldées par 1’acquisition d’un unique électrophérogramme de bruit de fond (Figure 54 (a)).
L’observation de la sorption de la matiére organique & la surface du capillaire est décrite par certaines

équipes ayant travaillé sur cette thématique de recherche. L’utilisation de surfactants ou de cations
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divalents tels que le magnésium(ll) permettent de limiter la sorption des substances humiques a la
surface du capillaire [231,246]. Parmi plusieurs dizaines de surfactants utilisés, le bromure
d’hexadiméthrine (noté HDMB et souvent appelé polybréne) a été choisi pour conditionner de fagon
semi-permanente les capillaires utilisés. La Figure 54 (b), monte I’effet du « coating » sur la détection

de la matiere organique et prouve la sorption de celle-ci sur les parois du capillaire.
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Figure 54 : Séparation électrophorétique en mode inversé a 13 kV d’un échantillon de SRFA a 600 mg/L
injecté 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire en silice fondue de 75 um de diametre sans (a) et avec (b)

conditionnement du capillaire au polybrene (Electrolyte : 100 MM HzBOz /10 mM HCI (pH 3,15))

Cependant, les deux pics particulierement intenses observés a 14 et 19 minutes laissent supposer une
agrégation de la matiere organique [247,248]. Celle-ci est due a des conditions de séparation non
adaptées telles qu’une tension trop élevée ou un électrolyte trop réactif vis-a-vis de la matiére organique.
En effet, I’acide borique a été utilisé ici pour ses capacités a rompre les liaisons faibles qui lient les

substances humiques en reagissant avec les groupements fonctionnels alcools, phénols et acides
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carboxyliques afin d’optimiser la séparation [231]. Dans le cadre de I’exemple donné ici, I’acide borique
semble conduire a une légére précipitation de I’analyte bien que la séparation des substances humiques
sur une durée approximative de 15 minutes soit satisfaisante. La suite de cette étude vise a trouver un

électrolyte plus adapté a la séparation des substances humiques.

3.3. Choix de I’électrolyte de séparation

Le choix de I’électrolyte est I’un des paramétres clés de la séparation €lectrophorétique. Dans le cadre
de cette ¢tude une dizaine d’électrolytes de nature, de pH et force ionique différents a été testée. Trois
exemples d’électrophérogrammes obtenus avec trois milieux de séparation différents sont présentés sur
la Figure 55.

Pour chaque analyse, il est vérifié que le flux électroosmotique est fixe et indépendant du pH des
électrolytes. Il est mesuré en moyenne a 10 minutes et 26 secondes. Cette valeur peut &tre comparée aux
temps de détection de la matiére pour justifier que la matiére organique est principalement chargée
négativement puisqu’elle est observé aprés le marqueur neutre. De plus, un léger décalage du temps de
migration des premiéres especes détectées est observé lors de 1’augmentation du pH. Cette observation
est en accord avec une déprotonation progressive des substances humiques avec I’augmentation du pH.
Du point de vue de la séparation, la Figure 55 (a) rappelle que 1’utilisation de I’acide borique a ce pH ne
convient pas a la séparation de nos échantillons. En effet, le pH relativement acide limite la
déprotonation de sites portés par la matiére organique et limite ainsi les répulsions électrostatiques
conduisant a I’agglomération des particules. Les électrolytes caractérisés par un pH supérieur ne
semblent pas conduire a I’agrégation de la matiére organique (Figure 55 (b) et (c)). Des trois exemples
présentés plus haut, le tampon acétate (Figure 55 (c)) permet de détecter la matiére organique sur une
plus longue période et permet ainsi une meilleure séparation dans le cadre d’une collecte de fractions ou
d’une simplification des spectres de masse dans le cas d’un éventuel couplage. A ces observations
s’ajoutent celles réalisées par Piccolo et son équipe sur la propension de certains électrolytes a rompre
les liaisons supramoléculaires [73,249,250].

Concernant 1’épaulement observé pour chaque fin de distribution, elle peut étre due a une désorption

résiduelle des substances humiques de la surface du capillaire. Dans la suite du manuscrit un capillaire
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neutre est utilisé. Les surfaces internes de celui-ci sont fonctionnalisées, de fagcon permanente, par une

couche de polyacrylamide inerte.
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Figure 55 : Electrophérogrammes obtenus en mode inverse a 13 kV d’un échantillon de SRFA a 600 mg/L
injecté 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire en silice fondue de 75 um de diameétre conditionné au
polybréne dans trois électrolytes différents : (a) 100 mM HsBOs / 10 mM HCI (pH 3,15) ; (b) 85 mM

