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Résumé

L'air expiré présente un intérét pour des applications médicales comme le dépistage, le suivi
de pathologies ou d’expositions. En effet, cet échantillon contient des marqueurs volatils
endogenes ou exogenes et son prélevement est non invasif. Méme si le prélevement est
simple, la complexité et la variabilité de 'air expiré expliquent le peu de tests autorisés par les

autorités sanitaires.

Cette these s’est intéressée a deux outils analytiques pour I'analyse de I'air expiré : une puce
de préconcentration et la chromatographie en phase gazeuse intégralement
bidimensionnelle. Ces deux techniques, peu explorées jusqu’a présents dans ce domaine,
peuvent présenter un intérét en simplifiant le prélévement et en permettant une analyse plus

exhaustive des marqueurs

Le travail effectué sur la puce de préconcentration a montré que les micropréconcentrateurs
fabriqgués au laboratoire prélevent et injectent des mélanges de gaz modeles et des
échantillons d’air expiré avec des variabilités proches des systémes de laboratoires. De plus,
nos travaux ont montré que ces micropréconcentrateurs présentent deux avantages majeurs
en réduisant les volumes d’échantillon nécessaires et en s’intégrant dans des systemes
simples, portables et fonctionnant sur batterie. Afin d’illustrer leur intérét sur un cas réel
simple, nous avons utilisé ces micropréconcentrateurs pour étudier trois marqueurs du
tabagisme dans I'air expiré de trois fumeurs et de trois non-fumeurs et suivre les cinétiques
de ces composés dans 'air expiré d’une personne. Finalement, nous avons effectué un travail
préliminaire d’intégration dans des échantillonneurs dédiés afin d’exploiter les avantages des
micropréconcentrateurs pour le prélevement de lair expiré et tenter d’obtenir un

prélevement sur une expiration unique.

Nous avons ensuite choisi et reproduit une architecture de modulateur fluidique simple,
pertinente pour la miniaturisation, basée sur un Dean’s switch. Nous avons montré que ce
modulateur décrit en 2016 était compatible avec une injection par thermodésorption et
comparé ses performances a la GC simple pour I'analyse d’'un méme échantillon d’air expiré.
Ceci a montré que cette architecture présente un intérét en modulant des composés exhalés

tres volatils ce qui permet de nombreuses levées de coélution. Finalement, nous avons



montré, grace a des plans d’expériences, que |'amélioration des performances de ce

modulateur nécessitait un contréle minutieux des parametres.

Enfin, nous avons confronté nos outils a des échantillons d’une malade atteint d’'une maladie
rare, la phénylcétonurie. Des échantillons d’espace de téte d’urine et d’air expiré de la
patiente ont été prélevés. Les résultats, incomplets a ce stade, sont discutés dans le

manuscrit.
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Liste des abréviations

D : premiere dimension de séparation

1D: monodimensionnel

’D : deuxieme dimension de séparation

2D: bidimensionnel

BTEX : benzene, toluene, éthylbenzene, xylene

COV : composé organique volatil

CV : coefficient de variation

GC: gas chromatography, chromatographie en phase gazeuse
GC x GC: chromatographie intégralement bidimensionnelle
Mix 4 : mélange de pentane d’heptane de toluene et d’octane
MS: mass spectrometry, spectrométrie de masse

ppmv : partie par million en volume, 10°

ppbv : partie par milliard en volume, 107

pptv : partie par billion en volume, 102

RSB : rapport signal sur bruit

SPME : solid phase micro extraction, micro extraction sur phase solide

TD : thermodésorption
TIC : total ion current, courant ionique total

WUPC : micropréconcentrateur
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Introduction générale

L’air expiré pour des applications biomédicales

Chague minute, une personne au repos inspire et expire entre 12 et 20 fois. Ce processus
permet de prélever le dioxygéne nécessaire au fonctionnement du corps dans les poumons
lors de I'inspiration et de rejeter le sous-produit que représente le dioxyde de carbone lors de
I'expiration. L'air expiré est constitué majoritairement de diazote contenu dans l'air inspiré,
de dioxyde de carbone excrété dans les poumons, de dioxygene non assimilé et d’eau. Le

tableau 1 détaille les concentrations de ces composés.

Tableau 1. Composition moyenne des molécules majoritaires dans I'air inspiré et 'air expiré chez I'humain
N2 02 COz Hzo COV
Airinspiré 79% 21% <02% 0-5% <1%

Airexpiré 75% 13% =5% 6 % <1%

Les composés organiques volatils, COV, constituent, quant a eux, moins de 1 % de I'air expiré
[1]. La directive 1999/13/CE, relative a la réduction des émissions de composés organiques
volatils dus a I'utilisation de solvants organiques dans certaines activités et installations du
conseil européen définit les composés organiques volatils comme «tout composé organique
ayant une pression de vapeur de 0,01 kPa ou plus a une température de 293,15 K ou ayant
une volatilité correspondante dans les conditions d’utilisation particulieres» et «tout
composé contenant au moins I'élément carbone et un ou plusieurs des éléments suivants :
hydrogene, halogene, oxygene, soufre, phosphore, silicium ou azote, a I’'exception des oxydes

de carbone et des carbonates et bicarbonates inorganiques» [2].

Depuis la premiére analyse des COV contenus dans l'air expiré en 1971 [3], de nombreuses
études ont tenté d’établir un lien entre ces COV exhalés et certaines maladies afin d’utiliser
cet échantillon biologique pour des applications biomédicales. En effet, les COV exhalés sont,
entre autres, le reflet du métabolisme cellulaire. Ces COV sont produits directement dans les
poumons ou bien par d’autres organes et transportés jusqu’aux poumons par le sang. En cas
de dysfonctionnement, les types de COV produits ou la quantité pourraient varier et signaler

des pathologies.
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Les COV exhalés peuvent également étre exogenes, produits par des bactéries ou des
microorganismes, pathogenes [4] ou non [5], directement dans les poumons, ou ailleurs dans

le corps et transportés par le sang jusqu’aux poumons.

Finalement, les COV exhalés peuvent aussi refléter I'exposome. Lorsqu’ils proviennent de
I'environnement [6], ils peuvent étre inspirés puis expirés directement. lls sont également
assimilables par la peau ou la nourriture et sont ensuite transportés jusqu’aux alvéoles
pulmonaires par le sang. Lors du transport des COV par le sang, un transfert de phase a lieu
dans les alvéoles pulmonaires et certaines molécules présentes dans le sang passent, en

partie ou en totalité, dans la phase gazeuse en fonction de leurs propriétés physicochimiques.

Tirer parti de ces processus est possible afin de se servir de I'air expiré pour des applications
biomédicales. En effet, les avantages potentiels de I'air expiré sont nombreux par rapport aux
autres échantillons biologiques, sang, urine, selles, salive. Contrairement au préléevement de
ces derniers, celui de I'air expiré est a la fois non invasif, simple, peu pathogene, possible chez

toutes les personnes et répétable a une fréquence élevée.

Plus généralement, en fonction des maladies ou du type d’exposition, différents types de
marqueurs se retrouvent préférentiellement dans certains fluides biologiques au regard de
leurs propriétés physicochimiques et du lieu de production ou d’assimilation [7,8].
L"utilisation de I'air expiré en complément des autres fluides biologiques ouvrirait le champ

des possibilités en détectant et en analysant certains marqueurs plus aisément.

De fait, le suivi cinétique de processus biologiques par I'analyse de I'air expiré peut présenter
un grand intérét grace a la fréquence de respiration qui varie entre 12 et 20 fois par minute
au repos. Si une expiration suffit pour effectuer I'analyse, la résolution temporelle accessible

est bien supérieure a celle des autres fluides biologiques.

Les avantages potentiels que nous venons de présenter expliquent les nombreux cas étudiés
qui concernent en premier lieu les pathologies respiratoires. Des marqueurs sont proposés
dans la littérature pour I'asthme [9-13], le cancer du poumon [14-16] ou la
bronchopneumopathie chronique obstructive [17-19]. Des exemples existent également pour
des infections pulmonaires dues a Pseudomonas aeruginosa [20—22] et pour la tuberculose
[4,23,24]. Concernant les marqueurs proposés de maladies transportés par le sang et qui

parviennent aux poumons, nous citerons le cancer du sein [25], le cancer de la thyroide [26],
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le diabéte [27] et le cancer colorectal [28,29]. Cette liste ne se veut pas exhaustive et de

nombreux autres exemples existent.

