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SOMMAIRE

La présence de moisissures a l'intérieur peut affecter la santé des travailleurs exposés,
entrainant de nombreux malaises et méme des maladies graves. Les méthodes
classiques de surveillance de ces microorganismes souffrent d’inconvénients tels que la
nécessité d’'un nombre élevé d’échantillons et de longs délais pour les analyses. Une
nouvelle approche pour évaluer les contaminations des lieux intérieurs par les
moisissures a été antérieurement proposée. Cette approche est basée sur la mesure des
composeés organiques volatils microbiens (COVM) dans les matrices biologiques des
travailleurs avant et aprés leur quart de travail. Ces substances, pouvant étre facilement
absorbées par inhalation, pourraient s’accumuler dans le corps des travailleurs, c’est-a-
dire dans les tissus ou les matrices biologiques des travailleurs durant leur quart de
travail.

Préalablement, vingt composés organiques volatils microbiens (COVM), avec un potentiel
d’étre utilisés comme biomarqueurs de contamination et d’exposition aux moisissures en
milieu de travail, avaient été identifiés, en considérant plusieurs paramétres, comprenant
l'intérét pour la santé des espéces de moisissures, I'occurrence d’émission ainsi que les
paramétres physicochimiques et pharmacocinétiques.

Dans la présente étude, de nouvelles méthodes analytiques, pour mesurer simultanément
21 COVM incluant ceux identifiés préalablement dans les matrices biologiques et I'air
ambiant, en se basant sur les techniques H-SPME-GC-MS/MS (sang et urine) et TD-GC-
MS/MS (exhalat et air ambiant), ont été développées et validés. Celles-ci ont exhibé des
performances analytiques remarquables en termes de sélectivité, linéarité, limite de
détection, limite de quantification, exactitude, précision et effet de matrice, le cas échéant,
permettant de maniére simultanée l'identification et quantification de ces potentiels
biomarqueurs de contamination et d’exposition fongique des lieux, présents a des niveaux
relativement faibles dans les différentes matrices. D’autre part, ont été mesurés les
coefficients de partage sang:air, plasma:air et urine:air pour ces COVM, paramétres trés
informatifs sur la toxicocinétique et le choix de la matrice biologique la plus appropriée
pour le développement de biomarqueurs.

Les résultats obtenus dans la présente étude seront exploités dans un futur projet visant
I'étude de I'applicabilité dans des conditions réelles, en milieux professionnels, de
I'utilisation de ces COVM comme biomarqueurs de contamination et d’exposition fongique
des lieux. La nouvelle technique de biosurveillance, par sa facilité et sa rapidité
d’exécution, pourra servir d’outil capable de donner un indice de la contamination
fongique dans un lieu de travail, complémentaire a I'approche classique, plus complexe et
onéreuse.
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INTRODUCTION

Dans la grande majorité des pays industrialisés, incluant le Québec, les gens tendent a
passer plus de 90 % de leur temps a I'intérieur (United States Environmental Protection
Agency [U. S. EPA], 1989). Selon I'Organisation mondiale de la Santé, un risque
considérable pour la santé des personnes dans les lieux fermés serait attribué a un
contréle inadéquat de la qualité de I'air (World Health Organization [WHO], 2010) de plus,
certaines études vont jusqu’a estimer que prés de la moitié des symptémes serait
attribuable a une mauvaise qualité de I'air intérieur (Commonwealth of Massachusetts,
1989), qui revét ainsi une importance particuliére, voire majeur, en santé et sécurité au
travail (Centre canadien d’hygiéne et de sécurité au travail [CCHST], 2016).

Les moisissures occupent une catégorie importante dans la classification des
contaminants pouvant détériorer la qualité de l'air intérieur. Malgré des données
déficitaires relativement a 'ampleur de la contamination fongique et I'atteinte par
'humidité des habitations et des batiments privés et publics au Québec, 'augmentation du
nombre de demandes relatives soumises aux organismes publics porte a croire que cette
problématique est en croissance (d’Halewyn et al., 2002). Au Canada, le nombre de
personnes prédisposées a faire une réaction a la suite d’'une exposition aux moisissures
est estimé a 8 % de la population (Institut canadien de conservation, 2020). L’'ampleur de
ces réactions ou anomalies de santé — allant de génes modérées a des problémes
beaucoup plus sévéres — est fonction entre autres de I'espéce de moisissure, des
particules impliquées dans I'exposition et de la dose de celle-ci. Par ailleurs, la prévalence
de ces problémes peut s’avérer d’'une grande ampleur, considérant le temps passé a
l'intérieur (Brambilla et Sangiorgio, 2020). Les affections de santé impliquant les
moisissures sont subdivisées en quatre groupes : immunologique (moisissures et sous-
produits, p. ex. spores), irritatif (COVM), toxique et cancérigéne (mycotoxines), infectieux
(pathogénes fongiques) (d’Halewyn et al., 2002 ; Marchand, G., 2021). Bien que cette
problématique se voie complexifiée davantage par le fait que ces affections de santé
puissent également étre engendrées par d’autres facteurs dans les airs intérieurs, le lien
de causalité est bien établi pour certains problemes de santé (Borchers et al., 2017 ;
Hurrald et al., 2017 ; Reboux et al., 2010 ; Tischer et Heinrich, 2013).

La part des habitations présentant des moisissures visibles en Amérique du Nord a été
estimée a 38 % (d’'Halewyn et al., 2002 ; Moularat et al., 2008), indiquant la contamination
probable d’'une part importante de lieux professionnels. De plus, la majorité des secteurs
d’activités pourraient étre concernés en raison de la capacité qu’ont les moisissures de se
développer sur des substrats multiples et variés (produits alimentaires, matériaux de
construction, habits a base de produits animaux, etc.) (d’Halewyn et al., 2002). La
contamination fongique n’est pas toujours visible mais peut parfois, voire souvent, étre
subtilement cachée comme dans les systémes CVCA (chauffage, ventilation,
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conditionnement de I'air) qui contiennent certaines composantes propices a la croissance
des moisissures (p. ex. les contenants de condensation).

La surveillance de la contamination fongique dans les lieux de travail fermés, au Québec,
n’est ni suffisamment réglementée ni soutenue, ce qui réduit considérablement, voire
entiérement dans certains cas, les données sur I'exposition professionnelle et le nombre
de travailleurs touchés. Quelques études sur le terrain dans certains secteurs font
néanmoins état de constatations sur le sujet. Par exemple, des concentrations en
moisissures supérieures a celle de I'extérieur ont été mesurées dans des centres
québécois de traitement des eaux usées, un domaine qui emploie plus de

4000 personnes (Lavoie et al., 1997). Une augmentation des concentrations de
microorganismes a également été décelée dans des centres de compostage, parmi les
soixante-dizaines de lieux qui existent dans la province (Marchand, G. et al., 2017).

Au Québec, 10 000 personnes travaillent dans les 1 890 batiments d’élevage porcins
recenseés et y sont quotidiennement exposées a d’importantes concentrations de
bioaérosols (Girard et al., 2019). Quelques 4877 fermes laitieres et 111 usines de
transformation du fromage (Les producteurs de lait du Québec, 2020), ou les produits
laitiers sont inoculés de champignons, sont également recensées. En 2001, a la suite de
I'exposition a de fortes concentrations de moisissures dans une usine de fabrication de
produits en bois, 3 diagnostics de pneumopathie d’hypersensibilité ont été établis (Dion et
al., 2008), ce qui n’est pas étonnant, comme peut le montrer une étude analysant I'air
dans 17 scieries, ou 1700 souches de moisissures ont été isolées (Duchaine et Mériaux,
2000). D’autre part, 39 % des classes mobiles, pour deux commissions scolaires
québécoises, présentaient une contamination fongique selon I'étude de Frenette (2001).
Par conséquent, les travailleurs des milieux non industriels, comme les bureaux, peuvent
également étre a risque lorsque par exemple les systémes d’air conditionné sont mal
congus et/ou mal entretenus, les systémes de ventilation contaminés ou les locaux
surisolés. Des pathologies, telles que la pneumopathie d’hypersensibilité et le syndrome
toxique associé aux poussieres organiques (ODTS), peuvent de ce fait aussi apparaitre
chez cette catégorie de travailleurs (d’Halewyn et al., 2002), qui comme aux Etats-Unis,
peuvent représenter jusqu’a 70 % de I'ensemble des travailleurs (Mendell et al., 2002).

L’exposition des travailleurs aux moisissures entrainerait des conséquences économiques
et sociales comme I'absentéisme, I'’hospitalisation, la baisse de rendement au travail, etc.,
voire la baisse de la qualité de vie des individus touchés, en raison de la détérioration de
leur état de santé global (Mendell et al., 2002 ; Mudarri, 2016). De ce fait, et puisque cette
problématique concerne un grand nombre de secteurs d’activités (un nombre conséquent
de travailleurs), les colts économiques relatifs peuvent se chiffrer a des dizaines de
millions, voire de milliards de dollars, comme dans les Etats-Unis en 2014 (Mudarri,
2016).
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« La surveillance classique de la présence fongique se base sur des méthodes
d’évaluation directe de la flore mycologique ou sur I'exploitation de la méthode PCR
quantitative. Ces approches requiérent néanmoins le recours a une procédure minutieuse
d’échantillonnage et a l'intervention de personnel hautement expérimenté. Elles exigent
aussi 'accés aux lieux contaminés pendant de longues durées, a des moyens techniques
colteux, et entrainent des délais relativement longs » (El Aroussi et al., 2018). De plus,
ces méthodes dans la plupart des cas ne permettent pas de remédier a la problématique
des moisissures cachées (p. ex. dans les contenants de condensation des systémes
CVCA).

La mesure des composés organiques volatils microbiens (COVM) libérés uniquement par
les moisissures peut représenter une alternative facile d’exécution et rapide, capable de
fournir un signe préalable de la contamination fongique dans un lieu de travail, voire une
confirmation de celle-ci grace au calcul de I'indice chimique de contamination fongique
(ICF), sur la base de la présence ou I'absence d’une série spécifique de composés
organiques volatils (Moularat et al., 2012). La détection des COVM dans les matrices
biologiques (sang, urine et air exhalé) des individus travaillant dans les lieux contaminés
(El Aroussi et al., 2018; Tabbal et al., 2022a, 2022b) pourrait permettre de contourner
également les inconvénients — presque les mémes inconvénients que I'approche
classique basée sur I'évaluation de la flore fongique dans I'air — de la mesure directe de
ces composés dans l'air.

IRSST ® Développement de méthodes analytiques pour les composés organiques volatils
microbiens (COVM) dans les matrices biologiques : vers I'évaluation des COVM
comme biomarqueurs d’exposition aux moisissures



1. ETAT DES CONNAISSANCES

Parmi les contaminants pouvant détériorer la qualité de I'air intérieur, et donc constituer
un risque réel pour la santé, les moisissures doivent étre considérées avec un grand
intérét. En effet, en raison de leurs effets néfastes et multiples sur la santé humaine
(d’Halewyn et al., 2002), le lien de causalité de certaines affections a été bien établi
(Borchers et al., 2017 ; Hurral® et al., 2017 ; Reboux et al., 2010 ; Tischer et Heinrich,
2013), ces microorganismes sont généralement traqués et proscrits dans les espaces
occupés (lieux industriels et non-industriels).

La présence des moisissures dans des lieux industriels comme non industriels est due a
leur habilité de croitre sur des substrats divers et variés (produits alimentaires, matériaux
de construction, habits a base de produits animaux, etc.). Ces microorganismes
produisent de ce fait une multitude de produits comprenant entre autres les glucanes, les
mycotoxines, mais surtout les COVM. Outre leur nocivité, ces composés, produits lors des
métabolismes primaire et secondaire des moisissures (Korpi et al., 2009), possédent une
particularité bien intéressante : leurs profils d’émissions pourraient étre caractéristiques de
I'espéce fongique ainsi que de son stade de développement (Fiedler et al., 2001 ; Hussain
et al.,, 2010 ; Lemfack et al., 2018 ; Lemfack et al., 2014), ce qui traduit une sorte de
spécificité, pouvant étre exploitée dans le cadre d’'investigations de la qualité de l'air
intérieur.