H2POsNa / 15 mM HPO4 Naz (pH 6,95) et (¢) 20 mM C2H4O2 / 30 mM C2HzO2Na (pH 4,95)

3.4. Influence de la température de séparation
Ici, trois exemples d’électrophérogrammes obtenus avec un capillaire neutre commercialisé par la
société AB SCIEX™ sont présentés. La fonctionnalisation des groupements silanols par une couche de
polyacrylamide permet de rendre la surface de ces capillaires complétement inerte. Cependant, il

nécessite un entretien particulier : il est conservé a 4 °C lorsqu’il n’est pas utilisé. Il est également
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conditionné quotidiennement par un ringage a forte pression (75 psi) avec de 1’eau puis avec un
¢lectrolyte composé d’acide citrique (20 mM) et de MES (20 mM). Chaque opération est réalisée durant
5 minutes.

La diminution de la sorption des substances humiques est mise en évidence par la Figure 56. En effet,
les pics obtenus retrouvent une distribution plus gaussienne. L’utilisation d’un capillaire neutre sera

privilégiée a celle d’un capillaire classique conditionné selon la méthode décrite précédemment.

RFU

009

004

o007

008

005

004

ns
Minutes

50

w5

00

008

07

008

005

004

s

s

w0

007

006

005

o

e
Minutes

w0

e

0

Figure 56 : Electrophérogrammes obtenus en mode inverse a 13 kV d’un échantillon de SRFA & 600 mg/L
injecté 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 pm de diamétre pour trois températures
différentes : 55 °C (a), 25 °C (b) et 15 °C (c) dans un électrolyte composé de 20 mM C2H4O2 / 30 mM

C2H302Na (pH 4,95)
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L’influence de la température sur la qualité de la séparation est également mise en évidence. En effet,
une diminution de la température augmente la viscosité du milieu de séparation. La mobilité des especes
analysees est ainsi diminuée (43). 1l en découle qu’une diminution de la température du capillaire de 55
a 15 °C permet de doubler le temps de récolte et donc de permettre une séparation plus efficace. Ainsi,

une température de séparation de 15 °C sera privilégiée.

3.5. Choix de la tension de séparation
La différence appliquée entre les deux bornes de séparation est également un paramétre clé de la
séparation puisqu’elle conditionne la séparation. La Figure donne trois exemples

d’¢électrophérogrammes dont les acquisitions ne différent que par la tension de séparation.

(a)

0.070+ (0.070
0,065+ -0 065
0,060 [0 o6

0.055 ] [0 nss

RFU

0.050] [o.0s0

0.0 2.5 50 75 0.0 125 150 175 00 225 250 75 0.0 324 35.0 W 400 425 450

0,08 fo.os

RFU
=

Foos

004 Fo.oa

T T T T T T T T T T T T T T T T T
[ik] 25 50 75 10.0 126 1650 178 0.0 6 260 nE 300 316 380 ki 400 416 480
Ninutes

Figure 57 : Electrophérogrammes obtenus en mode inverse a 25 °C d’un échantillon de SRFA a 600 mg/L
injecté 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 um de diamétre pour trois tensions différentes :

30 kV (a), 13 kV (b) et 5 kV (c) dans un électrolyte composé de 20 mM C2H402/ 30 mM C2H3O:2Na (pH 4,95)
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Figure 57 (suite) : Electrophérogrammes obtenus en mode inverse a 25 °C d’un échantillon de SRFA a 600
mg/L injecté 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 um de diamétre pour trois tensions
différentes : 30 kV (a), 13 kV (b) et 5 kV (c) dans un électrolyte composé de 20 mM C2H:O2 / 30 mM

C2H30:2Na (pH 4,95)

Certains auteurs suggeérent une agrégation de la matiére organique pour des tensions de séparation
élevées (proches de 30 kV) mise en évidence par 1’apparition de pics particuliérement intenses et fins
[247,248]. Ici, ces pics ne sont pas observés. Seul 1’électrolyte composé d’acide borique dont le pH est
faible semble responsable de 1’agrégation de substances humiques (Figure 55 (a)).

En ce qui concerne la qualité de la séparation, I’influence de la tension semble montrer une certaine
analogie avec I’influence de la température sur la séparation. En effet, en diminuant la tension, le flux
électroosmotique résiduel et les mobilités électrophorétiques sont plus faibles, les espéces migrent avec
des temps plus longs. 1l en résulte une séparation plus efficace avec une tension de séparation de 5 kV.

Ce paramétre sera retenu.