En dehors de maladies, I'analyse de l'air expiré permet également d’étudier I'exposome en
recherchant, par exemple, directement les composés auxquels un individu a été exposé. C'est
le cas pour certains COV dans les cigarettes [30-33], le propan-2-ol [34] ou le sévoflurane [34]
en milieu hospitalier, ou l'acétonitrile en laboratoire de chimie [35]. Les métabolites de
certains médicaments sont également détectables [36—38]. Finalement, une variation de
profil de I'air expiré peut également étre observée comme lors de I'exposition au diesel [39]

ou a des rayonnements ionisants [40,41].

L’air expiré pour des applications biomédicales, un probléme complexe

Malgré les avantages qui viennent d’étre présentés et les nombreuses études qui semblent
démontrer un lien entre la composition de I'air expiré et certaines maladies, tres peu de tests
sont actuellement autorisés et utilisés en clinique. De nombreux facteurs peuvent expliquer le

peu de tests autorisés.

L’air expiré est un échantillon complexe qui peut contenir beaucoup de molécules. Le chiffre
de 1000 COV revient souvent dans la littérature [7]. De plus, la structure de ces composés est
variée [7] et les concentrations s’étendent de la partie par million en volume, ppmv, a la
partie par billion en volume, pptv . En plus d’étre complexe, I'air expiré présente une grande
variabilité. De nombreux facteurs environnementaux et physiologiques influencent sa
composition aussi bien au sein d’un groupe [42] que chez un individu unique : age, poids,

régime alimentaire, maniere de respirer.

Le prélevement et la préconcentration s’effectuent grace a différentes méthodes [43]. Elles
peuvent étre tres simples, souffler une seule expiration dans un sac, ou beaucoup plus
compliquées, des masques de prélevements avec des capteurs de CO, pour pomper
directement I"échantillon sur des outils de préconcentration. Selon le mode de prélevement,
I'air extérieur contamine plus ou moins I"échantillon, ce qui complique beaucoup la gestion
des données par la suite. Plus généralement, I'air environnant influence fortement la
composition de I'air expiré et la gestion de cette influence, aussi bien lors du prélevement

gue lors du traitement des données, reste complexe et peu standardisée.
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Différentes approches existent pour I'analyse des COV [44—47]. Il s’agit principalement de
chiens, de nez électronique, de capteurs simples pour une seule espece, de méthodes de
spectrométrie de masse directe ou de chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse, GC-MS. A part la GC-MS, aucune de ces méthodes d’analyse ne
permet a la fois d’analyser ces mélanges tres complexes, a des concentrations qui varient de
la ppmv a la pptv, tout en identifiant les molécules contenues dans le mélange. Les chiens et
les nez électroniques permettent de comparer des échantillons, mais pas d’obtenir la
composition détaillée. Les capteurs spécifiques n’analysent que quelques molécules a la fois.
Les méthodes de spectrométrie de masse directe présentent un intérét pour analyser les
composés les plus concentrés ou quelques composés spécifiques. Seule la GC-MS peut en
partie résoudre la composition d’échantillons complexes comme l'air expiré. Cependant cet
instrument reste un systeme de laboratoire et la composition de I'air expiré, environ 1000

composeés, se situe aux limites de la capacité résolutive de la GC-MS.

Un dernier point bloguant réside dans la méthodologie utilisée pour déterminer des
marqueurs de maladie dans l'air expiré. Cette méthodologie nécessite de comparer
scrupuleusement les COV exhalés des groupes malades et des groupes sains pour faire
ressortir des variables discriminantes. Cette méthode nécessite donc des outils analytiques
large spectre, qui ne sont pas toujours mis en ceuvre. La composition et |a taille des groupes
s‘averent extrémement importantes pour obtenir des informations valables et les études
publiées ne répondent pas nécessairement a ces critéres. De plus, la comparaison de résultats
de différentes études s’avere impossible car les méthodes d’échantillonnage et d’analyse
varient [48]. Méme si des marqueurs sont proposés dans la littérature, les étapes de
validation externe et de résolution des processus biochimiques sous-jacents ont rarement
lieu. Pour finir, la spécificité des marqueurs ne semble pas évidente. En effet, des marqueurs
identiques sont proposés pour différentes maladies [49] ce qui laisse penser que ces COV sont

signe d’un état de santé dégradé plutot que d’une pathologie spécifique.

Deux approches existent pour prélever |'air expiré. La premiere consiste a prélever la phase
gazeuse émise lors de I'expiration qui permet d’échantillonner préférentiellement les
molécules les plus volatiles. L'analyse de ces échantillons s’effectue majoritairement par des
techniques en phase gazeuse. La seconde approche consiste a prélever le condensat de I'air

expiré. Le refroidissement de I"air expiré fait condenser cet échantillon trés concentré en eau

28



dans la phase vapeur. Des technigques analytiques en phase liquide suivent principalement ce
mode de prélevement. Comme le savoir-faire et les briques technologiques du laboratoire au
sein du LETI se concentrent sur des systemes de chromatographie en phase gazeuse, nous

nous sommes concentrés sur I'analyse des COV.

Objectif de cette thése et organisation du manuscrit

Au milieu de ce probleme complexe, cette thése porte sur le développement et I"utilisation de
nouveaux outils analytiques pour I'analyse de I'air expiré. Ainsi, durant cette these, nous
avons spécifiguement étudié I'intérét de deux techniques peu utilisées pour I'analyse des COV
exhalés alors que nous pensons qu’elles pourraient présenter un grand intérét pour résoudre
certains points qui bloquent le développement de I'analyse de l'air expiré. Il s’agit du
prélevement et de la préconcentration sur micropréconcentrateur, UPC, et I'analyse par

chromatographie intégralement bidimensionnelle, GC x GC.

Les uPC permettent de miniaturiser I'étape de préléevement et d’injection [50] et pourraient, a
terme, représenter une technologie clé dans le développement d’un systéeme portable
d’analyse de l'air expiré. Comme dans la microélectronique, la miniaturisation des systemes
analytiques permet de diminuer I'encombrement, les couts et les volumes d’échantillons
nécessaires. Ce dernier parametre pourrait permettre des prélevements sur une seule
expiration. De maniéere générale, peu de travaux ont étudié I'intérét des microtechnologies

pour I'analyse des COV dans |'air expiré.

La GCx GC constitue la technique de référence pour l'analyse de mélanges gazeux
extrémement complexes [51] et pourrait s’avérer trés utile pour élucider la composition de
I'air expiré. En effet, couplée a la spectrométrie de masse, elle permet d’atteindre des
capacités de pics de 'ordre de la dizaine de milliers. Au début de cette these, en 2015, une
dizaine de publications existait a propos de |'utilisation de la GC x GC pour I'analyse de l'air

expiré [40,41,52-59].

Ce manuscrit est organisé autour de quatre chapitres pour expliquer I'intérét des uPC et de Ia
GCx GC pour l'analyse de l'air expiré et présenter les résultats obtenus avec ces deux

techniques durant cette thése.

Le premier chapitre sera consacré a une étude générale de la littérature existante a propos de

I'analyse de l'air expiré et fera ressortir de maniére générale, les points qui limitent

29



Introduction générale

actuellement l'utilisation de I'air expiré pour les analyses biomédicales. Pour plus de clarté et
pour alléger ce chapitre, 'état de I'art concernant spécifiquement les uPC, la GC x GC et les
différentes applications sont renvoyés dans les chapitres respectifs les concernant.
Néanmoins, nous nous sommes efforcés de différencier clairement les études

bibliographiques de nos résultats.

Le deuxieme chapitre sera dédié a la caractérisation d’'un pPC développé au sein du
laboratoire et a la présentation des résultats obtenus avec ce dispositif durant cette thése.
Avant de présenter ces résultats, nous décrirons les avantages sur le plan de I'architecture et
de la consommation électrique permis par l'utilisation des UPC grace a une étude de la
littérature. Nous montrerons également que malgré ces avantages, tres peu de résultats
existent pour I'analyse de l'air expiré en utilisant des uPC. Enfin, nous présenterons des
résultats obtenus durant cette these qui montreront que les UPC permettent de
préconcentrer et d’injecter des échantillons modeles et des échantillons réels d’air expiré
dans des systemes de GC-MS avec des performances proches des méthodes de laboratoire
comme la thermodésorption, TD. Nous montrerons également que les uPC peuvent étre
intégrés dans un systeme portable qui fonctionne sur batterie et qu’ils permettent de réduire
le volume d’échantillon nécessaire pour obtenir des résultats proches de la TD. Ce dernier

avantage s’avére spécialement intéressant pour 'analyse d’échantillons biologiques.