Actuellement l'investigation d’'une contamination fongique repose principalement sur
l'inspection des lieux (Huppé et al., 2016). Les méthodes classiques d’évaluation de
I'exposition aux moisissures dans les espaces intérieurs se concentrent principalement
sur les examens visuels ou microscopiques, le comptage des spores et/ou les cultures
dans des milieux spécifiques, tandis que d’autres approches émergentes utilisent la PCR
quantitative (Borchers et al., 2017 ; Mensah-Attipoe et Taubel, 2017 ; Shorter et al., 2016).
Ces méthodes souffrent du nombre d’inconvénients cités préalablement et peuvent méme
étre inefficaces (El Aroussi et al., 2018). Par exemple, une inspection destructive (p. ex.
retrait d’'un mur) s’avere indispensable lorsque certains symptédmes se manifestent chez
les travailleurs sans étre en mesure de trouver les traces de la présence microbienne
(moisissures dissimulées). Dans de tels cas, il serait utile d’exploiter plutot des indicateurs
(Kuske et al., 2005 ; Wilkins et Larsen, 1995) qui sont capables de pénétrer et de franchir
les matiéres poreuses présentes dans les milieux intérieurs. Etant donné leur nature
gazeuse et leur spécificité précitées, les COVM peuvent se diffuser, occuper l'air intérieur
et ainsi remplir ce role (Schleibinger et al., 2008). Par ailleurs, un procédé, exploitant la
présence ou I'absence d’une vingtaine de composés organiques volatils précis pour le
calcul d’un indice de contamination aux moisissures, a été breveté en 2007 (Moularat et
al., 2012). Toutefois, en raison des méthodes de sélection, seuls le 3-méthyl-1-butanol et
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1-octen-3-ol sont en commun entre la liste exploitée dans le brevet et celle choisie comme
empreinte de présence microbienne dans I'étude de El Aroussi et al. (2018).

Une nouvelle approche capable de contourner les problémes potentiels liés a
I'échantillonnage direct des COVM dans l'air a été suggérée (El Aroussi et al., 2018).
Cette approche propose I'utilisation des COVM comme biomarqueurs, c’est-a-dire des
substances chimiques mesurées dans des matrices biologiques (p. ex. : la matrice
sanguine et l'urine) de personnes actuellement ou ayant été préalablement exposées a
ces volatils — permettant donc de déceler une exposition voire une contamination
probable du milieu par les moisissures. Ces substances, pouvant étre facilement
absorbées par inhalation, pourraient s’accumuler dans le corps des travailleurs, c’est-a-
dire dans les tissus ou les matrices biologiques des travailleurs durant leur quart de
travail. Les niveaux de xénobiotiques dans le corps humain, c’est-a-dire dans les tissus et
matrices biologiques, s’équilibrent en fonction de leurs propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques (Heinrich-Ramm et al., 2000). Des études ont rapporté que les
concentrations de COVM mesurées en milieu de travail intérieur peuvent atteindre des
niveaux relativement élevés (>10 pg/m3) (Garcia-Alcega et al., 2018 ; Kim, J. L. et al.,
2007 ; Ryan et Beaucham, 2013).

Afin d’exploiter cette approche, les données publiées dans la littérature scientifique ont
été antérieurement recensées a travers une recherche exhaustive pour colliger les COVM
de sources fongiques (El Aroussi et al., 2018). Des 548 COVM colligés, seulement vingt
composeés chimiques ont été choisis (baisse de 96 %) sur la base d’un organigramme
décisionnel constitué de cing niveaux de discrimination, comprenant I'intérét pour la santé
des espéces de moisissures, I'occurrence d’émission ainsi que les parameétres
physicochimiques et pharmacocinétiques (El Aroussi et al., 2018). Les COVM ciblés sont :
acétate d’éthyle, 2-butanone, chalcogran, cyclohexanone, cyclopentanone, décanal,
hexanoate de pentyle, hexan-4-olide, 3-méthyl-1-butanol, 2-nonanone, 3-nonen-1-ol, 2-
octanol, 3-pentanol, 1-penten-3-ol, 2-penten-1-ol, 1-octanol, 1-propanol, 2-pentanol, 2-
pentanone, 6-undecanone. Dans cette liste, certains COVM ont été choisis en tenant
également compte de I'absence de sources émettrices non microbiennes connues, dans
le but de mettre en exergue la spécificité des associations « COVM — moisissures ». Cette
spécificité a été abordée dans plusieurs travaux, comme dans I'étude de Zhang et al. qui
ont pu observer un profil d’émission de COVM spécifique pour une souche d’Aspergillus
carbonarius (Zhang et al., 2017). Par ailleurs, a la suite d’'une analyse critique des
données relatives aux COVM (Lemfack et al., 2014), des chercheurs ont rapporté des
associations plus spécifiques entre moisissures et COVM émis (Garcia-Alcega et al.,
2017).

L’accumulation sanguine de certains ou de tous ces 20 composés lors d’'un quart de
travail pourrait indiquer la présence de moisissures dans les lieux professionnels et les
niveaux mesurés seraient aussi un indicateur de 'ampleur de celle-ci, aboutissant ainsi a
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une inspection plus approfondie des lieux. Lorsque l'affinité d’'un COVM donné est plus
grande pour le sang que pour l'air (c’est-a-dire, lorsque son coefficient de partage sang:air
Poa > 1), I'exposition humaine a I'air pendant une durée suffisante a une concentration
donnée de ce compose augmente son taux sanguin jusqu’a atteindre un état d’équilibre
ou sa concentration va étre équivalente a Pya multiplié par la concentration dans I'air
ambiant inspiré. Ainsi, 'absorption par inhalation augmentera proportionnellement au Phps.
Tous ces 20 COVM possédent un Ppa > 100. Il s’agit toutefois de valeurs estimées et non
pas expérimentales (El Aroussi et al., 2018). Les coefficients de partage sang:air,
plasma:air et urine:air peuvent fournir des informations sur I'absorption, la distribution et
I'élimination des produits chimiques dans le corps, et donc sur le choix de la matrice
biologique & privilégier (Heinrich-Ramm et al., 2000). A ces 20 composés sélectionnés,
deux autres composeés ont été ajoutés, pour leur occurrence élevée dans les études sur
les associations COVM/moisissures (El Aroussi et al., 2018), et pour le fait qu’ils
appartiennent a une liste d’indicateurs potentiels de la contamination fongique
(Schleibinger et al., 2008) : 3-octanone et 1-octen-3-ol. Certains de ces produits
chimiques ont été étudiés et rapportés dans les matrices biologiques (Drabinska et al.,
2021), mais jusqu’a présent les 22 COVM sélectionnés n’ont jamais été quantifiés
simultanément par la méme méthode dans le sang humain, I'urine ou 'air. Récemment,
Wazeerud-Din et al. (2021) ont optimisé une méthode pour I'analyse de sept composés
volatils (comprenant le 3-octanone et le 1-octen-3-ol) dans le sérum humain, mais aucune
mesure réelle chez 'homme n’a été présentée jusqu’a présent.

Les matrices biologiques envisagées pour la présente approche comprennent le sang,
l'urine et l'air expiré. L’investigation du cas de la matrice sanguine a permis de connaitre
I'exposition aux composés organiques volatils (COV) en conditions réelles dans la
population générale (Aranda-Rodriguez et al., 2015 ; Blount et al., 2006 ; Lemire et al.,
2004) et chez les travailleurs (Maule et al., 2016 ; Romieu et al., 1999). A noter que les
concentrations mesurées dans cette matrice, ayant le désavantage de nécessiter un
prélevement invasif, tendent a étre considérablement corrélées avec la cinétique
d’élimination correspondant a chaque COV particulier (Janasik et al., 2010). Les
métabolites des COVM dans I'urine peuvent étre exploités pour évaluer I'exposition aux
composeés parents au moyen d’une modélisation toxicocinétique (Marchand et al., 2016).
Cependant, certains chercheurs considérent la mesure des composés volatils urinaires
parents non métabolisés comme une approche plus fiable (Antonucci et al., 2016 ;
Hakkola et al., 2001 ; Imbriani et Ghittori, 2005 ; Janasik et al., 2010 ; Saarinen et al.,
1998 ; Vainiotalo et al., 2006 ; Vainiotalo et al., 1998), car de cette fagon sont évitées les
interférences provenant des processus physiologiques naturels ou de la digestion des
additifs alimentaires qui peuvent affecter la spécificité ou la sensibilité de la mesure des
biomarqueurs urinaires (Janasik et al., 2010). De plus, I'urine est considérée comme une
matrice non invasive, du moins physiquement (Kim, J. H. et al., 2011). Lorsque la
détection des COV est effectuée dans l'air expiré (Amann et al., 2014 ; Cao et Duan,
2006 ; Caro et Gallego, 2009 ; Castellanos et al., 2016 ; Storer et al., 2015 ; Tang et al.,
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2015) ou dans la salive — cette derniére matrice pourrait étre envisagée dans des études
ultérieures — (Amann et al., 2014 ; Milanowski et al., 2017) il faut pouvoir différencier la
source exogéne d’'un CQV particulier de sa source endogéne (Cao et Duan, 2006 ; Pleil et
al., 2013 ; Tang et al., 2015). De plus, la matrice de I'air expiré souffre de deux
inconvénients majeurs : (i) 'absence de procédures standardisées et (ii) la forte teneur en
eau contenue dans la matrice (Cao et Duan, 2006 ; Tang et al., 2015).

La mesure des substances volatiles dans I'air intérieur et dans les matrices biologiques a
été réalisée dans de multiples études, en suivant des protocoles relativement simples
(Antonucci et al., 2016; de Sousa Mesquita et al., 2020; Garcia-Alcega et al., 2017; Kim,
K.-H. et al., 2012; Maule et al., 2016; Mochalski et al., 2013; Monedeiro et al., 2019; Song
et al.,, 2017; Toreyin et al., 2020). Pour la plupart, ils utilisent la technique, communément
répandue et utilisée, de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS) pour la séparation/détection des composés chimiques. L’argument de
ce choix repose sur le fait que cette technique est trés spécifique, sensible, et permet
d’obtenir des résultats dans des délais courts et a un co(t relativement faible (Garcia-
Alcega et al., 2017). Les méthodes d’analyses par GC-MS permettent généralement
d’analyser plusieurs analytes par échantillon et cela devrait étre privilégié dans une
approche destinée a associer la présence de COVM dans les fluides corporels des
travailleurs a celle des moisissures en milieu de travail. Plus le nombre, la spécificité et les
concentrations des COVM dans les matrices biologiques sont importants, plus la
confiance en la présence fongique sera importante.

L’extraction des composés volatils a partir des matrices biologiques (sang, urine et salive)
est le plus souvent réalisée au moyen de la microextraction en phase solide en espace de
téte (H-SPME). La méthode est efficace et sensible comme le montrent de nombreuses
études, y compris pour I'extraction d’'un nombre de nos COVM cibles (Antonucci et al.,
2016 ; de Sousa Mesquita et al., 2020 ; Kim, K.-H. et al., 2012 ; Maule et al., 2016 ;
Mochalski et al., 2013 ; Monedeiro et al., 2019 ; Song et al., 2017 ; Téreyin et al., 2020).
Bien que bon nombre de ces COVM aient été étudiés séparément, nous pensions qu’il
serait possible de les combiner dans une seule méthode analytique basée a la fois sur la
H-SPME et GC-MS. L’extraction des COVM se fait sur une fibre par introduction dans
'espace de téte de la matrice. Le choix de la fibre et de son revétement est crucial pour
obtenir une extraction efficace. La sélection de la fibre repose sur la polarité et le poids
moléculaire des composés (Schmidt et Podmore, 2015). La technique H-SPME ne
nécessite aucune étape de préparation avant 'injection/analyse dans le chromatographe
gazeux, et permet de réduire considérablement I'injection de composés indésirables et
moins volatils, ce qui rend la technique plus propre pour lI'instrument d’analyse par rapport
aux autres méthodes d’injection (Schmidt et Podmore, 2015). Il faut toutefois garder a
I'esprit que certains COV pourraient étre délogés de la fibre (effet de déplacement)
lorsque notamment les concentrations de certains composés sont trop élevées par rapport
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a d’autres (Hernandes et al., 2019 ; Risticevic et Pawliszyn, 2013 ; Schmidt et Podmore,
2015).