3.6. Conclusion
Ce chapitre met en évidence que I’analyse de la matiére organique naturelle par électrophorése capillaire
ne semble pas étre particulierement adaptée a la caractérisation de celle-ci. Par exemple, la comparaison
des électrophérogrammes des quatre échantillons de substances humiques acquis dans des conditions
identiques (Annexe 4) ne semble pas étre tres instructive. En revanche, 1’électrophorese revét les qualités

nécessaires a la séparation des substances humiques avant analyse par spectrométrie de masse. En effet,
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cette méthode non intrusive conserve la spéciation du systeme tout en permettant une séparation des
entités présentes en solution avec une efficacité particuliérement adaptée a la séparation de mélange
complexe. Ainsi la séparation d’un échantillon en plusieurs fractions permettrait de simplifier les
spectres de masse en vue de déterminer plus de molécules complexantes et d’obtenir des informations
structurales supplémentaires par fragmentation.

Parmi plus de 500 conditions opératoires différentes testées, les conditions suivantes sont les plus
favorables a la séparation des substances humiques : analyse en mode inverse a 15 °C et 5 kV dans un
électrolyte composé de 20 mM d’acide acétique glacial et de 30 mM d’acétate de sodium (pH 4,95) avec
une injection de la matiére organique durant 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 pm.
La séparation pourrait étre couplée idéalement au spectre de masse pour une analyse directe et rapide.
Le chapitre suivant présente le développement d’une interface permettant le couplage d’une

électrophorése capillaire a un spectrométre de masse de type FT-MS.

4. Développement d’un couplage EC-FT-MS

Le couplage associant une technique séparative précise et non intrusive (EC) a un détecteur adapté a la
a 1’étude de la complexation des actinides par la matiére organique (FT-MS) pourrait permettre
d’approfondir les informations acquises dans les premiéres parties de cette étude. Le développement
d’une interface permettant ce couplage doit impérativement conserver les propriétés respectives de

chacune des deux techniques. Ce chapitre décrit le développement de cette interface.

4.1. Caractéristiques de ’interface
La source d’ionisation DART présentée section 2.2.2. Analyse directe en temps réel, page 106, est la
plus modulable des sources présentées dans ce manuscrit. Elle permet I’ionisation de molécules
présentes sur une large gamme de supports (polyméres, verre, métaux, atmosphere...). Cette source sera
utilisée pour I’ionisation des molécules séparées par électrophorese sous forme de nébulisat. Cependant,

une interface doit étre utilisée pour coupler I’électrophorése capillaire a la source d’ionisation. Afin de
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conserver les performances intrinséques des deux instruments couplés, quatre criteres doivent étre
respectés. Le débit de sortie de 1’électrophorése capillaire (de I’ordre de 0,1 pL.min™) doit étre adapté
au débit de nébulisation (de 1 a 1 000 pL.min). La conception de I’interface doit permettre la fermeture
du circuit électrique a chaque extrémité du capillaire de séparation. Afin de ne pas dégrader la qualité
de séparation, I’interface doit limiter au maximum les effets de succion du nébuliseur sur le capillaire
responsable du flux laminaire dans celui-ci. Pour finir, il est indispensable de diminuer au maximum les
volumes morts de I’interface afin de conserver la résolution de la séparation (réduction de
I’élargissement des pics).

Une interface développée dans le cadre de couplage EC-ICP-MS a partir 1995 semble tout a fait adaptée

[251].

4.1.1.Fermeture du circuit électrique et adaptation de débit de nébulisation
Parmi les quatre critéres présentés ci-dessus, 1’adaptation du débit et la fermeture du circuit éclectique
furent, historiquement, les premiers remplis. En effet, la plupart des interfaces utilisent un liquide de
compensation conducteur, coaxial et introduit dans ’interface par une piéce en T. Celui-ci est mélangé
a I’effluent de 1’électrophorése capillaire pour permettre a la fois d’adapter le débit de sortie de
I’électrophorese capillaire a celui d’entrée de nébulisation et d’assurer une connexion électrique stable
en sortie de capillaire [252-255]. Cependant, I’utilisation d’un liquide de compensation entraine une
dilution de I’analyte. La diminution des débits de fonctionnement des nébuliseurs a permis de minimiser

cette dilution post-colonne et par conséquent d’atteindre une sensibilité maximale [255-257].