Dans le troisieme chapitre, nous décrirons |'utilisation d’une méthode de GC x GC pour
augmenter I'espace de séparation disponible pour l'analyse de [Iair expiré. Nous
commencerons par lister les avantages de la GC x GC, puis une étude des résultats décrits
dans la littérature montrera que, malgré ses avantages, cette technique demeure peu utilisée
pour l'analyse de l'air expiré. Finalement, nous justifierons le choix d’une architecture tres
simple mais peu commune de modulateur fluidique récemment décrit dans la littérature par
une explication des différents processus de modulations possibles en GC x GC et par les
thématiques de recherche du laboratoire. Nous comparerons cette méthode de modulation a
une séparation simple. Cela montrera que ce modulateur permet bien d’augmenter 'espace
de séparation, méme pour les molécules trés volatiles contenues dans l'air expiré. Nous
décrirons ensuite le travail effectué pour tenter d’améliorer les performances de ce

modulateur en utilisant des plans d’expériences et conclurons sur le travail qu’il reste a
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accomplir pour que les performances de ces systemes simples atteignent celles des systemes

de laboratoire.

Enfin, le dernier chapitre montrera I'utilisation de la GC x GC et des uPC pour I'analyse de I'air
expiré grace a deux exemples pour lesquels les marqueurs sont déja décrits. Nous
commencerons par une premiére illustration de l'utilisation des uPC et de la GC x GC pour
I'analyse de marqueurs de la phénylcétonurie dans l'air expiré et l'urine d’une patiente
atteinte de phénylcétonurie. Nous présenterons ensuite des résultats obtenus pour la
recherche de marqueurs du tabagisme dans l'air expiré de fumeurs et de non-fumeurs en
utilisant le uPC pour le prélevement et I'injection d’échantillon dans un systeme de GC-MS.
Des résultats de cinétiques des marqueurs aprés la consommation d’une cigarette par un
fumeur seront également présentés. Nous finirons par décrire le travail préliminaire

d’intégration du pPC dans un systéme d’échantillonnage dédié a 'air expiré.
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1 L'analyse de lair expiré, un probleme complexe,
étude bibliographique
1.1 Introduction : applications autorisées par les autorités sanitaires
et utilisées en clinique
L’analyse de I'air expiré semble trés prometteuse en raison de la simplicité du prélévement et
des nombreuses applications possibles citées dans l'introduction générale. Malgré cela, les
autorités sanitaires comme la FDA autorisent peu de tests. Le tableau 1.1 résume les tests

approuvés en présentant I'application et les molécules marqueurs utilisées.

Tableau 1.1. Tests médicaux basés sur I'analyse d’air expiré autorisés par des autorités sanitaires, adapté
de [60]

Test Molécules

Détection d’Helicobacter pylori par I'urée marquée *C [61] B3co,

Jaunisse néonatale [62] CO
Adsorption déficiente des disaccharides H,, CHa
Suivi des traitements de I'asthme [63,64] NO
Détection du rejet de transplantation cardiaque [65,66] Alcanes
Test respiratoire fumeurs [67,68] CO
Contrdle routier Ethanol

Uinjection d’urée marquée au “°C permet la détection d’Helicobacter pylori. En effet, la
bactérie dégrade I'urée marquée B3¢ en BC0, excrété par l'air expiré. En présence de la

bactérie, le profil isotopique du dioxyde de carbone dans I'air expiré est modifié.

Le test respiratoire des fumeurs et les contrdles routiers d’alcoolémie constituent un exemple
de détermination d’exposition a un facteur environnemental, respectivement le tabac et
I'alcool. Le suivi du NO chez les asthmatiques aide a déterminer 'efficacité des traitements et
de prévoir les prochaines crises. L'analyse des alcanes contenus dans I'air expiré permet de
détecter le rejet de transplantation cardiaque car ils sont des marqueurs de stress oxydatif

important.
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Les tests autorisés décrits dans le tableau 1.1 concernent uniguement quelgues molécules
simples et quelques maladies alors que la littérature décrit beaucoup plus de diversité dans la
composition de l'air expiré et dans ses applications. En réalité, la validation des marqueurs
proposés dans la littérature a rarement lieu [49]. Ce chapitre, fondé sur une étude de la
littérature, tentera de faire ressortir, de maniere générale, les problemes qui limitent
actuellement [l'utilisation de lair expiré comme fluide biologique pour les analyses

biomédicales.

Dans ce chapitre, nous commencerons par une description plus détaillée de I'air expiré, de sa
complexité et des sources de variabilité. Nous détaillerons ensuite les méthodes analytiques
utilisées, du prélevement a I'analyse, et montrerons que la majorité d’entre elles présentent
des limitations pour l'analyse de cet échantillon complexe. Puis nous montrerons que la
validation de marqueurs de maladie ou d’exposition dans |'air expiré est un processus
complexe et que de nombreux parameétres limitent cette validation. Nous expliquerons enfin
comment les développements analytiques que nous proposons autour de la chromatographie
multidimensionnelle et de la miniaturisation du systéeme de prélevement et de
préconcentration pourraient répondre a certains problemes qui ralentissent le

développement de I'analyse de I'air expiré pour des applications biomédicales.
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1.2 L'air expiré, un échantillon complexe et variable

1.2.1 Air expiré, définition

Les échanges qui ont lieu dans les alvéoles pulmonaires et qui permettent la respiration
expliquent la constitution de I'air expiré en deux parties. La premiere correspond au volume
de gaz contenu dans les voies aériennes, pharynx, trachée, bronches et bronchioles. Ce
volume de gaz ne subit pas les échanges dans les alvéoles pulmonaires et possede une
composition proche de celle de l'air inspiré, c’est-a-dire de I'air environnant. La seconde
partie correspond au volume de gaz qui accede aux alvéoles pulmonaires et subit les
échanges avec le sang. Cette seconde partie est enrichie en dioxyde de carbone, appauvrie en
dioxygene et contient des COV relargués par le sang. Cependant, lors de I'expiration, les deux
parties peuvent se mélanger. Les termes appropriés sont donc «air de début d’expiration» et
«air de fin d’expiration» [43], méme si le terme impropre «air alvéolaire» peut encore
apparaitre dans certains documents. Pour une meilleure visualisation, la figure 1.1 présente
un schéma simplifié du systéme respiratoire. L'air de début d’expiration est contenu dans les
organes indiqués en rouge, |'air de fin d’expiration est contenu dans les alvéoles pulmonaires

indiqués en vert.

Cavité nasale

Cavité orale
Bronchiole

Pharynx

Trachée ,
Alvéole

pulmonaire

Bronche

Poumon

Figure 1.1. Schéma simplifié de I'appareil respiratoire; I'air contenu dans les organes en rouge représente
I'air de début de respiration, 'air contenu dans les alvéoles pulmonaires, en vert, représente 'air de fin de
respiration

Ces deux parties peuvent étre différenciées en mesurant la concentration du dioxyde de

carbone dans l'air expiré. L'air de fin d’expiration subit les échanges gazeux avec le sang et
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contient donc plus de dioxyde de carbone que I'air de début de respiration. La figure 1.2

montre un exemple d’évolution du taux de dioxyde de carbone au cours de la respiration.

% CO,, v/v
6 —

- e

Air de début d’exp;iration

5 4+

.
L

a <
Air de fin d’expiration

3

2

1

O I 1 I 1 I =

Temps
< > ¢ >

Expiration Inspiration

Figure 1.2. Exemple de concentration en CO, dans I'air expiré au cours du temps explicitant la séparation
entre air de début et de fin d’expiration en fonction du taux de CO, d’apres [69]

L'air inspiré contient peu de CO, ce qui explique la faible concentration au début de
I"expiration. La concentration augmente au cours de I'expiration jusqu’a atteindre un plateau
qui correspond a l'air de fin de respiration. Les concentrations maximales en CO, varient

d’une personne a l'autre ainsi que la durée de |'expiration.

Au repos, une expiration normale représente un volume d’environ 400 a 600 ml. Ce volume
se répartit a peu prés de maniere égale entre air de début et de fin d’expiration. En fonction
du processus qui est étudié, il peut étre plus intéressant de prélever l'air de début

d’expiration, ou de fin d’expiration, ou un mélange des deux de maniere indifférenciée.

1.2.2 Lair expiré, un échantillon complexe

Les multiples sources des COV dans l'air expiré, respiration cellulaire, microorganismes,
environnement, peuvent expliquer le grand nombre de molécules retrouvées ainsi que la
grande gamme de concentration et la diversité des structures chimiques. Un article de revue

de 2014 [7] référencant tous les COV retrouvés dans les fluides biologiques chez I'humain fait
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état de 872 COV différents détectés dans l'air expiré. Les concentrations varient de la
centaine de ppmv a quelques pptv. La figure 1.3 montre la diversité des structures chimiques

des molécules retrouvées dans 'air expiré.