L’extraction des COVM aériens (air ambiant ou exhalé) peut étre réalisée a 'aide de
méthodes utilisant du charbon actif, des tubes de désorption thermique, des nez
électroniques, des impacteurs, des cyclones ou des canisters (Garcia-Alcega et al., 2017 ;
Lawal et al., 2017). Néanmoins, grace a ses avantages, la technique qui se base sur la
collecte avec des tubes de désorption thermique est généralement la technique de choix.
Les tubes adsorbants sont réutilisables, faciles a conditionner, transporter et stocker
(Schieweck et al., 2018). Outre sa rapidité et sa grande sensibilité, cette méthode permet
de supprimer I'étape préalable de préparation de I'échantillon (Garcia-Alcega et al., 2017),
permettant ainsi la détection des composés par désorption directe dans le GC-MS
(Kozicki et al., 2019). En effet, aprés I'adsorption des COV dans les tubes, leur transfert
vers le chromatographe gazeux pour analyse se fait simplement au moyen d’'un
instrument de désorption thermique, une technique grandement répandue actuellement.
Dépendamment des propriétés des COV cibles (polarité, volatilité, masse moléculaire,
etc.) et conditions d’échantillonnage (p. ex. humidité), les phases adsorbantes
couramment proposées par les fabricants et utilisées dans ces tubes peuvent comprendre
les polyméres (p. ex. : Tenax TA, Chromosorb 102), le charbon actif (p. ex. Anasorb R
747), les noirs de carbone de type graphite (p. ex. : Carbograph, Carbopack B) ou une
combinaison de ces différentes phases permettant ainsi de piéger une gamme
considérable de volatils.
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2. OBJECTIF DE RECHERCHE

L’objectif global de la présente recherche est de démontrer la validité d’'un groupe de

22 COVM, incluant les COVM précédemment ciblées selon leur potentiel de
biosurveillance lors d’'une étude antérieure (El Aroussi et al., 2018), comme biomarqueurs
de contamination et d’exposition fongique des lieux. Etre capable de déterminer les
niveaux de ces COVM dans les matrices biologiques et dans I'air ambiant est essentiel
pour la mesure des coefficients de partage entre les différentes matrices biologiques et
I'air, et pour le développement de modéles PBPK, servant a choisir la matrice biologique
la plus appropriée pour I'application de la nouvelle approche de biosurveillance. La
démarche de la présente étude, dont les résultats seront exploités dans un projet ultérieur
dans le but de démontrer expérimentalement sur le terrain la validité de la nouvelle
approche, consistait en :

1. Le développement de méthodes de chromatographie gazeuse couplées a la
spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS), avec extraction par (i) H-SPME
(sang et urine) et (ii) tube de désorption thermique (air ambiant et exhalé), pour
'analyse simultanée des 21 COVM inchangés (parents).

2. La validation de ces méthodes en termes de sélectivité, linéarité, limite de détection
(LOD), limite de quantification (LOQ), exactitude, précision et effet de matrice.

3. La mesure des coefficients de partage sang:air (Pva), plasma:air (Ppa) et urine:air
(Pua) pour ces COVM.
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3.1

3.2

METHODOLOGIE

Afin d’atteindre les objectifs fixés, la méthodologie a été subdivisée en plusieurs étapes
secondaires : (i) l'identification et séparation analytiques des 22 COVM présents
simultanément a I'aide du GC-MS/MS ; (ii) 'optimisation de I'extraction par H-SPME (sang
et urine) et a 'aide des tubes de désorption thermique (air ambiant et exhalé); (iii) la
validation des méthodes analytiques ; (iv) la mesure des coefficients de partages.

Identification massique et séparation chromatographique

L’identification massique des composés a été réalisée en effectuant des injections de
solutions standards, contenant les 22 COVM dans le méthanol, dichlorométhane ou
acétonitrile, a des concentrations de 15-20 mg/L, dans un chromatographe gazeux (GC
Agilent série 7890A) couplé a un spectrométre de masse en tandem (QQQ 7000 triple
quadripdle ; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) muni d’un injecteur automatique
CTC-CombiPal (CTC, Suisse), situé au Pavillon Roger-Gaudry de I'Université de Montréal
dans le laboratoire du Dr Haddad. Les solutions injectées ont été préparées a partir de
produits de pureté allant de 95 a 99,9 %, achetées chez différents fournisseurs selon leur
disponibilité. La présence de ces composés a été confirmée qualitativement, en
comparant le temps de rétention chromatographique de chaque analyte et le rapport entre
les deux transitions de qualification et de quantification (ion précurseur — ions produits
Q/q) qui doivent étre en accord avec les mémes paramétres correspondant aux composés
injectés individuellement et dont les transitions Q/q (mode MRM) avaient été optimisées
préalablement (Tabbal et al., 2022a). Une vérification a I'aide de la librairie de spectres de
masse NIST a également été effectuée.

L’étape de séparation chromatographique dans un systéme GC-MS/MS s’effectue au
niveau de la colonne capillaire dont les caractéristiques dépendent des propriétés des
composeés. Pour achever une résolution adéquate, les paramétres du chromatographe
gazeux (température d’injection, débit du gaz porteur, mode d’injection [split/splitless],
programme de température du four, etc.) ont été optimisés pour deux colonnes,
généralement employées pour des composés polaires a moyennement polaires : DB-624
(60 m x 0,32 mm, épaisseur de film 1,8 um) et DB-wax (30 m x 0,32 mm, 0,5 ym
d’épaisseur de film). La colonne qui a permis de fournir la meilleure résolution des pics
ainsi que le temps d’analyse le plus court a été choisie (Tabbal et al., 2022a).

Optimisation de I’extraction par H-SPME

L’extraction des COVM des matrices sanguine et urinaire au moyen de la H-SPME est
une étape préalable a l'injection dans le GC-MS/MS pour analyse. L’optimisation de cette
extraction se fait en choisissant un type de fibre, puis en variant un nombre de
paramétres : volume d’échantillon, son acidité, sa salinité, temps et température
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d’incubation de I'échantillon, temps d’extraction, temps de désorption et température
d’injection dans le GC-MS/MS (Tabbal et al., 2022a). Pour favoriser le passage des
COVM dans I'espace de téte du liquide, I'addition de sel s’avere essentielle. Celui-ci
modifie la force ionique, ce qui diminue la solubilité principalement des composés
relativement hydrophobes (Schmidt et Podmore, 2015). Le but de I'optimisation est
d’obtenir des pics bien résolus avec une bonne sensibilité (surface/hauteur de pic la plus
élevée possible).

Pour nos COVM l'optimisation a premiérement été réalisée pour des échantillons
préparés dans I'eau pure avant d’appliquer les paramétres obtenus aux échantillons
sanguins et urinaires, en optimisant davantage si nécessaire. Les échantillons ont été
préparés comme suit. Un flacon en verre de 20 mL a été additionné d’'un volume de
matrice (eau, sang ou urine) et une quantité de sel avant d’étre fermé hermétiquement
avec un septum et agité pendant 10 min a 50 °C. A noter que pour économiser sur la
consommation de sang, un mélange de 0,5 mL de ce dernier avec 2,5 mL d’eau a été
préparé et utilisé a la place de la matrice biologique seule. Vient ensuite I'étape d’addition
de 30 pL d’'une solution dans I'acétonitrile contenant les COVM (ou d’acétonitrile pur dans
le cas des blancs), a travers le septum du bouchon a I'aide d’'une seringue, pour assurer
une concentration finale de 35 a 40 ug/L dans I'échantillon a extraire.

L’optimisation a été conduite en ne variant qu’un paramétre a la fois (Tabbal et al.,
2022a). L’ensemble des paramétres testés est résumé dans le tableau qui suit (Tableau

1).

Tableau 1 Parameétres optimisés pour I’extraction au moyen de la H-SPME

Parameétre Eléments testés

Volume d’échantillon (mL) 3,12

Type de sel NaCl, KCI, K2COs3

Quantité de sel (g) 3,5, 7

Types de fibre 50/30 pm DVB/CAR/PDMS; 85 um CAR/PDMS ;
75 ym CAR/PDMS ; 65 um PDMS/DVB

Temps d’incubation (s) 10, 120, 300, 600, 900

Température d’'incubation (°C) 37, 50, 60, 70

Temps d’extraction (s) 250, 600, 900, 1200

Temps de désorption (s) 10, 20, 30, 60, 120

Température de désorption (°C) 240, 250, 260, 270

3.3 Optimisation de I’extraction au moyen des tubes de désorption thermique
(TD)

Dans cette méthode, I'extraction des COVM aériens (air ambiant et exhalé) se fait en
prélevant un échantillon d’air a travers un tube contenant un matériau adsorbant capable
de retenir les composés d’intérét. Cette opération n’est pas de toute banalité et il faut
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évidemment tenir compte de deux choses : (i) la compatibilité de la phase adsorbante
avec la nature des composés ciblés et (ii) le volume maximal d’échantillon aérien qu'il est
possible de passer a travers le tube sans causer de claquage (déplacement des
composes vers la sortie du tube). Le but étant de maximiser la sensibilité en maximisant
le volume d’échantillon.

Les trois types de tubes testés dans cette étude comprennent deux types contenant une
seule phase, Tenax TA (35/60 mesh), Tenax TA (60/80 mesh) (Markes International,
Llantrisant, UK), et un troisiéme type contenant une combinaison de deux phases, Tenax
TA/Carbograph 1 TD (Agilent Technologies, Mississauga, Canada). Afin de déterminer le
volume de claquage deux tubes adsorbants, préalablement conditionnés a 250 °C
pendant 1 h en passant de I'azote (de pureté UHP) a 80 mL/min, ont été connectés en
série avec un raccord Swagelok contenant des joints en PTFE. Puis, a l'aide d’'une
seringue, un volume de 1 uL d’une solution dans le méthanol contenant les COVM
(solution de dopage) a été introduit dans le premier tube en passant des volumes
différents d’azote a des débits différents, au moyen d’'une unité d’introduction

(« Calibration Solution Loading Rig » [CSLR] [Markes International, Llantrisant, UK]). Pour
évaluer l'effet sur le claquage de la quantité de composés introduite, deux solutions de
dopage de faibles et hautes concentrations ont été testées : (i) 40-50 mg/L et (ii) 800-
1000 mg/L. Quant aux débits et volumes d’azote, ont été testés : (i) 50 mL/min, 2 L ; (ii)
50 mL/min, 3 L; (iii) 100 mL/min, 2 L; (iv) 100 mL/min, 3 L; (v) 100 mL/min, 6 L ; (vi)

100 mL/min, 10 L; (vii) 150 mL/min, 3 L; (viii)) 150 mL/min, 6 L; (ix) 150 mL/min, 10 L
pour le cas de la solution a faibles concentrations et (i) 50 mL/min, 3 L; (ii) 100 mL/min,
3 L; (iii) 150 mL/min, 3 L; (iv) 150 mL/min, 10 L pour le cas de la solution a hautes
concentrations.

Ces tubes sont par la suite désorbés au moyen d’'un désorbeur thermique automatique
(TD100-xr, Markes International, Llantrisant, UK) qui permet d’introduire les COVM dans
le GC-MS/MS pour analyse. Un pourcentage de la réponse dans le tube deux (de
rattrapage/recouvrement) par rapport a la somme des réponses dans les deux tubes
inférieurs a 5 % garantit 'absence de claquage au volume d’échantillonnage testé (U. S.
EPA, 1999).

Une fois dans le désorbeur thermique automatique, les tubes sont d’abord prépurgés
pendant 3 min (He [UHP] a 20 mL/min) pour se débarrasser des traces d’eau piégées
avec les COVM. Puis, une premiére désorption a 250 °C pendant 3 min (He a 20 mL/min
sans application de split de flux) concentre les COVM dans une frap composée de
carbone graphitisé. Cette derniére est ensuite purgée pendant 1 min a 40 °C a 20 mL/min
d’He avant d’étre rapidement chauffée a 320 °C (puis maintenue pendant 3 min) a

100 °C/s pour permettre I'injection des analytes dans la colonne du GC-MS/MS avec un
split de 20 ml/min.
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3.4

Afin d’étudier I'air expiré, des sacs Tedlar sont remplis d’air en I'y soufflant, puis un
volume de 3 L de chaque sac est transféré dans un deuxiéme sac, a I'aide d’'une pompe
de prélevement. Ce volume a été ensuite dopé avec 1 pL d’une solution contenant les
COVM et agité pour homogénéiser les analytes dans le sac, avant de transférer le
contenu du sac dans un tube adsorbant au moyen de la pompe de prélévement en
appliquant un débit de 150 mL/min pendant 20 minutes.

Validation analytique des méthodes

Aprés 'optimisation de la séparation chromatographique et I'extraction des COVM, les
deux méthodes (H-SPME-GC-MS/MS et TD-GC-MS/MS) ont été validées en termes de
sélectivité, linéarité, limites de détection (LOD), limites de quantification (LOQ), exactitude
et précision et effet de matrice, le cas échéant (Tabbal et al., 2022a).

La sélectivité a été évaluée en évaluant la présence d’interférence dans les matrices
étudiées tout en confirmant I'identité d’analytes en faisant une vérification a 'aide de la
librairie de spectres de masse NIST, puis en confirmant I'exactitude du temps de rétention
et des deux transitions de qualification et de quantification (ion précurseur — ions produits
Q/q), déterminées expérimentalement.

Des courbes de calibration interne avec au moins cing niveaux de solutions standards, en
triplicata pour chaque COVM, ont été construites pour évaluer la linéarité. Les échantillons
de calibration ont été préparés comme préalablement décrit pour I'extraction des COVM
(sections 3.2 et 3.3), et additionnés d’une solution contenant quatre standards internes
deutérés avant I'analyse : nonan-2-one-d5, pentan-2-one-d5, octan-1-ol-d17 et 3-
methylbutan-1-ol-d4. Pour chaque analyte, c’est le standard interne offrant la meilleure
linéarité parmi les quatre qui a été considéré (Tabbal et al., 2022a).