4.1.2.Suppression des effets de succion et diminution des volumes morts
De nombreux développements instrumentaux ont permis de limiter les volumes morts et les phénomeénes
de succion notamment grace a I’application d’une pression négative dans le flacon de séparation ou par
I’utilisation de verre fritté dans le capillaire [252,253,255,258-262].
Aujourd’hui, une interface commercialisée sous le nom de Mira Mist CE par la société Burgener
Research™ (Mississauga, ON, Canada) permet de résoudre le probléme d’élargissement des pics par

I’optimisation du comportement des fluides dans I’interface. Cette interface permet également d’ajuster
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le niveau du liquide de compensation a celui du point d’injection de 1’électrophorése capillaire afin
d’éviter le siphonage notamment grace a sa géométrie parallele. Cette interface a été utilisée avec succes

pour le couplage EC-ICP-MS [230,263-266].

4.2. Interphase et parametres instrumentaux
Un nébuliseur Mira Mist CE commercialisé par la société Burgener Research™ est utilisé. Celui-ci
nébulise orthogonalement ’analyte dans le gaz métastable créé par le DART. Le nébulisat est ionisé
puis transporté vers I’entrée du spectrométre de masse (Figure 58). Des photographies du couplage sont
données en Annexe 5. La position de chacun des éléments a été optimisée de facon a obtenir la plus
grande sensibilité pour I’analyse de tributylphosphate injecté en continu par 1’électrophorése capillaire.
La sortie du DART est positionnée a 1 cm du capillaire d’entrée du spectrométre de masse et la pointe

du nébuliseur est positionnée a 1,5 cm du flux de gaz métastable créé par le DART.
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Figure 58 : Schéma de I’interface utilisée pour le couplage EC-DART-FT-MS

L’azote est utilisé pour la nébulisation a une pression de 1 bar. De I’eau contenant 30 % volumique de
méthanol est utilisée en tant que liquide de compensation a un débit de 27 pl.min*. Pour finir, le gaz

vecteur utilisé pour ’ionisation du nébulisét est de 1’hélium chauffé a 450 °C.
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4.3. Résultats et interprétations
Le couplage a été optimisé par la détection de tributylphosphate (TBP) a une concentration de 10 ppb
injecté ponctuellement par I’intermédiaire d’une 1’électrophorése capillaire par une poussée
hydrodynamique de 3 psi durant 10 secondes. Les résultats obtenus en mode positif avec les parametres
instrumentaux optimisés sont présentés sur la Figure 59. Cette figure montre que le couplage mis en
place permet de détecter du TBP a une trés faible concentration. Le TBP protoné (en mode positif) est
caractérisé par une masse exacte de 276,1725 da. Il est détecté, avec une faible intensité, des le début de
I’analyse par contamination de I’air ambiant. Cependant, apres deux minutes, le TBP devient la seule
molécule détectée. Ensuite, aprés I’injection, I’intensité de cette molécule particulierement volatile

décrofit lentement.
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Figure 59 : Chromatographe obtenu pour la mesure de la masse 267,17 da (TBP protoné) obtenu avec une
injection ponctuelle (10 secondes a 3 psi) par le capillaire de I’électrophorese capillaire (a) et deux exemples
de spectres de masse acquis durant cette analyse : un avant la détection du TBP (a 1 minute (b)) et ’autre

pendant la détection du TBP (a 2,07 minutes (c))
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Les mémes conditions opératoires ont été utilisées pour la détection de la matiére organique par
I’intermédiaire du couplage EC-DART-FT-MS. Cependant, la sensibilité du FT-MS pour les substances
humiques ionisées par DART ne semble pas suffisante pour les détecter avec le couplage.

En effet, la Figure 36 présentée (page 122) montre que la source d’ionisation DART est moins bien
adaptée a I’analyse de la matiere organique que les autres sources testées. Cependant, la source DART
est la seule a disposition qui permette le couplage.

Le spectre de masse du bruit de fond obtenu avec le couplage est trés proche du spectre de masse acquis
pour I’injection en continu de NAHA & pH 2 & une pression de 3 psi : la capacité de la source DART a

ioniser la matiére organique ne permet pas d’utiliser le couplage pour 1’analyse de substances humiques.
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Figure 60 : Spectre de masse acquis avec le coupage EC-DART-FT-MS sans injection de substances

humiques (a) et avec injection d’un échantillon de NAHA a pH 2 en continu par ’intermédiaire du capillaire

4.4. Conclusion
Ce chapitre montre que le couplage développé est fonctionnel. 1l permet la séparation et la détection de
molécules plutdt volatiles telles que le TBP. Cependant, la capacité de la source DART a ioniser la
matiére organique ne permet pas d’utiliser le couplage pour 1’analyse de substances humiques.
Néanmoins, la séparation développée pourra étre utilisée off-line par 1’intermédiaire de la récolte de
fractions de la matiere organique.
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5. Conclusion du chapitre

Dans un premier temps, ce chapitre met en évidence que I’analyse des substances humiques par
électrophorése capillaire ne semble pas étre particulierement adaptée a la caractérisation de celles-ci.
Cependant, cette technique revét les qualités nécessaires pour la séparation de la matiére organique avant
I’analyse par spectrométrie de masse. En effet, cette méthode non intrusive conserve la spéciation du
systeme tout en permettant une séparation des entités présentes en solution.