Hydrocarbures
Furanes et éthers
Contient de 'azote
Cétones

Alcools

Esters

Contient un halogéne
Contient du soufre
Aldéhydes

Acides

Autres

0 10 20 30 40 50
Pourcentage

Figure 1.3. Répartition des molécules contenues dans I'air expiré selon les fonctions chimiques présentes,
d’apres [7]

Parmi ces 872 molécules, I'injection de la molécule pure en plus de la spectrométrie de masse
a permis de confirmer 200 structures. Les structures des molécules restantes doivent étre
considérées avec plus de précautions, elles sont proposées en effet uniquement grace a la
spectrométrie de masse et la confrontation a des bases de données de spectres. Ces résultats

illustrent cependant bien la diversité et la complexité de la composition de I'air expiré.

1.2.3 Variabilité de I'air expiré chez des individus sains

La connaissance de la composition normale de l'air expiré constitue la premiére étape
nécessaire pour la validation de marqueurs dans l'air expiré. Différentes études se sont
intéressées a la répartition de ces molécules au sein d’une population et a la variabilité des

concentrations au sein d’une population et chez des individus unigues.

Une premiere étude de 1999 proposait 3000 COV différents au sein d’une population de 50
personnes avec seulement 27 COV communs a tous les individus [70]. Cependant, le chiffre
de 3000 parait élevé au regard des études publiées depuis. Une étude de 2014 décrit 1270
COV dans un groupe composé de 47 personnes saines [57]. Parmi ces 1270 COV, 129 sont

détectés chez au moins 50 % des personnes et 41 chez toutes les personnes. Une autre étude
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de 2013 [56] détecte 2000 COV différents dans un groupe de 34 personnes saines. Parmi ces
2000 COV, seuls 48 sont retrouvés chez plus de 90 % des personnes. Une autre étude de 2013
[71] trouve 37 COV communs a l'air expiré de 30 personnes. Le nombre total de COV détectés
dans l'air expiré n’est pas précisé. Le détail des molécules communes n’est pas toujours
présenté et ne permet donc pas de connaitre les recoupements des molécules communes
entre ces études. Une derniére étude effectuée sur 13 babouins [72] trouve 1059 COV
unigues parmi lesquels 148 sont retrouvés chez chacun des treize individus. Parmi ces 148
CQOV, les auteurs en considerent 72 comme étant des contaminants ou d’origine non
biologique. Ainsi, la composition des COV dans l'air expiré présente une grande variabilité
entre individus : peu de COV sont détectés chez tous les individus alors que de nombreux COV

sont retrouvés.

D’autres études s’intéressent a la concentration des COV communs a une population [73-82].
Elles démontrent I'existence de larges gammes de concentrations pour un méme composé au
sein d’une population supposément saine pour I'éthanol, I'acétone, l'isopréne, I'acétonitrile,
le diméthylsulfure, 'ammoniac, le propanol ou I'acétaldéhyde. Par exemple, la concentration
en acétone varie entre 100 et 1300 partie par milliard volumique, ppbv, pour une population
de 68 individus dans une premiere étude [74]. Elle varie entre 110 et 2900 ppbv, pour une
population de 200 enfants agés de 6 et 17 ans [79] dans une deuxieme étude, et entre 100 et
1000 ppbyv, pour une cohorte de 26 adultes [80] dans une troisieme étude. L'existence d’une
large gamme de concentrations au sein d’une population ne représente pas un probleme en
soi. Cela nécessite de connaitre la variabilité normale, mais ces gammes ne sont pour l'instant

déterminées que pour quelques COV.

D’autres études se sont également intéressées a la variation des concentrations de certains
composés au cours du temps chez un méme individu [82]. Chez un individu les variations de
concentration des molécules communes dans |'air expiré sont faibles a une échelle de temps
de l'ordre de la minute, mais beaucoup plus grandes lorsque ces molécules sont analysées
durant plusieurs jours. La figure 1.4 illustre ces phénomeénes pour six molécules. D’autres

études décrivent le méme genre de comportement [77,81,83-86].
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Figure 1.4. Suivi des ions 31, 33, 43, 59, 63, et 69 par Selected lon Flow Tube-MS au cours du temps chez un
individu unique. Les ions observés sont respectivement attribués au formaldéhyde, méthanol, propanol,
acétone, cluster d’acétaldéhyde, isoprene. Ces trois figures montrent la variabilité au cours du temps de
ces composés chez un individu unique, adapté de [82].
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Ainsi les COV retrouvés dans l'air expiré varient beaucoup au sein d’une population, avec un
grand nombre de molécules retrouvées, mais peu de COV sont communs a tous les individus.
Parmi les COV communs, une grande variabilité des concentrations est observée au sein des
populations avec jusqu’a trois ordres de grandeur de différence dans le cas de I'acétone par
exemple. De plus, méme chez une personne unique la variabilité des concentrations au cours
du temps de certaines molécules peut étre importante et représenter jusqu’a un ordre de
grandeur. Cette variabilité peut compliquer la détermination de marqueurs de maladie. De
plus, son importance, observée aussi bien au sein d’'une population que chez un individu,
suggere linfluence de nombreux facteurs environnementaux et physiologiques. C'est
pourqguoi la partie suivante s’intéresse a l'influence de différents facteurs sur la composition

en COV dans l'air expiré.

1.2.4 Facteurs influencant la composition de Iair expiré

1.2.4.1 Facteurs physiologiques

L'étude indépendante de linfluence des facteurs environnementaux et physiologiques
s’avere souvent complexe. Pour limiter I'influence possible de facteurs environnementaux et
s'intéresser uniquement aux facteurs physiologiques, des chévres ont été élevées dans des
conditions identiques et leurs COV exhalés ont été analysés pendant un an [87]. Pour cela,
toutes les chéevres sont élevées dans le méme hangar et recoivent la méme nourriture. La

figure 2.2 présente I"’échantillonneur spécifique développé pour cette étude.

Figure 1.5. Echantillonneur d’air expiré pour chévre, composé de, A un masque, B un capteur de CO,, C un
systéeme de préconcentration, D une vanne asservie au taux de CO,, adapté de [87]

Les concentrations de certains COV dans 'air expiré de ces chévres sont présentées dans le
tableau 1.2. L'existence de gammes de concentration montre une différence de

concentration dans l'air expiré pour plusieurs molécules. Ainsi, méme en imposant des
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parametres environnementaux identiques, les concentrations de certaines molécules
retrouvées dans I'air expiré présentent une certaine variabilité. Dans cette étude, Fischer et
coll. tentent de relier ces variations a des variations des parameétres sanguins comme la
concentration en glucose, la concentration en albumine et la concentration totale en

protéine.

Tableau 1.2. Concentration de certains COV mesurés dans I'air expiré de chevres au cours du temps. Les
concentrations sont exprimées sous la forme «valeur médiane (gamme)». Le nombre de mesures varie en
fonction des semaines, car le prélevement chez toutes les chévres n’était pas toujours possible. Seules les
molécules dont les concentrations sont considérées comme statistiquement différentes entre les individus
sont présentées. Adapté de[87].

Concentration en COV, valeur médiane (gamme), ppbv

Semaine = Semaine Semaine2  Semaine 32, Semaine 36, Semaine 44, Semaine 51,

4,n=15 8§,n=11 1,n=13 n=8 n=10 n=7 n=7
Hexanal 09(0,4) 0,55(0,7) 0,81(0,4) 0,51 (0,3) 0,32 (0,1) 0,61(0,46) @ 0,62 (0,48)
Nonanal 4,4(3,4) 3,4(4,4) 2,4(1,8) 1,7 (2,7) 0,94 (0,92) 2,2 (3,0) 3,5(2,1)
Acétone 24 (31) 26 (24) 40 (29) 47 (47) 30(16) 23 (15) 26 (23)
2-Butanone 0,4 (0,7) 0,5(0,37) 1(2,1) 0,63(0,52) 0,76(1,1) 0,59 (0,59) 0,44 (0,31)
Benzéne 0(0,7) 0(0,81) 0,52 (0,67) 0,59(0,74)  1(1,2) 0,78 (0,47)  0(0,83)
Styrene 1,5(12) 0,61(2,2) 0,03(3,1) 0,12 (1,1) 0,21 (4,3) 0,13 (0,65) 0,06 (0,70)

Pour certaines molécules, comme le styrene, la concentration est considérée comme
statistiquement différente au cours du temps. En vieillissant, les chévres n’émettent plus la
méme quantité de certains COV. Le sevrage pourrait expliquer le changement de profil de
COV dans l'air expiré, par le passage d’un régime alimentaire a base de lait a un régime
alimentaire a base de fourrage. L'intérét de cette étude réside dans le fait qu’elle permet en

partie de décorréler facteurs physiologiques et facteurs environnementaux.