La linéarité était acceptable lorsque les coefficients de détermination (R?) correspondant
aux courbes et I'exactitude de la courbe de calibration, déterminée en calculant le rapport
entre les réponses obtenues par la courbe d’étalonnage et les valeurs réelles des
concentrations correspondant au niveau de calibration, étaient en adéquation avec les
valeurs communément acceptées >0,995 et 80-120 %, respectivement).

L’exactitude de la méthode a été examinée au moyen du pourcentage de récupération
(rapport entre la réponse obtenue par la courbe d’étalonnage et les valeurs réelles pour
des standards préparés indépendamment de ceux utilisés pour la courbe de calibration)
pour différents niveaux de concentration : (faible a élevé, soit environ 0,097, 0,38, 6 et

24 ng par tube [TD]; 14, 55, 110, 440 ng/L pour le groupe 1 des COVM [H-SPME] et 140,
550, 1100, 4400 ng/L pour le groupe 2 [H-SPME]). Le critere d’acceptation typique pour
les mesures de récupération impose un pourcentage qui se situe entre 80-120 % (ICH,
2005).
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3.5

La précision a été déterminée en termes de répétabilité (précision intrajournaliére) et de
précision intermédiaire (précision interjournaliére pour des semaines différentes) pour des
niveaux de concentration faibles et élevés en triplicata en calculant le coefficient de
variation (CV %) a chaque niveau, comme le pourcentage de la concentration moyenne
par rapport a I'écart type des triplicatas (Tabbal et al., 2022a).

La LOD et LOQ ont été déterminées pour chaque COVM en divisant par la pente de la
courbe le produit de I'écart type de 'ordonnée a I'origine de la courbe d’étalonnage par
3,3 et 10 respectivement (Konieczka et Namie$nik, 2018).

L’effet de matrice a été évalué pour chaque analyte comme le pourcentage du signal
correspondant a la matrice enrichie par rapport au signal obtenu pour le solvant (H-
SPME) a la méme concentration (EM %) (Rogatsky et Stein, 2005). L’effet de matrice est
important pour évaluer la présence d’interférences ou d’une élution simultanée, pouvant
affecter la quantification de la méthode suppression ou amélioration du signal. Un EM %
inférieur a 100 % indique une suppression du signal. Un EM % supérieur a 100 % indique
une amplification du signal.

Mesure des coefficients de partages

Les coefficients de partages dans I'eau, urine, sang et plasma ont été déterminés a l'aide
d’'une méthode GC-MS/MS en espace de téte, ou I'injection des COVM dans le
chromatographe gazeux se fait en prélevant, au moyen d’une seringue de 2,5 mL (Agilent
CrosslLab, Australia) pilotée par I'injecteur automatique CTC-CombiPal, une portion de la
phase gazeuse située au-dessus de I'échantillon contenu dans un flacon de 20 mL fermé
hermétiquement. La méthode développée par Gargas et al. (Gargas et al., 1989) a été
suivie, mais en introduisant les COVM dans les flacons d’équilibre sous forme de solution
dans le méthanol (Batterman et al., 2002) plutét qu’en phase gazeuse.

Avant de prélever et injecter les COVM dans le chromatographe, les flacons de test ont
été chargés avec la matrice (0,5 mL d’eau, urine, sang ou plasma) et 2 yL d’'une solution
de COVM dans le méthanol (correspondant a 1,5 - 2,01 ug de COVM). lIs ont ensuite été
incubés a 37 °C (température corporelle) pendant 1 heure (durée jugée suffisante pour
atteindre I'équilibre a la suite de tests préliminaires) en agitant a 300 tours/min pour
permettre aux composés volatils de s’équilibrer entre la phase liquide et son espace de
téte. Pour chaque flacon contenant la matrice, un flacon sans la matrice (seulement les

2 uL de la solution de COVM) a été également préparé pour servir de référence. Apres
optimisation, un volume de 500 pL pris de I'espace de téte de chacun des flacons, a l'aide
de la seringue opérée a 41 °C, est ensuite injecté dans le chromatographe pour analyse
selon les paramétres préalablement optimisés, comme décrit dans la section 3.1 (Tabbal
et al., 2022a), a la différence que le split et la température d’injection ont été réduits a

1 h 20 et 230 °C, respectivement.

IRSST ® Développement de méthodes analytiques pour les composés organiques volatils

microbiens (COVM) dans les matrices biologiques : vers I'évaluation des COVM
comme biomarqueurs d’exposition aux moisissures 14



Les coefficients de partage entre matrices et air ont été calculés a I'aide de I'équation (1)
de Gargas et al (1989), ou P4 est le coefficient de partage entre matrice liquide (eau,
urine, sang ou plasma) et air, Cr correspond a la concentration de COVM dans la phase
gazeuse du flacon de référence de volume V, Ci correspond a la concentration de COVM
dans la phase gazeuse du flacon de test, Viacon €gale le volume total du flacon vide

(20 ml) et V; égale le volume de la matrice liquide (0,5 ml).

P - Cref Vﬂacon - Ctot (Vflacon - Vt) (1 )
e Ctot Vt
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4.1

RESULTATS ET DISCUSSION

Séparation chromatographique et choix de la colonne capillaire

Les deux colonnes testées DB-624 (mi-polaire) et DB-wax (hautement polaire),
fréquemment utilisées pour la séparation des COV (Beck et al., 2008 ; Rux et al., 2019;
Schieweck et al., 2018), ont permis initialement une résolution satisfaisante de 21 COVM,
avec un avantage pour la DB-wax en raison de deux points : (i) sa plus grande polarité qui
lui confére une plus grande affinité pour nos COVM, relativement polaires (Harvey, 2016)
et (ii) sa plus courte longueur, permettant de considérablement réduire le temps d’analyse
par rapport a la DB-624. Il est connu que le choix du solvant d’injection dans le
chromatographe gazeux a un effet sur la résolution des pics, et que sa polarité doit étre
modulée en fonction de celle des composés et de la phase stationnaire. Dans notre cas,
deux des composés (éthyle acétate et butan-2-one) qui n’ont pas pu étre séparés ni en
effectuant des injections dans le méthanol (Figure A 1) ni dans le dichlorométhane ont pu
I'étre finalement dans I'acétonitrile (Figure 1).

Figure 1 Chromatogramme en mode MRM pour les 21 COVM ciblés.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine
and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

page 5. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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4.2

La Figure 1 montre des pics avec une résolution satisfaisante, correspondant a 21 COVM
cibles, identifiés comme indiqué auparavant, et résume les paramétres optimisés du
chromatographe gazeux (température d’injection, débit du gaz porteur, mode d’injection
[split/splitless], programme de température du four, etc.). Le 1-propanol, étant le

22°¢ COVM, n’a pu étre détecté dans ces conditions et a été abandonné pour faciliter
'avancement de I'optimisation. Dans le chromatogramme, le pic du 2-éthyl-1, 6-dioxaspiro
[4,4] nonane (Chalcogran) apparait comme 2 pics incomplétement résolus ce qui est
attribué a la présence de ce composé sous forme d’'un mélange de deux stéréoisoméres
(E et Z) (Gunnar et Bergstrém, 2008).

Résultats de I'optimisation de I’extraction par H-SPME

Une recherche de la littérature scientifique a permis de révéler le potentiel de quatre
fibres, 50/30 ym DVB/CAR/PDMS ; 85 ym CAR/PDMS ; 75 ym CAR/PDMS ; 65 um
PDMS/DVB, pour I'extraction de nos COVM. Ces fibres, contenant divers matériaux de
revétement, pour pouvoir extraire des composés avec une grande gamme de polarité
(voire des substances non polaires : PDMS), ont été étudiées et montré une importante
capacité d’extraction simultanée des 21 composés (Figure 2). Toutefois, contrairement
aux résultats obtenus en faisant des injections liquides (Figure 1), deux groupes de
COVM se distinguent I'un de I'autre par une différence notable d’intensité : groupe 1
(hautes intensités) composé de I'octan-3-one, nonan-2-one, octan-2-ol, oct-1-en-3-ol,
décanal, hexanoate de pentyle, undecan-6-one, octan-1-ol, non-3-en-1-ol ; groupe 2
(basses intensités) composé de 'acétate d’éthyle, butan-2-one, pentan-2-one, pentan-3-
ol, pentan-2-ol, pent-1-en-3-ol, cyclopentanone, 3-méthylbutan-1-ol, cyclohexanone, pent-
2-en-1-ol, 2-éthyl-1, 6-dioxaspiro [4,4] nonane, 5-éthyloxolan-2-one. Cette discrimination
pourrait étre le résultat d’'une compétition pour I'adsorption sur la fibre (Roberts et al.,
2000). La Figure 2 présente le profil d’extraction des 21 COVM en fonction du type de
fibre. Bien que la fibre 85 um CAR/PDMS exhibe une sensibilité globale intéressante,
'analyse de prés des signaux révéle la présence de pics asymétriques et élargis

(Figure A 2), une anomalie déja observée dans le passé pour cette fibre (Roberts et al.,
2000). Ainsi, en se basant sur la sensibilité de la fibre et la symétrie des pics, il en résulte
une préférence pour la fibre 65 um PDMS/DVB (Tabbal et al., 2022a), qui a été choisie
pour continuer le développement de la méthode.
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Figure 2
(35-40 pg/L).

Capacité d’extraction des différentes fibres SPME pour les 21 COVM

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine
and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

page 6. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Volume d’échantillon : 12 mL (eau)
Quantité de sel : 5 g (NaCl)

Temps d’incubation : 300 s

Temps d’extraction : 250 s
Température d’extraction : 50 °C
Temps de désorption: 10 s
Température d’injection : 270 °C
Mode d’injection : « splitless »

1 50/30pm DVB/CAR/PDMS

H85um CAR/PDMS

75um CAR/PDMS

= 65um PDMS/DVB

Aprés la sélection de la fibre SPME, I'étape suivante consiste a étudier et choisir les
paramétres d’extraction optimaux, en ne variant qu’un paramétre a la fois de sorte a
obtenir la plus grande sensibilité et une forme adéquate des signaux. Ces paramétres
peuvent étre classés dans trois catégories : les paramétres liés a (i) I'extraction elle-méme
(temps et température d’incubation de I'échantillon, temps d’extraction), (ii) la désorption
(temps de désorption et température d’injection dans le GC-MS/MS) et (iii)
I'échantillon/matrice (volume de I'échantillon et son acidité, sel additionné, etc.).

En variant le temps d’incubation (Tableau 1), les signaux montrent des résultats
légérement meilleurs pour 300 s pour la majorité de COVM (Figure A 3), a I'exception de
5 analytes du groupe 1 (nonan-2-one, hexanoate de pentyle, undécan-6-one, décanal et
octan-3-one) qui expérimentent une baisse conséquente. Néanmoins, ce temps a été
choisi pour poursuivre I'optimisation, étant donné que les COVM du groupe 2 y dévoilent
leur meilleur résultat (bien que cela soit pour seulement deux des COVM), ce qui permet
d’équilibrer légérement les intensités entre les deux groupes de composés. Similairement,

IRSST ® Développement de méthodes analytiques pour les composés organiques volatils
microbiens (COVM) dans les matrices biologiques : vers I'évaluation des COVM

comme biomarqueurs d’exposition aux moisissures

18



dans le cas de la température d’'incubation, 50 °C permet au groupe 2 de produire de
meilleures intensités (Figure A 4). Il faut garder a I'esprit, lorsqu’un grand nombre de
composeés est extrait par H-SPME, qu’une augmentation suffisante de la température peut
provoquer une compétition entre les molécules pour I'adsorption sur la fibre et que méme
le solvant (I'eau dans les matrices ici) peut déloger les composés d’intérét (Antonucci

et al., 2016), entrainant ainsi une diminution de la sensibilité, puisque I'équilibre pourrait
étre atteint plus rapidement alors que la quantité de composés extraite serait plus faible
(Risticevic et al., 2010 ; Schmidt et Podmore, 2015). Le temps d’extraction sélectionné est
600 s, qui offre le meilleur compromis entre (i) I'intensité des signaux (Figure A 5) — qui
ne semble exhiber qu’'une légére variation au-dela de cette valeur pour la plupart des
COVM, (ii) le risque de surcharger la fibre et (iii) le temps total d’analyse. Dans une étude,
deux de nos composés (3-octanone et 1-octen-3-ol) ont également été extraits en
sélectionnant ce méme temps (Wazeerud-Din et al., 2021).