Parmi plus de 500 conditions opératoires différentes testées, les conditions suivantes sont les plus
favorables a la séparation des substances humiques : analyse en mode inverse a 15 °C et 5 kV dans un
¢lectrolyte composé de 20 mM d’acide acétique glacial et de 30 mM d’acétate de sodium (pH 4,95) avec
une injection de la matiere organique durant 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 pm
de diamétre. Ces conditions expérimentales permettent de récolter des fractions de substances humiques
sur plusieurs dizaines de minutes.

Afin d’exploiter la séparation électrophorétique développée, une interface a été mise au point. Celle-ci
est constituée d’une interface commerciale et d’une source d’ionisation de type DART. Le couplage
développé ici est fonctionnel et permet la séparation et la détection de molécules plutét volatiles telles
que le TBP. Cependant, la capacité de la source DART a ioniser la matiére organique ne permet pas
d’utiliser le couplage pour 1’analyse de substances humiques. Néanmoins, la séparation développée
pourra étre utilisée off-line par I’intermédiaire de la récolte de fractions de la matiére organique en vue
de simplifier les spectres de masse. Cette simplification devrait permettre de déterminer plus de
molécules complexantes et d’obtenir des informations structurales supplémentaires par fragmentation.

Cependant, par manque de temps cette séparation n’a pas encore pu étre exploitée.
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CONCLUSION GENERALE

La compréhension des phénoménes de migration des radionucléides dans 1’environnement est un des
challenges de I’industrie nucléaire. Dans un premier temps ces études permettent de participer a la
détermination des retombeées des essais nucléaires passés et d’anticiper la migration de contaminants
aprés un accident. Cette thématique de recherche permettrait également de participer a la détermination
de I’'impact environnemental et sanitaire a long terme du stockage des déchets issus de I’industrie

nucléaire.

Ce manuscrit montre que la migration des actinides dans 1’environnement est contrdlée par leurs
interactions avec le milieu naturel. La détermination des équilibres thermodynamiques du systéme
actinides / environnement permettrait de comprendre et de prédire la migration de ces radioéléments.
De nombreuses études ont pu enrichir la littérature par la détermination de constantes de stabilité entre
les actinides et des ligands environnementaux classiques. Cependant, les ligands plus complexes tels
que les substances humiques sont moins étudiés.

Concernant, 1’étude des interactions entre les actinides et la mati¢re organique naturelle, 1’approche top-
down est largement favorisée. En effet, 1’observation et I’acquisition de données a 1’échelle
macroscopique ont permis la détermination de constantes de complexation globales et la conception de
modeles hydrogéochimiques qui décrivent des phénoménes microscopiques tels que la réactivité d’un
métal vis-a-vis de la matiére organique naturelle dans son intégralité. Ces modeles peuvent étre
empiriques ou semi-empiriques. Ils nécessitent 1’acquisition de données expérimentales parfois biaisées
par la complexité des études concernant la matiére organique naturelle. En effet, les informations
obtenues expérimentalement dépendent de la technique utilisée puisqu’elles reflétent le comportement
des métaux dans des conditions particuliéres plutét que son comportement absolu. Cette dépendance des

résultats est liée aux techniques employées et confirme ainsi 1’intérét d’une approche microscopique de
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type bottom-up répondant a la nécessité d’acquérir des données expérimentales robustes, fiables et
indépendantes des conditions d’analyses.

La deuxiéme partie du manuscrit est consacrée a la caractérisation a 1’échelle moléculaire de cing
échantillons de substances humiques de référence. La spectrométrie de masse tres haute résolution
couplée a une technique d’ionisation adaptée présente les caractéristiques idéales pour ce type d’étude
et permet d’acquérir un nombre considérable d’informations sur la composition des substances
humiques. Pour la premiére fois, cing échantillons de substances humiques issus de trois lieux
d’extraction différents ont été analysés et comparés.

La complexité des échantillons de matiere organique est démontrée ici par la détection de 19 000 a
72 000 molécules par échantillon. L’utilisation d’un code de calcul a permis de déterminer entre 10 000
a 32 000 formules élémentaires pour chaque échantillon. Une prédominance des molécules de type
CHON a éte observée.