D’autres études analysent l'air expiré d’animaux élevés dans des conditions proches. Par
exemple, des primates [72,88] et des souris [89] élevés dans le méme laboratoire présentent
peu de molécules en commun par rapport au nombre de COV identifiés pour les groupes. De
nouveau, dans ces études une grande variabilité existe dans la composition de l'air expiré
alors que ces animaux sont élevés dans des conditions proches. La question de la validité du

modele caprin ou primate et le petit nombre d’individus, entre sept et quinze, temperent
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cependant I'impact des conclusions. Evidemment, ce genre d’étude serait plus complexe a

mener chez des humains.

D’autres parametres physiologiques semblent influencer la composition de I'air expiré : sexe
[42,57,90], cycle menstruel [91], maniére de respirer [92], débit expiratoire [93], age [76,79],

intensité de I'activité physique [86,94].

1.2.4.2 Facteurs environnementaux
Comme évoqué dans lintroduction générale, les COV exhalés permettent d’étudier
I'exposition a des facteurs environnementaux. Plus généralement, différents facteurs

environnementaux semblent influencer la composition des COV dans I'air expiré.

Différents médicaments peuvent se retrouver directement ou sous forme de métabolites
dans l'air expiré. Cest le cas du salbutamol [37] ou de l|'acide valproique [36]. Des
anesthésiants comme le fentanyl [95] le propofol [96-99] et le sévoflurane [34,96,100] sont

également retrouvés dans I'air expiré.

D’autres médicaments, comme les antiinflammatoires et les antihypertenseurs semblent
modifier le profil général de I'air expiré [42]. Ces médicaments n’entrainent pas I'apparition
d’un marqueur spécifique mais ils modifient le profil des COV exhalés. Cependant, I'étude
précise également qu’il est pour le moment complexe de savoir si c’est la maladie ou la

médication qui entraine la modification du profil des COV dans I'air expiré.

La prise de nourriture peut modifier a court terme la concentration de certaines molécules
dans I'air expiré. Encore chez des chevres, six COV présentent des concentrations considérées

comme statistiquement différentes avant et apres un repas [101].

De maniere plus spécifique, la consommation d’aspartame entraine une augmentation du
méthanol dans I'air expiré. En effet, I'hydrolyse de I'aspartame produit du méthanol excrété

par Iair expiré [102]. La figure 1.6 illustre ce propos pour trois personnes.
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Figure 1.6. Evolution de la concentration de méthanol dans I'air expiré pour trois volontaires aprés avoir
consommé de 'aspartame. Adapté d’aprés [102].

Environ 30 minutes apres l'ingestion d’aspartame la concentration en méthanol dans I'air
expiré est multipliée au moins par trois. Deux heures et trente minutes apres l'ingestion
d’aspartame, la concentration en méthanol est toujours au moins 50 % plus élevée chez les

trois personnes.

Le régime alimentaire semble également influencer la composition de I'air expiré sur le long
terme [103], de méme que l'indice de masse corporelle [42]. Cependant, comme dans le cas
de la médication, il est difficile de savoir si les différences observées sont liées a I'indice de
masse corporelle ou a des régimes alimentaires différents qui entrainent des indices de masse

corporelle différents.

Le stress et plus généralement les émotions semblent également influencer la composition de
I'air expiré [104,105]. Ces parametres influencent la fréquence cardiaque et respiratoire, ce

qui modifie les équilibres entre le sang et I'air expiré.

L'influence du tabagisme sur la composition des COV exhalés fait I'objet de nombreuses
recherches [106—111] et des COV retrouvés dans |'air expiré sont proposés comme

marqueurs de consommation de cigarettes [42]. L'exposition de pompiers a des incendies
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[112] lors d’interventions modifie également le profil des COV exhalés. Des produits liés aux
combustions, comme des hydrocarbures aromatiques polycycliques, sont retrouvés dans leur
air expiré malgré les équipements de protection. L'exposition a des radiations semble aussi

modifier le profil des COV dans l'air expiré [40,41] par augmentation du stress oxydatif.

1.2.5 L'air expiré, un échantillon complexe, conclusion

Nous venons de montrer que de nombreux facteurs influencent la composition de I'air expiré.
Ces facteurs peuvent avoir une origine physiologique ou environnementale et concerner une
molécule spécifique ou le profil général des COV. En fonction du facteur, I'effet peut durer de
quelgues secondes a plusieurs années. Certains facteurs environnementaux présentent un
intérét et d’autres non, mais l'influence individuelle de chaque facteur est encore mal
comprise. En effet, peu d’études tiennent compte de nombreux facteurs en méme temps ou

mettent en place des stratégies pour limiter I'influence de ces facteurs.

Les faibles concentrations, la variabilité, et la diversité des structures des COV exhalés
nécessitent des méthodes analytiques adaptées. Dans la partie suivante, nous décrirons les
meéthodes utilisées et I'influence sur les résultats des conditions de préléevement, des modes

d’échantillonnage et de préconcentration et des techniques analytiques utilisées.

1.3 Prélevement, préconcentration et analyse de 'air expiré

1.3.1 Prélevement et préconcentration
1.3.1.1 Conditions de prélevement

La partie de l'air expiré prélevée doit étre sélectionnée avec soin, méme lorsque le
prélevement consiste a souffler directement dans une machine. Plus généralement, les
conditions d’échantillonnage influencent la qualité des résultats. Cette partie s’intéresse donc
a I"échantillonnage de I'air expiré et les parametres physiologiques et environnementaux a

controler.

Précédemment, nous avons montré que |'alimentation et le tabac pouvaient modifier a court
terme la composition de I'air expiré. Dans différentes études, un délai entre le dernier repas
et le préléevement peut étre imposé. Ce délai varie selon les études, 1 h [80,108,113], 3 h
[114], 9 h [105] et n’est pas systématiquement appliqué. Mettre en place un ensemble de
contraintes standardisées imposées aux personnes avant un prélevement semblerait

extrémement intéressant. C'est déja le cas pour les prises de sang ou il faut se présenter a
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jeun, ou pour les tests d’exposition au poste de travail au benzene pour lesquels il ne faut pas
fumer 12 h avant le prélevement. Imposer des contraintes draconiennes aux personnes pour
limiter au maximum l'influence de nombreux facteurs est tentant. Cependant, un risque
existe alors que les personnes ne respectent pas ces obligations trop contraignantes. De plus,
déterminer quels facteurs doivent étre contrélés et quels facteurs n‘ont pas d’importance

s’avere actuellement difficile puisque I'influence relative de chaque facteur est mal connue.

D’autres paramétres comme le rythme cardiaque et la fréquence respiratoire semblent
influencer la composition des COV dans l'air expiré. Ces parametres, ainsi que d’autres
parameétres biochimiques, pourraient étre relevés pour compenser leur influence sur la
composition de I'air expiré. Cependant, ils sont contrélés de maniére tres variable selon les

études.

Pour s’affranchir des COV environnementaux dans l'air inspiré, analyser les COV contenus
dans I'air ambiant est indispensable. Cette analyse n’a pas toujours lieu et, méme si elle est
effectuée, I'utilisation des résultats ne semble pas toujours appropriée. Certaines études
proposent de faire respirer un air propre, ou d’effectuer le prélevement au méme endroit
pour toutes les personnes. Cependant, cela ne permet pas de tenir compte de la persistance
de certains COV contenus dans l'air inspiré. De plus, les pratiques divergent beaucoup selon

les études.

Pour prélever les quantités d’échantillon nécessaires a I'analyse, certaines études prélévent
plusieurs expirations. D’autres études demandent une expiration forcée. Une expiration
forcée consiste a expirer plus que le volume respiratoire normal constitué de 400 a 600 ml.
C'est ce qui a lieu lorsqu’une personne doit remplir un sac d’un litre en une expiration.
Cependant, la maniére dont le sujet respire peut changer la composition des COV contenus
dans l'air expiré et les instructions different beaucoup selon les études. Par exemple, expirer
par le nez ou par la bouche modifie les concentrations de certains COV [115,116]. La

figure 1.7 présente des résultats obtenus sur trois volontaires pour I'ammoniac.
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Figure 1.7. Variation de la concentration d’ammoniac détectée dans I'air expiré de 3 individus en fonction
d’une expiration par le nez, la bouche ou un prélévement direct en fond de gorge, d’aprés [115]

Les différents paramétres évoqués influencent la composition des COV dans |'air expiré mais
ils ne sont pas contrélés ou mesurés de la méme maniere dans toutes les études. Cela

complique voire empéche la comparaison des résultats entres les différentes études.