En examinant I'évolution de l'intensité des signaux en fonction du temps de désorption
dans l'injecteur du chromatographe gazeux, il a été constaté que pour la majorité des
COVM Tl'intensité expérimentait une variation trés minime, voire plutét une baisse notable
en augmentant la durée dans l'injecteur (Figure A 6). Trois des composés du groupe 2
(pentan-2-one, pentan-3-ol, pent-1-en-3-ol) ont néanmoins montré une légére
augmentation relative de l'intensité a 30 s. Comme il a été rapporté dans I'étude
d’Antonucci et al. (2016), 'augmentation de la durée de désorption peut induire a une
perte de résolution des pics, ce qui est également le cas ici en passant de 10 a 30 s.
Etant donné qu’aucun gain significatif d’intensité n’avait été observé entre ces deux
temps, la durée de 10 s a été choisie sur la base de la résolution des signaux.
L’exposition de la fibre dans l'injecteur a des températures de désorption allant de 240 a
270 °C (de sorte a ne pas dépasser la température recommandée par le fabricant) permet
de conclure a une variation non significative de I'intensité des signaux pour la majorité des
COVM et notamment pour ceux du groupe 2 (Figure A 7). Seules quatre substances du
groupe 1 ont exhibé une augmentation notable de leurs signaux a 260 °C. Cependant,
certains signaux subissent un élargissement (p. ex. nonan-2-one) a cette température par
rapport a 270 °C (Figure A 8). Ceci est synonyme probablement d’'une vitesse de
désorption insuffisante (Lord et Pawliszyn, 2000 ; Risticevic et al., 2010), et par
conséquent, la température maximale étudiée (270 °C) a été sélectionnée pour la suite de
I'optimisation.

Le passage des COVM dans 'espace de téte du liquide est favorisé au moyen de
I'addition de sel. Si celui-ci peut principalement diminuer la solubilité des composés
relativement hydrophobes (Schmidt et Podmore, 2015), il peut également interagir avec
les composés a travers des forces électrostatiques et causer I'effet contraire de ce qui est
voulu lorsque sa quantité devient suffisamment élevée (Drabinska et al., 2018 ; Schmidt et
Podmore, 2015). Le chlorure de sodium (NaCl) est le sel le moins cher et le plus utilisé
dans les études publiées (Antonucci et al., 2016 ; Cozzolino et al., 2014 ; Drabinska et al.,
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2018 ; Saber et al., 2019; Silva et al., 2011). Une quantité de 1,25 ou 5 g de NaCl dans 3
ou 12 mL d’eau (matrice), respectivement, a offert un bon compromis permettant de
produire des signaux avec une intensité conséquente et exempts d’interférences (Tabbal
et al., 2022a). Pour un bon nombre d’analytes du présent travail, et surtout pour le groupe
1, il n’y avait pas de différence probante entre ces deux volumes testés (Figure 3). Dans
le cas du groupe 2 (basses intensités) de COVM une augmentation relativement légére
peut étre observée avec 12 mL d’eau. Néanmoins, celle-ci n’est pas suffisamment
conséquente pour justifier le choix d’'un volume d’échantillon plus grand. En effet, ce choix
a été porté sur le volume d’échantillon le plus petit pour faire des économies sur la
consommation de matrices biologiques et notamment le sang (étant acheté relativement
cher pour ce travail). L’acidification de la matrice est généralement réalisée pour convertir
les substances en analytes neutres ayant plus d’affinité pour les revétements neutres des
fibres SPME (Drabinska et al., 2018 ; Schmidt et Podmore, 2015). Néanmoins, nos COVM
étant déja neutres a pH ~ 7 (p. ex. : sang, urine) (El Aroussi et al., 2018), davantage de
diminution d’acidité (HCI ; pH ~ 2) n’a pas eu d’effet notable sur les résultats déja obtenus,
ce qui va dans le sens des constatations de Drabinska et al. (2018).
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Figure 3 Intensité des signaux pour les 21 COVM en fonction du volume de
I'espace de téte avec un rapport eau:sel constant avec 300 s (temps
d’incubation), 50 °C (température d’extraction), 600 s (temps
d’extraction), 270 °C (température d’injection), 10 s (temps de
désorption) et injection en mode splitless.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine
and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296

Appendix A. Supplemental data page 6. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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La Figure 4 montre des résultats satisfaisants pour I'extraction des analytes a partir des
matrices sanguine (eau additionnée de sang) et urinaire en appliquant les paramétres
optimisés pour I'eau pure. Sans davantage d’affinement, ces paramétres ont été utilisés
pour la validation analytique de la méthode dans les deux matrices.

Figure 4 Comparaison entre les chromatogrammes (dMRM) obtenus a la suite
de I'extraction H-SPME des 21 COVM a partir des trois matrices dans
les mémes conditions : 300 s (temps d’incubation), 50 °C (température
d’extraction), 600 s (temps d’extraction), 270 °C (température
d’injection), 10 s (temps de désorption) et injection en mode splitless.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine

and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,
Appendix A. Supplemental data page 7. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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4.3

Résultats de I'optimisation de I’extraction au moyen des tubes de
désorption thermique

Les tubes de désorption thermique doivent contenir un matériau adsorbant efficace
(grande affinité) pour la capture des analytes, mais de force moyenne pour permettre leur
désorption et doivent étre exempts d’artéfacts (Firoz Khan et al., 2018). Le polymére
Tenax TA est connu pour son utilisation dans la quantification des composés apolaires a
Iégérement polaires de tailles entre C6 (n-hexane) et C16 (n-hexadécane) (Schieweck

et al., 2018 ; Woolfenden, 1997). Toutefois, des études ont rapporté la collecte avec ce
matériau de composeés plus petits et/ou volatils (Beck et al., 2008 ; Klein et al., 2018). De
plus, les niveaux d’artéfacts dans ce polymeére sont trés bas (0,1-1 ng) comparativement a
d’autres résines (Woolfenden, 2010). Compte tenu de ces faits, deux types de Tenax TA
ont été étudiés : 35/60 et 60/80 mesh. Néanmoins, dans le but d’augmenter I'efficacité de
rétention des substances une combinaison de matériaux, plus forts que le Tenax TA seul,
a également été considérée : Tenax TA/Carbograph 1 TD (Ras-Mallorqui et al., 2007).
Les matériaux de test sont tous hydrophobes et réduisent ainsi considérablement la
capture d’eau qui peut endommager la colonne analytique et entrainer des problémes tels
que le déplacement des temps de rétention et I'affaiblissement du matériau adsorbant
(Wu et al., 2004). Les résultats obtenus a I'aide du Tenax TA seul n’ont montré aucune
influence significative de la taille des particules de ce matériau, ce qui est en accord avec
les résultats d’autres études (Patil et Lonkar, 1992 ; Schieweck et al., 2018). En revanche,
Tenax TA/Carbograph 1TD offre une légere augmentation de la sensibilité par rapport au
Tenax TA seul (Figure 5), et a donc été choisi pour la suite de I'optimisation.
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Figure 5 Influence du type de matériau de revétements des tubes sur
I’extraction des 21 COVM.

Adapté de Development and validation of a method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile
organic compounds in ambient and exhaled air par thermal desorption-gas chromatography-mass
spectrometry, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Atsmosphere,
13(9), article 1432, p. 9. ©MDPI, 2022.
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Des tests d’évaluation du claquage des tubes, aux conditions de volume et de débit
mentionnées ci-haut (section 3.3), ont permis d’obtenir les résultats présentés dans les
Tableaux A 1 et A 2 (Annexe A) (Tabbal et al., 2022b). A basse concentration, 40-

50 mg/L, aucun analyte ne subit de claquage (réponse dans le tube 2 inférieure a 1 %
pour tous les composés) pour tous les volumes et débits testés. En travaillant a une
concentration aussi élevée que 800-1000 mg/L, les résultats montrent une bonne capacité
de rétention pour quasiment tous les COVM (claquage inférieur a 1 %) a I'exception de
'acétate d’éthyle et du butan-2-one qui subissent un claquage relativement important aux
débit et volume maximaux (10 L et 150 mL/min), 7,44 et 26,13 %, respectivement. En
revanche, a un volume de collecte de 3 L, ces deux analytes ne souffrent que d’'un
claquage léger (a 800-1000 mg/L), voire trés acceptable, comme au débit
d’échantillonnage de 50 mL/min ou il est de 5,53 et 5,37 %, respectivement. |l est a noter
que les signaux obtenus pour ces deux composés (a 800-1000 mg/L) sont
considérablement moins intenses que les signaux du reste des analytes (Figure A 9). Ceci
pourrait étre expliqué par la grande présence de ces derniers, qui par leur meilleure
affinité pour la résine pourraient causer un effet de déplacement de I'acétate d’éthyle et
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du butan-2-one. De ce fait, cette méthode devrait étre utilisée pour la quantification de ces
deux analytes en adaptant les conditions de prélévement (50 mL/min; 3L) ou, a contrario,
a titre seulement indicatif de leur présence. Il est important dans ce cas de rappeler que
ces deux composés ont de nombreuses sources non microbiennes connues (El Aroussi
et al., 2018), ce qui limite leur importance par rapport aux autres composés de sources
fongiques. L'intensité des signaux correspondant aux 21 COVM (Figure A 10) ne montrait
pas une différence notable pour le débit de 50 mL/min (3 L prélevé) par rapport a

150 mL/min (3 L). De ce fait, et compte tenu du gain de temps important qui sera accompli
en effectuant des prélévements a 150 mL/min, ce dernier débit a été retenu pour la
validation de la méthode.

Résultats de la validation analytique des méthodes

Les méthodes analytiques (H-SPME-GC-MS/MS et TD-GC-MS/MS) ont été validées dans
I'eau, sang et urine (H-SPME) et pour 'air ambiant et exhalé (TD). Afin d’assurer une
quantification adéquate des analytes d’intérét, les paramétres suivants ont été évalués :
sélectivité, linéarité, limites de détection (LOD), limites de quantification (LOQ), exactitude
et précision et effet de matrice (Tabbal et al., 2022a).

La méthode d’étalonnage interne est employée. Le recours aux étalons internes était
crucial pour corriger les fluctuations occasionnées (mauvaise reproductibilité et écart par
rapport a la linéarité) lors des différentes étapes d’analyse. En raison de la grande
diversité des structures chimiques étudiées et 'importante variabilité des temps de
rétention correspondants, quatre standards de calibration internes différents ont été
ajoutés, a la méme concentration et dans tous les échantillons, y compris les blancs. Les
standards internes, équivalents deutérés de nos COVM, ont été choisis de sorte a étre
représentatifs de I'entiéreté du chromatogramme : nonan-2-one-d5, pentan-2-one-d5,
octan-1-ol-d17 et 3-methylbutan-1-ol-d4.

Méthode H-SPME-GC-MS/MS

La méthode a montré une bonne sélectivité, confirmée par I'exactitude du temps de
rétention et des deux transitions de qualification et de quantification (ion précurseur —
ions produits Q/q) pour chaque substance. Néanmoins, la présence d’interférences dans
les matrices (blancs) a géné la quantification de certains COVM d’intérét, ce qui a
nécessité le recours a la méthode des additions standards (Moosavi et Ghassabian, 2018)
pour corriger cet effet de matrice. Les courbes d’étalonnage interne ont été construites
avec au moins 5 niveaux de concentration pour chaque analyte. Compte tenu du fait de
I'existence de deux groupes de COVM de différentes intensités, deux domaines de
calibration (linéarité) ont été nécessaires. Ces derniers ont d’abord été déterminés pour
'eau pure avant d’étre appliqués pour le sang et I'urine, permettant ainsi de réaliser des
économies sur la consommation des matrices biologiques. Les résultats de la validation
analytique (Tabbal et al., 2022a) sont affichés dans les Tableaux 2, 3 et A 3 (Annexe A).
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La linéarité a été confirmée sur la base du coefficient de détermination (R?) lorsque
I'exactitude de la courbe d’étalonnage a été prouvée. Dans toutes les matrices et pour
tous les analytes le R? était ici supérieur a 0,995, voire a 0,999 pour la majorité des
COVM.