L’analyse a 1’échelle moléculaire montre également que la composition (et donc la potentielle affinité
pour un métal) d’un échantillon de substances humiques dépend significativement de deux facteurs :

I’origine géographique de prélévement et I’environnement responsable de leur dégradation.

Dans ce manuscrit la complexation des actinides par la matiere organique est étudiée. Cette étude
s’appuie sur le développement d’une nouvelle méthodologie permettant de déterminer les molécules
responsables de la complexation des actinides dans un échantillon de matiere organique naturelle.
L’outil utilisé est un spectrométre de masse tres haute résolution de type FT-MS équipé de quatre sources
d’ionisation différentes.

Pour la premiére fois, certaines molécules responsables de la complexation d’actinides (uranium et
thorium) et d’un lanthanide (europium) dans un échantillon de substances humiques ont été déterminées.
Ces molécules sont des acides carboxyliques principalement aromatiques ou appartiennent a la famille
des flavonoides. Ces molécules, déterminées sans aucun a priori, sont généralement connues pour leur
affinité envers les métaux notamment pour les actinides. Cette étude prouve également I’existence d’un
site de complexation particuliérement fort qui n’est pas encore mentionné dans la littérature : les acides

amino-carboxyliques.
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Les résultats obtenus valident, pour la premiere fois, de facon expérimentale 1’approche continue utilisée
dans certains mode¢les prédictifs d’interaction en les substances humiques et les métaux utilisés a I’heure
actuelle. En effet, cette approche prend en compte plusieurs sites de complexation caractérisés, chacun,

par une distribution de constantes d’affinités.

La complexité des spectres de masse est responsable d’une exploitation incompléte des résultats. Ainsi,
une séparation électrophorétiques des substances humique est développée dans le but d’extraire une
information plus compléte des spectres de masse. Cette technigue est choisie pour sa non-intrusivité :
elle ne modifie pas la spéciation des espéces analysées et permet de garantir I’intégrité de I’analyte.

Parmi plus de 500 conditions opératoires différentes testées, les conditions suivantes sont les plus
favorables a la séparation des substances humiques : analyse en mode inverse a 15 °C et 5 kV dans un
électrolyte composé de 20 mM d’acide acétique glacial et de 30 mM d’acétate de sodium (pH 4,95) avec
une injection de la matiére organique durant 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 um
de diamétre. Ces conditions expérimentales permettent de récolter des fractions de substances humiques

sur plusieurs dizaines de minutes.

Concernant les perspectives de ces études, elles pourraient s’organiser selon trois étapes.

Dans un premier temps, la simplification des spectres de masse peut étre améliorée. Des études
complémentaires pourraient appliquer la méthodologie d’analyse et la séparation électrophorétique sur
un instrument commercial tel que le CESI commercialisé par la société AB Sciex, permettant le couplage
d’une électrophorése capillaire a une source d’ionisation ESI. Il est également possible d’envisager de
développer une autre méthode de séparation, telle que la chromatographie a exclusion stérique, qui
pourrait étre couplée avec un spectrometre de masse. Une autre méthode de séparation des substances
humiques plus ou moins conventionnelle (EC, FFF, membranes, résines, chromatographie, séparation
chimiques...) pourrait, également, étre utilisée pour un couplage « hors ligne » avec un spectrométre de
masse.

Les perspectives citées précédemment permettraient de simplifier 1’exploitation des spectres de masse

et d’obtenir une information plus compléte sur la complexation des actinides a 1’échelle moléculaire par
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la matiere organique grace a I’identification d’un maximum de molécules complexantes. Dans un second
temps, il sera possible d’exploiter mathématiquement les résultats pour apporter une réponse statistique
a cette problématique de recherche. Les futures études permettraient d’identifier le nombre et la nature
des sites responsables de la complexation des actinides, de conclure sur la diversité des molécules
complexantes et de proposer une corrélation entre 1’origine ou la nature des substances humiques et la
complexation des actinides.

Dans un troisiéme temps, cette thématique de recherche pourrait s’orienter vers une étude quantitative.
Celle-ci permettrait la détermination de constantes de complexation de systéme simplifié au maximum
(systeme binaire) entre les actinides et une molécule complexante issue de substances humiques par
I’utilisation de méthode déja développée et maitrisée telle que le couplage EC-ICP-MS.