1.3.1.2 Partie de I'air expiré prélevée

Au début de ce chapitre, nous avons montré que I'air expiré était composé de I'air de début
de respiration et de Iair de fin de respiration. Un large consensus existe pour dire que, sauf
dans les cas de I'asthme et d’halitose, c’est I'air de fin de respiration qui intéresse pour le
dépistage. Cependant, pour différentes raisons, I'air de fin de respiration est parfois prélevé
en méme temps que l'air de début de respiration. L'air extérieur pollue alors I"échantillon
d’intérét. Les conclusions de ces études sont donc a prendre avec précaution en fonction des

applications visées.

Lorsque I'air de fin de respiration est ciblé, différentes méthodes existent dans la littérature
pour sélectionner cette partie spécifique. La méthode utilisée pour prélever I'air de fin de

respiration peut aussi influencer les résultats.

De nombreuses études utilisent des sacs Tedlar pour le prélevement de I'air expiré [43]. lls
existent en plusieurs tailles, ce qui permet de choisir le volume adapté. La figure 1.8 montre

une photographie d’un sac Tedlarde 1 I.
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|
Figure 1.8. Photographie d’un sac Tedlar de 1 |
Lors du préléevement du seul air de fin de respiration, les individus commencent parfois a
souffler dans le sac aprés un certain délai [43]. Cependant, le prélevement est difficilement
répétable dans ces conditions. La totalité des systemes de préconcentration ou des systémes
d’analyse qui ne nécessitent pas d’étape de préconcentration sont compatibles avec les sacs

Tedlar. Cependant, les échantillons se dégradent rapidement, en moins de 3 h [117] en cas de

stockage dans des sacs Tedlar.

LE BIO-VOC, commercialisé par Markes, constitue un autre instrument simple dédié au
prélevement de l'air de fin de respiration. La figure 1.9 montre ce dispositif. Il s’agit d’un tube

dont le volume de 150 ml est choisi spécifiquement.

Figure 1.9. Photographie du systeme BIO-VOC

En effet, une expiration représente un volume d’environ 600 ml décomposés en 300 ml d’air
de début de respiration et 300 ml d’air de fin de respiration. Avec une expiration, I'air de fin
de respiration pousse I'air de début de respiration en dehors du tube. Au vu des volumes du

BIO-VOC et de I'air de début de respiration et de fin de respiration, le BIO-VOC contient en
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théorie uniquement I'air de fin de respiration. Ce systeme s’avere difficilement compatible
avec tous les systemes de préconcentration et le volume prélevable est fixé. De plus, pendant
I'expiration dans le tube, I'air de début et de fin de respiration peuvent se mélanger. Ce
systeme permet d’analyser uniquement 150 ml d’air de fin de respiration mélangé a de lair

ambiant.

Comme le montre la figure 1.2, page 36, une concentration de CO, plus élevée que dans |'air
de début de respiration constitue une caractéristique de l'air de fin de respiration. Cette
portion de I'air expiré peut donc étre sélectionnée en mesurant le taux de CO, en continu.
Lors de la détection de I'air de fin de respiration, I’échantillon est envoyé vers un systeme de
prélevement ou de préconcentration ou directement vers I'instrument d’analyse en fonction
du systeme utilisé. Les systemes de spectrométrie de masse en temps réel de type selection
ion flow tube ou proton transfer reaction permettent méme de suivre directement
I'apparition de l'air de fin de respiration grace aux spectres de masse [118]. Les systemes
basés sur le suivi du taux de CO, paraissent les plus adaptés pour des prélevements
répétables de I'air de fin de respiration. Des systémes commerciaux existent pour ce genre de
prélevements [119,120], mais de nombreux laboratoires développent également leurs

propres instruments.

La description des méthodes utilisées dans la littérature montre donc que les conditions de
prélevement de l'air expiré varient beaucoup. La comparaison d’études qui utilisent des

systemes de prélevement différents semble complexe, voire impossible.

1.3.1.3 Préconcentration

La TD est la méthode de préconcentration la plus utilisée [43]. Un tube contient un matériau
adsorbant. L'air expiré est pompé a travers le tube, directement ou apres prélévement dans
un BIO-VOC ou un sac Tedlar par exemple. Cela permet de piéger une certaine gamme de
COV en fonction des propriétés de I'adsorbant utilisé. Le tube est ensuite chauffé pour
désorber et injecter les COV prélevés dans le systéeme d’analyse adéquat. Les échantillons
peuvent étre conservés au moins deux semaines une fois prélevés sur le tube de TD
[121,122]. Différents matériaux sont utilisés comme adsorbants: Tenax, Carbograph 5TD

carboxen. Les familles de COV analysables varient en fonction des adsorbants.
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La SPME est la deuxieme méthode de préconcentration la plus utilisée [43]. Une fibre
fonctionnalisée avec un matériau adsorbant est exposée a |'échantillon a analyser. Le
prélevement et la préconcentration se alors font de maniere passive, par simple équilibre
entre I'environnement et I'adsorbant. La mise en ceuvre differe donc de celle utilisée en TD.
L'injection a lieu en chauffant la fibre. Différents matériaux peuvent étre utilisés pour
fonctionnaliser la fibre, polydimethylsiloxane, polyacrylate, divinylbenzene. Les types de

matériaux et leur épaisseur permettent I'analyse d’une gamme plus ou moins grande de COV.

La comparaison de résultats obtenus en SPME et en TD s’avere complexe car le mise en
ceuvre de I'adsorption differe. De plus, méme en utilisant une technique de préconcentration
identique, les matériaux choisis comme adsorbant peuvent étre différents. Si la nature des
matériaux différe, la comparaison des résultats est également complexe, car ils ne permettent
pas de préconcentrer la méme gamme de COV. Finalement, peu de publications émanant de
groupes de recherches différents décrivent des résultats obtenus en utilisant a la fois des
modes de préléevement, un systeme de préconcentration et des matériaux adsorbants
identiques. C'est pour ces raisons que différentes propositions de standardisation existent,

nous les présentons dans la partie suivante.

1.3.1.4 Propositions de standardisation du prélevement

Les méthodes de prélevement et de préconcentration varient beaucoup entre les études et
peuvent en partie expliquer le peu de tests qui utilisent I'air expiré. De nombreuses réflexions
existent autour de la standardisation et des criteres que doit remplir un échantillonneur d’air
expiré [123]. Cependant, ces réflexions ne concernent généralement que la partie de l'air
expiré prélevée et la maniere de préconcentrer, elles n’incluent pas du tout I'état général des
personnes : se rincer la bouche, ne pas manger, prélevement le matin, le soir... Cette absence

de proposition gene d’autant plus que ces facteurs influencent les COV détectés [117,124].

La plus ancienne proposition commerciale d’échantillonneur a notre connaissance a été

effectuée par Menssena research [119]. La figure 1.10 montre ce dispositif.
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Figure 1.10. BCA fabriqué par Menssana research, inc, d’apres [125]

Elle permet de prélever la fin de I'air expiré sur un tube de TD ainsi qu’un échantillon d’air
environnant. La présence de filtres et de nombreux raccords peut entrainer des pollutions ou
bien des adsorptions parasites de COV. A notre connaissance, ce systéme est peu utilisé dans

la littérature.

Le systeme ReCIVA d’Owlstone [120] est un autre dispositif disponible commercialement. Il
inclut le préléevement et la préconcentration et date de 2015. La figure 1.11 présente une

photographie et un schéma du systéeme.
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Figure 1.11. Systeme de prélévement ReCIVA, d’aprés [120]
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L'architecture provient d’une réflexion collective de nombreux chercheurs et des demandes
de brevet ont été déposées [126,127]. L'échantillon est directement prélevé sur un tube de
TD, ce qui limite les risques de contamination. Le prélevement sélectif de I'air de fin de
respiration est accompli grace au suivi du taux de CO,. Le systéme permet également de
prélever d’autres parties de l'air expiré. Un prélevement complet nécessite de porter le
masque pendant environ une dizaine de minutes. Ainsi, prélever 'air expiré mobilise la
personne pendant un certain temps et n’est pas aussi peu invasif qu’espéré. Peu de résultats
obtenus grace a ce dispositif existent pour le moment en raison de sa relative jeunesse.
Cependant, de nombreux essais cliniques ont actuellement lieu avec cet instrument, ce qui

devrait bientot délivrer des résultats intéressants [128—130].