La LOD variait entre 0,7 (undecan-6-one) et 417 ng/L (pentan-2-one) pour I'urine et entre
1 (hexanoate de pentyle) et 507 ng/L (acétate d’éthyle) pour le sang. De plus, et comme
attendu, les analytes du groupe 1 (intensités élevées des signaux) ont engendré des LOD
considérablement plus faible que le groupe 2. Cette grande variabilité dans les valeurs de
LOD et LOQ pour une méme matrice peut étre expliquée par (i) I'affinité variable des
composeés pour la fibre et la matrice, (ii) 'abondance des ions formés lors de I'ionisation
des analytes au niveau du spectromeétre de masse ou (iii) la combinaison de ces facteurs.
Les LOD obtenues ici sont relativement faibles et soulignent la grande sensibilité de la
présente méthode. Une recherche dans la littérature a permis de comparer ses
performances pour certains analytes. Par exemple, Wazeerud-Din et al. (2021) ont obtenu
des LOD, dans le sérum pour I'octan-3-one et I'oct-1-en-3-ol, 100 fois moins sensibles aux
noétres (0,188 et 2,77 ug/L, respectivement). La sensibilité pour 'acétate d’éthyle dans le
sang était de 20 fois supérieure a celle déterminée par Ojanpera et al. (10 pg/L)
(Ojanpera et al., 1998). De plus, les limites de détection obtenues dans I'urine pour le
butane-2-one (0,16 pg/L) et le 3-méthylbutan-1-ol (0,05 ug/L) étaient inférieures a celle
obtenues par O’Lenick et al. (0,61 et 0,24 ug/L, respectivement) (O’Lenick et al., 2019).
Néanmoins, le pentan-2-one présentait une LOD légérement plus élevée (0,42 contre
0,29 pg/L) (O’Lenick et al., 2019).
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Tableau 2 Résultats de la validation analytique pour la matrice urinaire

Basse concentration Haute concentration
COVM D_or;:{n? R? (::SIE) (Iﬁgchl) réc:{‘)’é‘::tion Ré(”é’\‘la;f)'“é in:errenﬁ:'as:;?ar;re réc:ﬁé‘:gﬁon Ré(”é’\‘la;f)'“é in:errenﬁ:'as:;?ar;re Sensibilité
linéarité (CV %) (CV %)
Acétate d’éthyle 0,31-9,73 0,999 0,0565 0,1713 93 1,20 0,91 102 1,13 0,68 0,48
2-butanone 0,53-16,99 0,999 0,1567 0,4748 100 0,37 0,34 98 0,47 0,29 0,43
2-pentanone LOQ-16,67 0,999 04170 1,2637 101 0,41 0,49 99 0,03 0,20 1,12
3-pentanol 0,13-424 0,999 0,0224 0,0678 94 1,71 1,24 104 0,88 0,62 0,91
2-pentanol LOQ-8,38 0,999 0,422 0,1280 101 0,92 1,14 101 1,35 0,71 0,83
1-penten-3-ol 0,58-18,41 0,999 0,1074 0,3253 100 2,09 1,26 101 0,54 1,22 0,13
Cyclopentanone  0,16-10,05 0,999 0,0274 0,0830 102 0,99 1,79 102 0,21 0,23 0,90
3-méthyl-1-butanol  LOQ-8,82 0,999 0,0486 0,1472 87 2,63 1,40 103 0,42 0,26 1,92
3-octanone LOQ-044 0,999 0,062 0,0187 116 1,03 0,70 104 0,38 0,97 2,75
Cyclohexanone 0,32-10,14 0,999 0,0567 0,1717 102 0,19 0,61 103 0,69 0,63 0,64
2-penten-1-ol 0,28-885 0,999 0,0343 0,1039 100 4,40 6,55 105 0,12 0,39 0,21
Chalcogran 0,082,42 0,999 0,0102 0,0310 95 2,19 1,53 120 0,56 0,59 18,09
2-nonanone 0,06-1,79 0,999 0,0094 0,0284 9% 0,34 0,34 101 0,07 0,20 14,84
2-octanol LOQ-0,22 0,998 0,0035 0,0106 120 1,43 2,45 104 1,15 0,76 6,80
1-octen-3-ol 0.01-0,23 0,999 0,0021 0,0064 %4 0,25 3,20 101 0,33 0,20 9,44
Décanal 0.06-1,77 0,999 0,0079 0,0240 11 3,12 3,70 103 0,10 0,24 0,93
;'::S'l‘eoatede 0,008-0,24 0,999 0,0012 0,0037 95 0,63 0,90 120 0,21 1,58 1,40
6-undecanone 0,004-0,22 0,999 0,0007 0,0021 116 8,99 8,58 108 0,20 0,35 3,14
1-octanol LOQ-0,22 0,998 0,0051 0,0153 93 0,08 0,50 94 0,99 0,64 13,22
3-nonen-1-ol LOQ-0,22 0,998 0,0043 0,0129 105 6,77 0,46 108 0,90 0,80 6,76
Hexan-4-olide LOQ-10,98 0,999 0,1116 0,3381 99 0,11 0,11 100 0,56 0,57 0,51

L’exactitude de la méthode était trés satisfaisante pour tous les COVM, comme montré
par le pourcentage de récupération qui variait entre : 87-120 % (urine) et 83-114 % (sang)
a faibles concentrations ; 94-120 % (urine) et 93-118 % (sang) a hautes concentrations.
La précision de la méthode était également trés satisfaisante pour tous les COVM et
toutes les matrices, comme montré par le coefficient de variation. Dans le cas de la
répétabilité, il était inférieur a 13 et 6 % pour les basses et hautes concentrations,
respectivement. Dans le cas de la précision intermédiaire, il était inférieur a 11 et 6 %
pour les basses et hautes concentrations, respectivement.
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Tableau 3 Résultats de la validation analytique pour la matrice sanguine (sang
dans I’eau)

Basse concentration Haute concentration
COVM DO':;:ine R2 LoD Loq . %'de . Répétabilité inzerrén:iésci?a?re . %'de . Répétabilité inrerfr::'esdi%r;re Sensibilité
linéarité (Mg/L) (ug/L) récupération (CV %) (CV %) récupération (CV %) (CV %)
Acétate d’éthyle LOQ-19,22 0,999 10,5068 1,5358 100 0,06 0,11 102 0,15 0,26 0,58
2-butanone LOQ-8,46 0,999 10,0792 0,2399 98 0,29 0,24 101 0,28 0,24 0,52
2-pentanone LOQ-16,71 0,999 0,2284 0,6922 100 0,16 0,30 97 0,38 0,37 0,90
3-pentanol 0,07-4,18 0,999 0,0109 0,0331 87 0,22 0,72 106 0,46 0,42 0,94
2-pentanol 0,13-8,24 0,999 0,0293 0,0889 100 0,13 0,08 104 0,72 0,46 0,89
1-penten-3-ol 0,07-4,53 0,999 0,0145 0,0439 107 0,82 0,45 105 0,63 0,80 1,58
Cyclopentanone 0,08-4,95 0,999 0,0222 0,0674 105 1,09 0,66 106 1,24 0,77 1,15
3-méthyl-1-butanol 0,14-8,80 0,999 0,0210 0,0635 104 1,67 1,06 102 0,62 0,61 1,87
3-octanone 0,007-0,43 0,999 0,0015 0,0046 109 2,42 1,31 105 0,63 1,08 11,23
Cyclohexanone 0,16-10,12 0,999 0,0384 0,1162 101 0,24 0,23 102 0,95 1,01 0,73
2-penten-1-ol 0,14-8,83 0,999 0,0224 0,0679 97 0,32 0,29 101 0,59 0,56 0,18
Chalcogran 0,04-2,46 0,999 0,0076 0,0232 109 0,24 0,21 110 0,97 0,93 16,49
2-nonanone 0,03-1,79 0,999 0,0051 0,0155 102 0,66 0,55 101 0,22 0,50 31,69
2-octanol LOQ-0,22 0,999 10,0026 0,0080 101 0,02 0,05 104 0,40 0,53 10,80
1-octen-3-ol LOQ-1,78 0,999 10,0351 0,1064 104 0,04 0,04 103 0,08 0,15 24,89
Décanal LOQ-1,77 0,999 10,0917 0,2778 114 0,01 0,01 93 0,10 0,12 6,96
E::;Te"a‘e de 0,007-0,23 0,999 0,0011 0,0035 100 035 1,65 118 0,50 0,51 2,33
6-undecanone 0,01-0,44 0,999 0,0017 0,0051 83 1,15 1,06 106 0,42 0,64 4,63
1-octanol LOQ-0,22 0,999 10,0031 0,0095 103 0,12 0,09 104 0,66 0,57 11,25
3-nonen-1-ol 0,03-0,86 0,999 0,0064 0,0194 102 0,61 0,84 108 0,56 0,55 5,55
Hexan-4-olide 0,08-5,41 0,999 0,0221 0,0670 110 0,12 0,90 107 0,85 0,50 0,42

L’effet de matrice était acceptable (EM % entre 80 et 120 %) pour la majorité des
analytes, dans les deux matrices biologiques (Tableau 4) (Tabbal et al., 2022a).
Cependant, pour certains composeés, un effet de matrice relativement important a pu étre
décelé. Une suppression du signal a été observée dans 'urine pour le butan-2-one

(46 %), pentan-2-one (63 %) et octan-2-ol (60 %) et dans le sang pour I'acétate d’éthyle
(54 %), cyclopentanone (61 %) et 5-éthyloxolan-2-one (64 %). Une amplification
importante du signal a été notée dans le sang pour I'oct-1-en-3-ol (303 %) et le décanal
(350 %). Pour remédier a ces effets, certaines approches comme ['utilisation d’étalons
internes marqués isotopiquement et la méthode des additions standards peuvent étre
exploitées (Kruve et Leito, 2013 ; Risticevic et al., 2010), comme nous I'avons fait ici.
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Tableau 4  Effet de matrice dans I'urine et le sang

EM %

covm Urine ~ Sand dans

eau
Acétate d’éthyle 83 54
2-butanone 46 95
2-pentanone 63 79
3-pentanol 84 94
2-pentanol 97 93
1-penten-3-ol 97 78
Cyclopentanone 88 61
3-méthyl-1-butanol 79 99
3-octanone 89 91
Cyclohexanone 99 70
2-penten-1-ol 98 100
Chalcogran 97 96
2-nonanone 98 93
2-octanol 60 117
1-octen-3-ol 91 303
Décanal 97 350
Hexanoate de pentyle 74 87
6-undecanone 89 97
1-octanol 86 93
3-nonen-1-ol 99 96
Hexan-4-olide 87 64

4.4.2 Méthode TD-GC-MS/MS

La méthode a montré une bonne sélectivité dans I'air, confirmée par I'exactitude du temps
de rétention et des deux transitions de qualification et de quantification (ion précurseur —
ions produits Q/q) pour chaque substance. Des courbes d’étalonnage interne ont été
construites avec au moins 5 niveaux de concentration pour chaque analyte. La
concentration (ng/m?®) équivalente a celle dans I'air ambiant a été calculée en considérant
la quantité de substance injectée (quantité en ng contenue dans 1 pL de la solution
standard) et le volume total passé dans le tube (3 L). Les résultats de la validation
analytique (Tabbal et al., 2022b) sont affichés dans le Tableau 5.

La linéarité a été confirmée sur la base du coefficient de détermination (R2) lorsque
I'exactitude de la courbe d’étalonnage a été prouvée. Le R? était ici supérieur ou égal a
0,999 pour tous les COVM. La LOD variait entre 1,76 (pentan-2-ol) et 108,37 ng/m?
(décanal). La présente méthode est relativement sensible, comme souligné pour certains
analytes. Par exemple, la LOD du butane-2-one (75,30 ng/m?) était environ six fois
inférieure a la valeur obtenue par Peng et Batterman, (434 ng/m?) (Peng et Batterman,
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2000). De plus, la LOD pour I'octane-1-ol (7 et 14 ng dans le tube), déterminée pour deux
ions de quantification (Ribes et al., 2007), était 200 a 400 fois supérieure a celle obtenue
dans cette étude (10,53 ng/m3 correspondant a 0,031 ng dans le tube). L’acétate d’éthyle,

quant a lui, a engendré ici une LOD (26 ng/m?® équivalent a 0,078 ng dans le tube)
inférieure a la valeur obtenue pour un ion de quantification (0,5 ng dans le tube) mais
légérement supérieure a la valeur obtenue pour le deuxieme ion (0,02 ng en tube) par
Ribes et al., (2007). A noter que la procédure suivie pour la détermination des LOD était
différente d’'une étude a l'autre et qu’il n’est pas envisageable ici de baser les
comparaisons sur autre chose que le résultat.