La combinaison des résultats obtenus pour la détermination des constantes de complexation des
systemes binaires et des informations statistiques sur la complexation des actinides par la matiere
organique permettrait, in fine, le développement d’un nouveau modele de prédiction de migration des

actinides dans I’environnement plus réaliste et fidele basé que des observations moléculaires.
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Annexe 1 : Détails des paramétres instrumentaux utilisés pour la caractérisation des substances

humiques par FTICR-MS

Parameétres instrumentaux de la source Appolo™ II

Paramétre Valeur fixée
. 4,5 kV (pos)
Tension au spray 3KV (neg)
Débit de gaz de désolvatation 1,5 L/min
. , . 250 °C (pos)
Température du gaz de désolvatation 200 °C (neg)

2,5 bar (pos)
0,2 bar (neg)

Spray Shild -500 V

Pression du gaz de nébulisation

120 p/min (pos)

Débit d’infusion 10 pl/min (neg)
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Paramétres instrumentaux du FTICR-MS Solarix™

Paramétre Valeur fixée Paramétre Valeur fixée
0,6 V (pos)
Nombre de scans 30 Back Trap Plate 0,5V (neg)
DC Extract Bias 05V DC Bias 00V
. 3,0 V (pos)
Entrance Lens Trap 39V Q1 Exit Lens 3,0 V (neg)
-80,0 V (pos)
Entrance Lens Extract 150V Focus 80,0 V (neg)
. 20,0 V (pos)
Exit Lens Trap -20,0 V (neg) Focus Offset 0,0V
. -20,0 V (pos) - .
Exit Lens Extract 20,0 V (neg) Post-Filter DC Bias 0,0V
Source Accumulation 0,010s Pre-Filter DC Bias 0,0V
lon accumulation Time 4s Q1 shell 0,0V
. . 400,0 m/z(pos)
lon Cooling Time 0,010s Q1 Mass 350,0 m/z (neg)
Flight Time to Capillary Exit
Acquisition Cell 0.001s (High) 2000V
) . . 230,0 V (pos)
Pre-scan Delay 3500 ps Capillary Exit (low) -230,0 V (neg)
. 200,0 V (pos)
Dwell time 0,100 s Deflector Plate 22000V
150,0 V (pos)
EDC Lens 10,0 V 10,0V Funnel 1 -150,0 V (neg)
i 10,6 V (pos)
Analyzer Entrance 50V Funnel 2 10,6 V (neg)
Funnel RF
Low Frequency 107500,4 Hz Amplitude 150,0 Vpp
Hexapole Frequency 5000,0 KHz Skimmer 1 109’100% (\BOS)
Internal Filament . 8,4 V (pos)
Current 1,600 A Skimmer 2 8,4V (neg)
internal fonization 1,0 eV Sweep Width 714285,7 Hz
nergy
2,6 V (pos) .
Octopole 2 DC 2.6V (neg) Variable Delay 0,0s
Octopole 2 Delta DC 0,0V Variable Pulse 0,0 ps
Octopole 2 DC Bias . -30,0 V (pos)
(Hight) 25V Transfer line DC 30,0 V (neg)
Octopole 1 DC Bias 40 Transfer Line -20,0 V (pos)
(Low) ’ Entrance Lens 20,0 V (neg)
Extract -8,0 V (pos) Transfer Line Exit -20,0 V (pos)
8,0 V (neg) Lens 24,0 V (neg)
i, 3,3V (pos) Transfer Line
Partition Lens 33V (neg) Frequency 3,0
. -40,0 V (pos)
Octopole Frequency 1,0 Focusing Lens 1 40,0 V (neg)
. . -10,0 V (pos)
Octopole RF Amplitude 300,0 Vpp Focusing Lens 2 10,0 V (neg)
-5,0 V (pos) . -50,0 V (pos)
Trap 5,0 V (neg) Focusing Lens 3 50,0 V (neg)
Excitation Pulse Time 15 ps Transfer Line RF 350,0 Vpp
0,6 V (pos)
Front Trap Plate 0,5V (neg)
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Annexe 2 : Comparaison des diagrammes de Van Krevelen pour ’analyse de NAFA en mode

positif avec quatre sources d’ionisation différentes

APRI+APCI - APCI

H/C
H/C

Qi Q/C

H/C

T T
0.0 0.z 04 g 0s 1.0 1.2 oo 0.z 04 0.6 0g8 1.0 1.2
G/ Q/C
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Annexe 3 : 50 combinaisons de formules élémentaires pour I’assignement d’un ion détecté a
486,6573 da dans un échantillon de NAFA a pH 2 en présence de thorium avec une erreur

maximale de 4,2 ppm a partir des atomes suivants : C, H, O, N, S, P et Th

Formule élémentaire  Equivalant de doubles liaisons  Erreur (ppm)