Les deux propositions de standardisation disponibles commercialement, qui incluent
prélevement et préconcentration, sont basées sur un suivi du taux de CO, pour le
prélevement sélectif de la partie de I'air désirée et sur une préconcentration directe sur un
tube de TD. Ce sont a priori les systemes les plus complexes, mais puisque le préléevement

influence beaucoup les résultats cette complexité semble nécessaire.

La société européenne respiratoire a missionné un groupe de travail, afin de proposer des
recommandations pour la standardisation du prélevement des COV dans l'air expiré. Un
document qui restitue les réflexions et les propositions a été publié en 2017 [131]. Le besoin
de standardiser les pratiques tout en gardant un cadre souple pour permettre de s’adapter
aux différentes applications et éviter la mise en place de protocoles trop contraignants
constitue un consensus au sein de la communauté. Cependant, comme expliquée ci-dessus,
I'influence de nombreux facteurs environnementaux et des divers comportements des
individus sur la composition de l'air expiré empéche pour le moment de faire ressortir des

recommandations concretes.

1.3.2 Analyse de |'air expiré

1.3.2.1 Chromatographies en phase gazeuse

Nous avons vu dans les parties précédentes que l'air expiré contient de nombreuses
molécules a des concentrations différentes et variables au sein d’une population et chez un
individu au cours du temps. Ainsi, la composition et les variations des COV dans l'air expiré
restent mal appréhendées. De plus, peu de marqueurs ou d’ensembles de marqueurs trés

spécifiques semblent exister a I’'heure actuelle. Pour ces raisons, I"utilisation d’'une méthode
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tres large spectre qui permet d’analyser la plus grande gamme de molécules possible reste
majoritaire. Ainsi, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
reste la méthode d’analyse la plus utilisée [44]. En effet, c’est I'une des seules techniques
analytiques capables de résoudre la complexité de mélanges gazeux contenant plusieurs
centaines de molécules dans des gammes allant de la ppmv a la pptv. De plus, la validation
biochimique des marqueurs nécessite de connaitre leur structure et donc l'identification des
COV permise par la spectrométrie de masse. Par exemple, un article de revue de 2015 [132]
qui s’intéresse spécifiquement a des publications sur la recherche de marqueurs du cancer
montre que parmi les 73 articles retenus, 35 utilisent la GC-MS seule et 6 utilisent la GC-MS

plus une autre technique d’analyse.

Les limites de détection des méthodes de GC-MS rendent I'étape de préconcentration
indispensable pour une analyse exhaustive des COV exhalés. Cette technique d’analyse a été
utilisée massivement [44] pour 'étude de COV dans l'air expiré pour de nombreuses
maladies : cancer du poumon [133-135], bronchopneumopathie chronique obstructive
[17,18,136], asthme [103,137], cancer du sein [25]. Malgré le fait que de nombreuses
recherches aient eu lieu en GC-MS, peu de ces résultats ont été transférés vers des

applications a I’'hépital ou en laboratoire d’analyse.

Plusieurs explications peuvent étre proposées et seront détaillées plus tard : taille des
groupes, facteurs confondants, mauvais échantillonnage. Une autre explication possible serait
qgue la GC-MS ne permet pas de résoudre complétement la composition des COV dans 'air
expiré et que de I'information existe encore qu’elle n’arrive pas a faire apparaitre. L'utilisation
de la GC x GC-MS a confirmé cela en trouvant plus de COV grace a I'augmentation de 'espace

de séparation [56] et |la détectabilité.

1.3.2.2 Autres méthodes analytiques

De nombreuses autres méthodes ont été utilisées pour I'analyse de l'air expiré. Cependant,
dans le cadre de la découverte de nouveaux marqueurs oU une vision globale de la
composition des COV dans I'air expiré est indispensable, ces méthodes ne semblent pas les
plus adaptées pour le moment. Elles s’aveérent cependant utiles pour d’autres applications,

comme détaillé dans les parties suivantes.
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1.3.2.2.1 Chien et nez électronique
Ces deux méthodes analytiques, méme si elles sont différentes, sont basées sur le méme

principe : un réseau de capteurs non spécifique analyse le mélange gazeux.

L’analyse de 'air expiré par des chiens a été effectué dans différents cas : cancer du poumon
[138-141], cancer du sein [140,141], cancer colorectal [142], mélanome [141]. C'est
également le cas pour les nez électroniques utilisés pour étudier les COV dans l'air expiré
pour l'asthme [143-146], le cancer du poumon [147-150], et de nombreuses autres

pathologies [124].

Malgré les centaines de publications concernant ces méthodes pour I'analyse de l'air expiré,
rien n’est encore transféré en clinique car elles présentent des limites pour la validation des
marqueurs. Tout d’abord, comme les COV ne sont pas identifiés, les COV qui permettent la
différenciation des groupes sains et malades ne sont pas déterminés. La séparation entre les
groupes peut alors étre le fruit de facteurs confondants et ces méthodes ne permettent pas
de les distinguer. De plus, pour étre définitivement validés, les processus biochimiques qui
expliqguent 'apparition de marqueurs dans l'air expiré doivent étre résolus. Comme ces
meéthodes d’analyse ne permettent pas d’identifier les composés qui séparent les groupes,

I’étape de validation devient impossible.

L’élevage et les soins nécessaires pour les chiens sont complexes et chers. Les capacités de
concentration d’un chien sont limitées et peuvent grandement affecter les résultats obtenus.
Pour ces raisons, des recherches ont lieu pour développer des méthodes analytiques
complémentaires aux chiens, comme pour la reconnaissance de suspects dans des enquétes

criminelles par leur odeur par exemple [151].

1.3.2.2.2 Capteurs sélectifs

De nombreux types de capteurs sélectifs existent, capables d’analyser une seule molécule ou
une seule famille de molécules, ou un mélange de quelgues molécules. Les phénomeénes mis
en jeu peuvent étre de type optique [152], gravimétrique [153] etc. En fonction des
phénomenes physiques utilisés, les concentrations détectées peuvent aller jusqu’a la pptv.
Cela rend possible la détection des molécules sans étape de préconcentration. Ce sont
souvent des capteurs plus simples que les nez électroniques ou les technigues

chromatographiques, miniaturisables et potentiellement intégrables dans des systemes
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transportables. Des exemples existent dans la littérature pour I'analyse de I'acétone [153,154]

ou de 'ammoniac [155].

Comme dit précédemment, pour le moment peu de marqueurs spécifiques de maladie sont
connus. De plus, de nombreux articles qui présentent des capteurs pour I'analyse de COV
spécifiques dans I'air expiré ne montrent que des résultats obtenus sur des mélanges étalons
et trés rarement sur des échantillons réels. Ainsi ils ne tiennent pas compte des possibles
effets de mélange ou des interférences possibles avec les autres nombreuses molécules
contenues dans l'air expiré. L'intérét de ces capteurs spécifiques semble, pour l'instant,
limité. Cependant, une fois que des marqueurs ou des gammes de concentrations seront
déterminés pour des maladies, ces capteurs présenteront un intérét pour amener I'analyse

aupres des personnes pour des applications spécifiques.

1.3.2.2.3 Meéthodes spectrométriques

Différentes techniques de spectrométrie de masse sans méthode séparative en amont
permettent I'analyse des COV exhalés. Pour cela, différents types de sources, selected ion
flow tube proton transfer reaction, electrospray ionization, desorption electrospray ionization,
secondary electrospray ionization,, ionisation électronique, ont été couplées a différents types

d’analyseurs en masse, quadripole et TOF [37,75,84-86,111,156—-163].

Si une unique molécule est ciblée lors d’une analyse, des limites de détection de l'ordre de la
ppbv sont atteignables. Cela permet souvent de s’affranchir de I'étape de préconcentration.
De plus, ces méthodes permettent d’effectuer jusqu’a plusieurs analyses par minute et se
révelent extrémement utiles pour étudier en temps réel les variations des molécules les plus
concentrées communes aux populations : acétone, méthanol, éthanol... Lors de I'utilisation de
sources de type SIFT ou PTR, les concentrations de nombreuses molécules peuvent étre
déterminées directement sans étalonnage. Ces instruments se sont également révélés tres
utiles pour étudier I'influence de la concentration de certains COV dans l'air inspiré sur les

concentrations retrouvées dans |'air expiré.

Ces méthodes permettent surtout d’observer les COV les plus concentrés. Pour les molécules
les plus lourdes, des problémes d’identifications existent a cause des composés isobares. Des
expériences de type MS" ou bien des fragmentations peuvent étre réalisées, mais cela se fait

alors au détriment de la fréquence d’acquisition.
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Ces instruments peuvent aussi étre utilisés avec une étape de préconcentration [164]. Cela
augmente la complexité des résultats puisqu’un plus grand nombre de COV est observé. La
comparaison des profils sous forme de spectres de masse permet alors de séparer les
groupes sains et malades. L'identification des molécules qui permettent la distinction entre
les groupes devient alors plus complexe. Les problemes de facteurs confondants et de
validation biochimique peuvent a nouveau étre rencontrés comme pour le chien et le nez

électronique.