Tableau 5 Résultats de la validation analytique pour I’'air ambiant
Basse concentration Haute concentration
covm dolincante R? LOD Loq —  thde Répétabilité ntormidiare . %de Répétabilité intermédiaire
(ng/m?) (ng/m®) (ng/m®)  récupération (CV %) (CV %) récupération (CV %) (CV %)
Acétate d'éthyle  30-8070 0,999 26 78,78 90 0,69 0,52 102 0,56 0,59
2-butanone 120-14250 0,999 75,30 228,19 9 0,22 0,21 95 0,54 0,47
2-pentanone 120-13890 0,999 72,04 218,31 % 0,14 0,11 % 0,25 0,37
3-pentanol 4-1860 0,999 2,09 6,34 87 0,16 1,14 107 0,27 0,34
2-pentanol 4-1790 0,999 1,76 5,32 80 0,16 0,49 107 0,23 0,44
1-penten-3-ol 8-2010 0,999 6,58 19,93 110 0,23 0,55 104 0,19 0,48
Cyclopentanone  4-2090 0,999 2,16 6,54 %4 0,18 0,58 107 0,14 0,34
Smethyi-1- 41750 0999 304 9,22 9 0,07 0,86 108 0,52 0,42
3-octanone 4-1760 0,999 3,34 10,12 107 0,25 0,56 105 0,48 0,84
Cyclohexanone ~ 30-8160 0,999 11,52 34,90 92 0,27 0,71 105 0,29 0,55
2-penten-1-ol 30-6990 0,999 25,11 76,08 104 0,60 2,04 104 0,38 0,48
Chalcogran 30-7880 0,999 26,43 80,08 84 0,32 0,85 110 0,32 0,76
2-nonanone 30-6950 0,999 22,65 68,65 92 0,43 0,40 110 0,20 0,28
2-octanol 7-1770 0,999 2,40 7,26 80 1,16 0,25 118 0,13 0,23
1-octen-3-ol 7-1770 0,999 4,98 15,11 13 0,71 0,61 13 0,23 0,48
Décanal 120-13800 0,999 108,37 328,39 80 4,35 0,61 102 0,16 0,22
;’:ﬁ;?:ate de 420.14400 0,999 55,71 168,83 93 0,21 0,37 106 0,21 0,35
6-undecanone 30-6970 0,999 25,07 75,97 95 0,16 0,41 105 0,62 0,47
1-octanol 30-6960  0.999 10,53 31,90 92 0,21 0,39 108 0,27 0,54
3-nonen-1-ol 120-13880 0,999 70,95 214,99 82 0,60 1,38 %4 0,71 0,58
Hexan-4-olide 40-8820 0,999 9,59 29,06 87 0,27 0,29 110 0,22 0,25

L’exactitude de la méthode était trés satisfaisante pour tous les COVM, comme montré

par le pourcentage de récupération qui variait entre 80-113 % a faibles concentrations et
94-118 % a hautes concentrations. La répétabilité ainsi que la précision intermédiaire de
la méthode étaient également trés satisfaisantes comme montré par le coefficient de

variation qui était inférieur a 5 % pour tous les COVM a basses et hautes concentrations.

Afin de valider I'applicabilité de cette méthode pour I'analyse de I'air exhalé, des sacs
Tedlar ont été remplis avec 3 L de cette matrice et dopés avec des concentrations de
COVM, correspondants aux niveaux bas et élevé de la courbe de calibration de chaque
analyte. Aprés adsorption dans les tubes et analyse au moyen de la méthode validée ci-
haut, le pourcentage de récupération a été calculé (Tableau 6) (Tabbal et al., 2022b). Ces
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4.5

derniers variaient entre 84-118 % a faibles concentrations et entre 83-119 % a
concentrations élevées. Le critére d’acceptation typique pour les mesures de récupération
impose un pourcentage qui se situe entre 80-120 % (ICH, 2005). Ces résultats suggerent
un effet de matrice non significatif, voire son absence pour un bon nombre d’analytes, et
indiquent I'applicabilité de cette méthode a cette matrice biologique.

Tableau 6  Pourcentage de récupération dans I'air exhalé

COVM % de récupératiop a % de récupératiqn a
basse concentration haute concentration
Acétate d’éthyle 118 118
2-butanone 103 119
2-pentanone 107 105
3-pentanol 97 93
2-pentanol 102 93
1-penten-3-ol 103 83
Cyclopentanone 108 117
3-méthyl-1-butanol 84 96
3-octanone 104 117
Cyclohexanone 107 118
2-penten-1-ol 87 100
Chalcogran 106 109
2-nonanone 111 115
2-octanol 102 102
1-octen-3-ol 100 99
Décanal 85 93
Hexanoate de pentyle 94 102
6-undecanone 105 109
1-octanol 96 107
3-nonen-1-ol 90 110
Hexan-4-olide 101 117

Résultats de la mesure des coefficients de partages

Les coefficients de partage Pwa déterminés dans le présent travail s’étalaient de 16 a 2210
(Tableau 7). Pour certains de nos COVM, les coefficients de partage ont été rapportés
dans la littérature. Kaneko et al. (1994) ont obtenu pour I'acétate d’éthyle une valeur de
71,5, Iégérement inférieure a la valeur trouvée ici (77). Pour le butan-2-one (183) et de
Pentan-2-one (127) des valeurs environ 39 et 31 % supérieures ont été rapportées par
Sato et Nakajima (1979), 254 et 166, respectivement. Dans le cas de I'urine, les
coefficients variaient entre 14 et 3586, indiquant une affinité supérieure pour I'eau et urine
relativement a I'air. De plus, a I'exception du pent-2-en-1-ol et 2-éthyl-1, 6-dioxaspiro [4,4]
nonane, il existe une forte corrélation entre Py, et Pya pour les autres COVM (Figure 6).
Ceci pourrait suggérer que les composants de 'urine n’auraient pas d’effet conséquent
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sur la solubilité de ces COVM dans cette matrice composée majoritairement d’eau. En
revanche, ces composants pourraient interagir difféeremment avec les deux

composeés pent-2-en-1-ol et 2-éthyl-1, 6-dioxaspiro [4,4] nonane et augmenter par
conséquent leur solubilité dans la matrice urinaire (Pua >> Puwa).

Les coefficients de partage Pva déterminés dans le présent travail s’étalaient de 78 a
4721. Ainsi, I'exposition humaine a I'air pendant une durée suffisante a une concentration
donnée de ces substances augmentera le taux sanguin jusqu’a atteindre un état
d’équilibre ou la concentration sera de 78 (acétate d’éthyle) a 4721 (hexanoate de
pentyle) fois celle dans I'air ambiant inspiré. Dans la littérature publiée, Kaneko et al.
(1994) ont obtenu pour 'acétate d’éthyle une valeur de Py,a = 77,9, trés en accord avec la
valeur trouvée ici (78). Pour le butan-2-one (158) et de Pentan-2-one (125) des valeurs
environ 28 et 20 % supérieures ont été rapportées par Sato et Nakajima (1979), 202 et
150, respectivement. Perbellini et al. (1984), quant a eux, ont rapporté une valeur de 183
pour le Ppa correspondant au butan-2-one, environ 16 % plus élevée. Contrairement a la
méthodologie suivie ici, I'introduction des COVM dans les flacons d’analyse dans ces
études a été accomplie dans I'eau au lieu du méthanol, ce qui pourrait pousser davantage
le partage en faveur des matrices liquides (augmentation du Pya) (Batterman et al., 2002 ;
Fiserova-Bergerova et Diaz, 1986 ; Gargas et al., 1989). Par ailleurs, il y a des disparités
considérables (Figure 7) entre un bon nombre de valeurs déterminées ici pour Ppa et
celles préalablement estimées (El Aroussi et al., 2018). Ceci serait attribué dans ces
estimations (i) au manque de fiabilité dans I'établissement des propriétés
physicochimiques pour ces composés. En effet, certains paramétres nécessaires pour ces
estimations (p. ex. : Pow et Constante de Henry) ont été eux-mémes estimés en utilisant
les méthodes du logiciel « Estimation Program Interface version 4.1 » produisant trés
probablement des valeurs qui s’écarteraient des valeurs réelles, et (ii) au fait de ne pas
tenir assez compte des interactions avec les composantes sanguines (p. ex. liaisons
protéiques).
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Tableau7  Coefficients de partage déterminés a 37 °C

COVM Pwa Pua Pya Ppa

Acétate d’éthyle 76,9 £ 3,35 72,7 £1,78 77922 64,1+ 2,50
2-butanone 183 + 4,44 158 + 0,32 158 + 0,76 190 + 2,89
2-pentanone 127 + 3,62 113+ 1,14 125 + 4,29 122 + 4,28
3-pentanol 590 + 4,29 651+ 16,8 575 + 5,63 633 + 35,5
2-pentanol 694 + 6,82 753+ 23,4 719+ 1,19 759 + 20,3
1-penten-3-ol 867 + 7,55 955 + 14,8 808 + 9,22 833+ 25,9
Cyclopentanone 965 + 32,9 982 + 31 1148 +18,9 1329249
3-méthyl-1-butanol 865 + 25,7 870 + 35,7 949 + 3,19 1120 £ 18,3
3-octanone 34.8£0,82 34,2+ 1,42 129 + 2,61 151 + 8,44
Cyclohexanone 783 + 34,2 591+ 11,8 1173 + 30 ND

2-penten-1-ol 2210 + 28,6 3586 + 116 3065 + 40 2120 £ 44,3
2-¢éthyl-1,6-dioxaspiro[4.4]Jnonane 1210 + 53,8 1546 + 131 1433 + 14 1359 £ 8,95
2-nonanone 21.1+2,86 20,2 + 3,51 444 + 11 434 +17,3
2-octanol 186 + 1,74 188 + 8,74 1227 £9,68 960 + 25,53
1-octen-3-ol 392 + 30,8 430 + 42,8 1280+ 12,7 1411+ 27,7
Décanal ND ND ND ND

Hexanoate de pentyle 16 £ 1,30 13,6 £2,19 4721 £ 136 2622 £ 96,3
6-undecanone 17,4 +4,18 16,4 + 3,11 804 + 20,9 1174 £+ 24,6
1-octanol 311+10,9 368 + 10,1 3945+85,2 2627 +19,9
3-nonen-1-ol 593 + 25,6 528 + 29 4404 +181 5604 + 21,1
5-éthyloxolan-2-one ND ND ND ND

ND : non déterminé pour des raisons analytiques.

Les coefficients de partage Ppa variaient entre 64 et 5604. Une corrélation relativement

bonne a été observée entre Pys et Ppa pour tous les COVM, sauf pour trois substances (le
pent-2-en-1-ol, le pentyl hexanoate et I'octan-1-ol) dont Pna >>> P,a (Figure 6). L'influence
de 'hémoglobine des cellules sanguines serait en cause, comme suspecté dans la
littérature (Mochalski et al., 2012).
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Figure 6 Corrélation entre Pwa (coefficient de partage eau : air) et Py, (urine :
air) ; Puva (sang : air) et Ppa (plasma : air).
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Figure 7 Corrélation entre Py, estimé antérieurement (El Aroussi et al., 2018) et
Pva déterminé expérimentalement dans la présente étude.
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CONCLUSION

Ce travail représente une étape cruciale d’une stratégie globale visant a démontrer la
validité d’'un groupe de 21 COVM, incluant une liste de composés précédemment ciblées
selon leur potentiel de biosurveillance lors d’'une étude antérieure (El Aroussi et al., 2018),
comme biomarqueurs de contamination des lieux et d’exposition des travailleurs aux
moisissures.

La présente recherche a permis de développer et valider de nouvelles méthodes
analytiques, pour mesurer simultanément ces COVM dans les matrices biologiques
(matrice sanguine, urine, exhalat) et I'air ambiant, ainsi que de de mesurer les coefficients
de partage sang:air, plasma:air et urine:air pour ces COVM, paramétres trés informatifs
sur la toxicocinétique.

Les méthodes développées, se basant sur la H-SPME-GC-MS/MS (sang et urine) et la
TD-GC-MS/MS (exhalat et air ambiant), ont exhibé des performances analytiques
remarquables (une bonne linéarité, ainsi qu’'une grande sensibilité et précision pour tous
les composés), permettant de ce fait d’'identifier et quantifier simultanément ces potentiels
biomarqueurs de contamination et d’exposition a des niveaux relativement faibles dans
les différentes matrices.

Les coefficients de partage déterminés ici ont montré une affinité supérieure pour les
matrices biologiques relativement a l'air, pour tous les composés. D’autre part, la
comparaison entre les valeurs déterminées ici pour le coefficient de partage sang:air et
celles préalablement estimées (El Aroussi et al., 2018) a permis de souligner certaines
limitations des méthodes estimatives. Ces parameétres sont essentiels pour le
développement de modéles toxicocinétiques et le choix de la matrice biologique la plus
appropriée pour le développement de biomarqueurs.

Les résultats obtenus dans la présente étude seront exploités ultérieurement pour I'étude
de l'applicabilité dans des conditions réelles de I'utilisation de ces COVM comme
biomarqueurs de contamination et d’exposition fongique des lieux. Ce projet se veut une
étape cruciale pour démontrer la relation entre les niveaux de contamination fongique, les
niveaux atmosphériques de ces COVM en milieu de travail et les niveaux biologiques
correspondants. Certaines limitations découlant de cette méthode avaient préalablement
été discutées lors de I'étude de faisabilité (El Aroussi et al., 2018). Des recommandations
y ont été dressées pour faciliter I'affinement de I'approche, relativement (i) a 'absence de
certaines données pharmacocinétiques pour ces COVM, (ii) au niveau de concentrations
réelles rencontrées dans les lieux de travail et (iii) a 'émanation de ces COVM a partir de
sources non microbiennes pouvant étre potentiellement présentes dans les lieux. Lors du
futur projet, le choix initial des biomarqueurs sera ainsi confirmé et la matrice biologique la
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plus adéquate sera définie. De nouveaux composeés volatils fongiques pourront aussi étre
ciblés sur la base des émissions réelles dans les lieux professionnels contaminés.