C12H2803P3STh 0,5 -0,02
C13H220N4PS,Th 55 -0,131
H100ON4PTh; -1,5 -0,146
CsH1804N10PSTh 25 0,186
C4H2406N6P3Th -2,5 0,297
C18H1707Th 10,5 -0,415
CeH31N4P6Th -3,5 -0,438
C3H2107NgS,Th -2,5 -0,473
C14H25N2P4Th 55 0,639
Ci3H30PS4Th -0,5 0,681
C10H2109N2STh 1,5 0,715
Ci11H2504N2S3Th 0,5 -0,79
C13H1402NgPTh 11,5 -0,944
CsH2603N6PS3Th -3,5 0,998
C2H17012NgTh -15 1,032
CsH250NgP3S,Th -3,56 -1,208
C12H1806N4PTh 6,5 1,374
C10H2307N2P2Th 15 -1,491
C11H1705NsSTh 6,5 -1,602
C7H23NgP2S,Th 15 1,657
CxH19P>Th 14,5 1,715
CsH2902N4P4STh -3,5 1,768
C19H210,S,Th 9,5 -1,92
C1sH9ON1oTh 16,5 1,921
CsHgO,Th, 2,5 -1,934
C4H2502NS4Th -3,56 -1,978
CsH2002N10P3Th 25 -2,02
CgH26010PSTh -3,56 -2,15
C12H2605PS,Th 0,5 2,186
C12H300PsTh 0,5 -2,226
C4H2208N6PSTh -2,5 2,503
C3H2305NgP>STh -2,5 -2,679
C2HsNgTh; 35 2,719
C19H1303N4Th 15,5 -2,732
C15H17NgS2Th 10,5 2,733
C14H2302N2P,STh 55 2,845
C11H2702N2P2S,Th 0,5 -2,996
C12H2:NgS3Th 55 -3,107
CeH190sNgP2Th 2,5 3,162
CsH21014N2Th -2,5 -3,621
CoH300sPS3Th -4.5 -3,654
C11H2010PTh 1,5 3,691
C11H1903NgP2Th 6,5 -3,808
C7H2102,NgSsTh 1,5 3,863
C12H130N10STh 11,5 -3,92
C22H170,STh 14,5 3,921
CsH2704N4P,S,Th -3,5 3,974
C19H23P2STh 9,5 -4,126
CH130gN1oPTh -1,5 -4,15
C4H27NgP,S3Th -3,5 -4,184
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Annexe 4 : Comparaison des électrophérogrammes de cing substances humiques différentes
acquis dans les mémes conditions (mode inverse a 25 °C et 13 kV d’échantillons a 600 mg/L
injectés 10 secondes a 0,5 psi dans un capillaire neutre de 50 um de diameétre dans un électrolyte
composé de 20 mM C;H40; / 30 mM C;H30,Na (pH 4,95)
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Annexe 5 : Photographies du couplage EC-DART-FT-MS utilisé

Vue d’ensemble :

Electrophorése
capillaire

Source DART

Vue de 'interface :

Liquide de compensation

Fermeture du
circuit électrique

Arrivée du capillaire EC

Gaz de nébulisation

Entrée du spectromeétre

Source d’ionisation DART
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Annexe 6 : Communications scientifiques

Communications significatives :

Séparation électrophorétique et spectrométrie de masse haute résolution, de nouvelles méthodes
pour I’analyse des interactions microscopiques entre les actinides et la matiére organique, 14°m
Journées Nationales de Radiochimie et de Chimie Nucléaire, Orsay (France), 11 - 12 septembre
2014

New tools for the molecular-level interactions between actinides and humic substances studies,
38™ International Symposium on Environmental Analytical Chemistry, Lausanne (Suisse), 16 -
20 juin 2014

La spectrométrie de masse trés haute résolution, un nouvel outil pour la détermination des
interactions microscopiques entre les actinides et la matiére organique environnementale,
Journée Matieres Organiques, Substances Humiques et Huméomique, Toulon (France), 15 avril
2014

La séparation électrophorétique des substances humiques : Développement et optimisation,

13%™s Journées Nationales de Radiochimie et de Chimie Nucléaire, Nantes (France), 3 - 5
octobre 2012

Communications significatives :

B. Brunel, V. Philippini, M. Mendes, J. Aupiais, Actinide oxalate complexes formation as a
function of temperature by capillary electrophoresis coupled with inductively coupled plasma

mass spectrometry, Radiochimica Acta, disponible en ligne (2014)

B. Brunel, B. Maxime, J. Aupiais, Use of new tools for the study of actinides microscopic

speciation with humic substances, en rédaction

B. Brunel, J. Aupiais, Development of new methodology for the speciation study of actinides

in complex media, a venir
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