A travers les mesures des niveaux de concentration dans les différentes matrices
biologiques et dans l'air, il sera possible de valider les suppositions formulées dans I'étude
de faisabilité publiée antérieurement, soit la tendance a se concentrer dans le sang et la
capacité de bioaccumulation (El Aroussi et al., 2018). Dans le cas contraire, il sera
question d’'une meilleure compréhension du comportement toxicocinétique de cette série
de COVM, ce qui sera utile lorsqu’il s’agira d’étudier la biodistribution d’autres composés
similaires.

La nouvelle technique de biosurveillance, par sa facilité et sa rapidité d’exécution, pourra
servir d’outil capable de donner un indice de la contamination fongique dans un lieu de
travail, avant tout recours a I'approche classique, plus complexe et onéreuse. Par ailleurs,
une application préliminaire de la présente approche (qui sort du cadre de I'étude
présentée ici) a pu montrer des concentrations plus élevées dans I'air exhalé pour plus de
la moitié des 21 COVM dans un lieu contaminé par des moisissures visibles par rapport a
d’autres endroits qui n’avaient aucune trace évidente de moisissures (Tabbal et al.,
2022b).
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ANNEXE A

A.l  Figures supplémentaires

Figure A1 Chromatogramme présentant la séparation des 21 COVM dans le
méthanol.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine
and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

Appendix A. Supplemental data page 2. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Figure A 2
type de fibre.

Forme des pics chromatographiques pour 5 COVM en fonction du

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass

spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine

and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

Appendix A. Supplemental data page 3. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.

comme biomarqueurs d’exposition aux moisissures

a) i i ) 1o
35 - @ 031
: I ' § 0 o
Sl oa) 1 @ o] 5 |
25 g- | é 2 12 g 064 !;,l “‘
2 = - 9 1 (] 054 g [
(| A s 08 i e |
15 [\ g 04 Z|
[ -] 08 03
1 [\ )
[ 04 024
03 | 02 0.14
JSSum CAR/PDMS | N / .
—— = 2 0-
01 |+EI TIC MRM (™ ->*) 15072020-MixMVOCall-D1-5.0 x10? x102 |
; :; y
45 12 g 03
4 1" < 084 o
3 g o o % o] 8
3 ?: 5 ] 08 gs 05 ;’l
25 s | 2 07 o I
= = o 06 g
2 = || & £ | 05 / 04 7z
28 . | |
15 = m [ 1R 04 | 03
1 \ “ll\ ﬁ‘ = \ 024
05{65um PDMS/DVB/ \ | | A /‘ 0 01
o S N e — 4 _________“ ; z o ¥
14 145 15 155 16 165 17 175 18 18 19 1% 2 205 406 L S A/ SV R 514 516 518 52 52 524
Temps de rétention (min)
IRSST ® Développement de méthodes analytiques pour les composés organiques volatils
microbiens (COVM) dans les matrices biologiques : vers I'évaluation des COVM
49



Figure A 3
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injection en splitless.
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Figure A4 Aire des signaux pour les 21 COVM en fonction de la température
d’extraction (°C) avec : 300 s (temps d’incubation), 600 s (temps
d’extraction), 10 s (temps de désorption), 270 °C (température
d’injection) et injection en splitless.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine
and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

page 7. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Figure A5 Aire des signaux pour les 21 COVM en fonction du temps d’extraction
(s) avec : 300 s (temps d’incubation), 50 °C (température d’extraction),
10 s (temps de désorption), 270 °C (température d’injection) et
injection en splitless.
De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine

and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,
page 7. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Figure A6 Aire des signaux pour les 21 COVM en fonction du temps de
désorption (s) avec : 300 s (temps d’incubation), 50 °C (température
d’extraction), 600 s (temps d’extraction), 270 °C (température
d’injection) et injection en splitless.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine

and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,
page 8. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Figure A7 Aire des signaux pour les 21 COVM en fonction de la température de
désorption (°C) avec : 300 s (temps d’incubation), 50 °C (température
d’extraction), 600 s (temps d’extraction), 10 s (temps de désorption) et
injection en splitless.

De A new headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass
spectrometry method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic compounds in urine

and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,
page 8. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.
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Figure A8 Forme du signal pour le nonan-2-one en fonction de la température
d’injection (désorption) : 260 (haut) et 270 °C (bas).
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and blood, par S. Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Chemosphere, 296,

Appendix A. Supplemental data page 4. © Elsevier, 2022. Reproduit avec permission.

Nonan-2-one

Nonan-2-one

5.12 513 514 5.15 516 5.17 5.18 519 52 521

IRSST ® Développement de méthodes analytiques pour les composés organiques volatils
microbiens (COVM) dans les matrices biologiques : vers I'évaluation des COVM
comme biomarqueurs d’exposition aux moisissures 55



Figure A9

Chromatogramme montrant la trés faible réponse de I’acétate d’éthyle

(1) et du butan-2-one (2) relativement aux autres analytes aprés

'introduction dans le premier tube de 1 L d’une solution contenant
les 21 COVM a 800-1000 mg/L.
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Figure A10 Chromatogramme montrant I'Influence du débit de prélevement sur
I’extraction des 21 COVM.

Adapté de Development and validation of a method for the simultaneous quantification of 21 microbial volatile organic
compounds in ambient and exhaled air par thermal desorption-gas chromatography-mass spectrometry, par S.
Tabbal, B. El Aroussi, M. Bouchard, G. Marchand et S. Haddad, 2022, Atmosphere, 13(9), article 1432,
Supplementary Material page 12. © MDPI, 2022.
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A.ll  Tableaux supplémentaires

Tableau A 1 Pourcentage de la réponse dans le tube adsorbant de
rattrapage/recouvrement par rapport a la somme des réponses dans
les deux tubes (introduction de 1 yL d’une solution contenant les
21 COVM a 800-1000 mg/L)

3L 10L
50 mL/min 100 mL/min 150 mL/min 150 mL/min

COVM

Acétate d’éthyle 5,53 4,14 4,46 7,44
Butan-2-one 5,37 6,64 6,02 26,13
Pentan-2-one 0,03 0,04 0,04 0,04
Pentan-3-ol 0,03 0,04 0,04 0,03
Pentan-2-ol 0,03 0,03 0,04 0,02
Pent-1-en-3-ol 0,02 0,03 0,03 0,03
Cyclopentanone 0,20 0,15 0,26 0,13
3-méthylbutan-1-ol 0,04 0,06 0,06 0,04
Octan-3-one 0,03 0,04 0,05 0,05
Cyclohexanone 0,07 0,08 0,09 0,07
Pent-2-en-1-ol 0,02 0,03 0,03 0,03
2-éthyl-1,6-

dioxaspiro[4.4]nonane 0,03 0,04 0,04 0,03
Nonan-2-one 0,07 0,09 0,09 0,10
Octan-2-ol 0,05 0,06 0,09 0,06
Oct-1-en-3-ol 0,01 0,01 0,01 0,01
Décanal 0,03 0,04 0,05 0,03
Hexanoate de pentyle 0,05 0,06 0,07 0,05
Undecan-6-one 0,07 0,08 0,09 0,04
Octan-1-ol 0,04 0,05 0,04 0,02
Non-3-en-1-ol 0,03 0,03 0,04 0,03
5-éthyloxolan-2-one 0,24 0,28 0,31 0,29
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Tableau A 2 Pourcentage de la réponse dans le tube adsorbant de
rattrapage/recouvrement par rapport a la somme des réponses dans
les deux tubes (introduction de 1 uL d’une solution contenant les
21 COVM a 40-50 mg/L)

2L 3L 6L 10L
50 100 50 100 150 100 150 100 150

mL/min mL/min  mL/min  mL/min  mL/min  mL/min  mL/min . mL/min  mL/min
COVM
Acétate d’éthyle 0,86 0,31 0,65 0,48 0,31 0,48 0,43 0,71 0,49
Butan-2-one 0,35 0,16 0,25 0,16 0,15 0,25 0,19 0,35 0,22
Pentan-2-one 0,18 0,10 0,13 0,14 0,14 0,09 0,07 0,12 0,13
Pentan-3-ol 0,08 0,07 0,09 0,10 0,12 0,15 0,17 0,12 0,15
Pentan-2-ol 0,11 0,07 0,10 0,13 0,12 0,10 0,15 0,10 0,14
Pent-1-en-3-ol 0,10 0,06 0,08 0,07 0,06 0,12 0,11 0,13 0,10
Cyclopentanone 0,11 0,08 0,07 0,11 0,06 0,08 0,08 0,11 0,10
3-méthylbutan-1-ol 0,15 0,13 0,14 0,12 0,09 0,15 0,12 0,13 0,12
Octan-3-one 0.03 0.05 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Cyclohexanone 0,14 0,13 0,16 0,14 0,16 0,17 0,16 0,18 0,19
Pent-2-en-1-ol 0,04 0,03 0,05 0,06 0,07 0,06 0,09 0,10 0,13
2-éthyl-1,6-
dioxaspiro[4.4]nonane 0,02 0,04 0,02 0,04 0,03 0,05 0,04 0,06 0,03
Nonan-2-one 0,04 0,07 0,07 0,05 0,06 0,08 0,06 0,08 0,11
Octan-2-ol 0,04 0,05 0,05 0,03 0,04 0,05 0,05 0,04 0,09
Oct-1-en-3-ol 0,02 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 0,05 0,07
Décanal 0,11 0,07 0,19 0,23 0,18 0,42 0,25 0,51 0,27
Hexanoate de pentyle 0,02 0,02 0,03 0,06 0,04 0,07 0,11 0,14 0,16
Undecan-6-one 0,06 0,08 0,05 0,14 0,10 0,26 0,15 0,19 0,31
Octan-1-ol 0,13 0,07 0,08 0,14 0,14 0,10 0,13 0,21 0,26
Non-3-en-1-ol 0,06 0,14 0,17 0,74 0,23 0,13 0,43 0,41 0,46
5-éthyloxolan-2-one 0,14 0,28 0,20 0,17 0,19 0,28 0,23 0,20 0,32
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Tableau A 3 Résultats de la validation analytique pour '’eau (H-SPME-GC-MS/MS)

Basse concentration Haute concentration
com  Domamete g LoD loa e Repuatis LG, | vde  Repdablis T serssie
(CV %) (CV %)
Acétate d’éthyle  LOQ-10,47 0,999  0,1037 0,3143 % 12,67 8,58 99 0,79 0,57 0,46
2-butanone LOQ-1824 0,999 02299 0,6967 105 1,72 2,77 99 2,53 2,66 0,37
2-pentanone LOQ-895 0,999 0,738 0,2238 93 1,95 4,20 98 1,63 1,98 0,60
3-pentanol LOQ-912 0,999 0,1036 0,3139 97 2,96 1,67 97 3,18 2,42 0,90
2-pentanol LOQ-9,02 0,999 0,0448 0,1358 99 1,34 3,34 9 0,77 0,87 0,86
1-penten-3-ol LOQ-9,89 0,999 0,0458 0,1388 92 7,56 5,41 99 1,22 2,45 1,14
Cyclopentanone ~ LOQ-10,82 0,999 0,1256 0,3806 92 0,64 0,54 % 3,69 2,66 0,86
Smethyi1- LOQ-1898 0,999 00551 0,1669 81 1,24 3,04 9 0,39 1,20 1,82
3-octanone LOQ-024 0,997 0,0047 0,0145 82 4,91 3,08 100 4,00 473 2,74
Cyclohexanone 021547 0999 00694 02103 100 0,19 1,86 92 0,89 1,40 0,54
2-penten-1-ol 034952 0999 01113 03375 91 2,65 2,32 98 2,07 341 0,15
Chalcogran 0,03-1,32 0999 00115 00348 104 3,62 3,71 102 0,72 1,74 15,33
2-nonanone 0,02-192 0999 00074 00226 101 6,35 4,66 98 0,11 1,27 12,86
2-octanol LOQ-0,12 0,997 0,0023 0,0071 120 1,61 3,84 98 3,99 2,95 547
1-octen-3-ol LOQ-049 0,997 0,0137 0,0415 115 2,15 6,62 87 4,80 473 5,53
Décanal LOQ-1,90 0,999 0,169 0,0514 99 0,52 4,76 101 1,42 2,47 1,20
;'j:@rl‘:ate"e LOQ-0,26 0,995 0,0072 0,0219 9 143 1,72 120 5,16 4,24 2.41
6-undecanone LOQ-024 0,995 0,0065 0,0199 101 2,13 1,17 119 3,49 4,38 2,96
1-octanol LOQ-024 0,995 0,0063 0,0193 121 8,62 8,56 100 5,65 5,61 8
3-nonen-1-ol LOQ-024 0,996 0,0057 0,0173 113 11,01 10,43 105 6,10 5,53 3,86
Hexan-4-olide 012297 0999 0,0383 0,1161 100 3,91 4,45 108 0,04 335 0,38
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