Les méthodes directes de spectrométrie de masse avec ou sans préconcentration présentent
donc un intérét dans les cas ou un marqueur ou un petit groupe de marqueurs spécifiques
existent. C'est par exemple le cas pour les marqueurs du tabagisme. Ces méthodes s’averent
également intéressantes pour le suivi en temps réel de certaines molécules. Cependant,
I"utilisation de ce genre de techniques pour la découverte de marqueurs ou de profils de COV

marqueurs de maladie semble plus limitée.
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1.4 Validations de marqueurs chez les individus malades

1.4.1 Méthodologie pour la découverte de marqueurs dans 'air expiré

Afin de mieux comprendre les problématiques détaillées dans la suite de la bibliographie,
nous décrivons rapidement la méthodologie utilisée pour déterminer de nouveaux marqueurs
de maladie. L'air expiré d’'un groupe de personnes saines et |'air expiré d’'un groupe de
personnes malades sont analysés, généralement grace a une méthode analytique a large
spectre. La taille du groupe et la distribution entre personnes malades et saines représentent
des parameétres extrémement importants [117]. Généralement, il est admis que le nombre de
personnes doit &tre au minimum égal a dix fois le nombre de variables [117,165]. A |a suite de
ces analyses, les compositions de I'air expiré des personnes saines et malades sont comparées
et différents tests statistiques sont utilisés pour faire ressortir une ou des variables qui
séparent les groupes [117,166,167]. Les variables discriminantes peuvent alors correspondre
a un changement d’intensité d’un ou plusieurs composés. La séparation entre les deux
groupes peut alors se faire grace a des marqueurs spécifiques avec des concentrations
limites, ou bien grace a 'existence de profils différents. Ce n’est plus un marqueur spécifique
qui différencie les groupes, mais un ensemble de COV dont les concentrations augmentent ou
diminuent. Un groupe de personnes saines et malades qui n‘ont pas participé lors de la
détermination des marqueurs permet ensuite de tester la validité de ces marqueurs, c’est
I"’étape de validation externe. Finalement, la validation définitive de ces marqueurs nécessite
I"élucidation des processus biochimiques pour expliquer la présence de ces marqueurs dans
I"air expiré.

1.4.2 Limites actuelle pour la validation de marqueurs dans 'air expiré

1.4.2.1 Variabilité de I'air expiré

Nous avons montré que I'air expiré est une matrice complexe, dont la composition varie a
cause de nombreux facteurs environnementaux et physiologiques. Cependant, peu d’études
tiennent compte de plusieurs facteurs en méme temps. Comprendre I'influence individuelle
de chaque facteur sur la variabilité de la composition en COV de I'air expiré est donc difficile.
Comme les facteurs qui influencent la composition de I'air expiré sont mal appréhendés, la
composition normale de I'air expiré est mal connue. Comme la méthodologie de découverte
de marqueurs est basée sur une comparaison entre un groupe sain et un groupe malade, la

mauvaise connaissance des facteurs qui influencent une composition normale d’air expiré
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limite la validation de marqueurs de maladie dans I'air expiré. La mauvaise connaissance de la
composition normale de l'air expiré, en partie liée a la mauvaise compréhension des
nombreux facteurs qui I'influencent, peut étre proposée comme un des premiers points qui

limitent le développement de I'analyse de I'air expiré pour des applications biomédicales.

1.4.2.2 Influence de I'air environnant
La composition en COV de I'air ambiant influence la composition de I'air expiré, spécialement
lors du prélevement simultané de I'air de début et de fin de respiration. Différentes stratégies

sont proposées dans la littérature pour gérer les COV contenus dans l'air inspiré.

Une maniéere simple proposée pour s’affranchir de la potentielle pollution par I'air ambiant
consiste a l'analyser également et de calculer un gradient alvéolaire [54,168-170]. La
concentration émise au niveau des poumons est alors définie comme la différence entre la
concentration de la molécule dans l'air de fin de respiration et la concentration de la
molécule dans I'air ambiant. Cette approche présente cependant des limites. Elle ne tient pas
compte des phénomenes complexes mis en jeux lors de la respiration. La maniére de respirer
peut contaminer l'air de fin de respiration avec de l'air de début d’expiration [168].
L"absorption et I'émission de COV dans les poumons dépendent du gradient de COV dans les
poumons [168]. Un gradient alvéolaire ne tient pas compte de ces phénoménes complexes ou

d’une exposition antérieure dont la cinétique de décontamination serait lente [172].

Une autre stratégie proposée pour s’affranchir de I'influence de l'air extérieur consiste a faire
respirer aux individus pendant un certain temps de l'air filtré nettoyé en COV [113,169,173].
Cependant, la cinétique de «nettoyage» des poumons semble tres variable en fonction des
molécules et de leurs propriétés physicochimiques [113,171,172]. Ainsi méme au bout d’une

heure, les poumons contiennent encore certains COV liés a I'air inspiré.

Une autre proposition retrouvée dans la littérature consiste a éliminer du traitement
statistique tous les COV dont la concentration dans 'air inspiré dépasse un certain seuil par
rapport a l'air expiré. Une discussion est alors nécessaire a propos de ce qui est considéré
comme une concentration trop élevée. Schubert et coll. [174] proposent de ne pas tenir
compte de toutes les molécules dont la concentration dans I'air inspiré dépasse 5 % de l'air

expiré. D’autres études proposent un seuil a 25 % [175] ou 50 % [176]. Ces seuils sont choisis
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arbitrairement et ne possedent pas nécessairement de fondements théoriques ou

expérimentaux. Cela risque donc d’éliminer arbitrairement certains composés intéressants.

Ce phénomeéne de contamination et de persistance des composés présents dans
I'environnement dans |'air expiré représente, selon les cas, un probléeme ou un avantage. lls
peuvent interférer avec les résultats ou justement représenter une finalité pour étudier
I'exposition des personnes. Pour ces raisons, comprendre 'influence de la composition de

I"air inspiré sur la composition de I'air expiré est indispensable.

Des expériences ont permis d’étudier I'influence de la concentration de COV dans l'air inspiré
sur la concentration dans I'air de fin de respiration [177]. Pour cela, des volontaires respirent
un air qui contient une concentration connue de certains COV et la concentration dans l'air de
fin de respiration est mesurée. La figure 1.12 présente un exemple de graphe obtenu pour

I"acétone et le méthanol.
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Figure 1.12. Résultats expérimentaux montrant la relation entre la concentration dans I'air inspiré et la
concentration dans I'air expiré de deux molécules, I'acétone et le méthanol, d’aprés [177]

La relation entre les concentrations des composés inspirés via |'air ambiant et expiré semble
de type affine. La valeur des coefficients dépend des propriétés physicochimiques de chaque
molécule et plus particulierement de la constante de Henry [177-179]. Elle représente la
distribution de la molécule entre le sang et I'air contenu dans les alvéoles pulmonaires. De

plus, les valeurs des coefficients semblent varier entre individus. Cette méthode présente un
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grand intérét mais risque de rester limitée a des COV peu toxiques ou dont la présence dans

I’air ambiant est connue.

Des modeles théoriques existent en complément de ces résultats expérimentaux. Un systeme
a deux boites permet de décrire le comportement des molécules avec une constante de
Henry faible [178]. Ce systéme comporte trois boites pour les molécules avec des constantes
de Henry plus élevées [179]. En dérivant I’équation de Farhie [180], les études retrouvent
également des relations de type affines en accord avec les résultats expérimentaux évoqués
précédemment. Ces travaux confirment cependant que l'approche de type «gradient
alvéolaire» est valable pour certaines molécules. La valeur du coefficient directeur de la
droite qui modélise la relation entre concentration inspirée et concentration expirée vaut

alors 1. C’est le cas pour les alcanes par exemple.

Ces travaux présentent un grand intérét pour mieux comprendre 'influence de I'air inspiré
sur la composition de l'air expiré. Cependant, le nombre de COV étudiés reste faible et le
nombre de validations expérimentales est limité pour le moment. De plus, cela ne tient
compte que de l'air inspiré au moment du prélevement et pas de l'air inspiré auparavant. En
effet, les cinétiques d’élimination dans I'air expiré peuvent étre lentes, et des COV peuvent

étre retrouvés plusieurs heures apres l'inspiration [107,181,182].

1.4.2.3 Existence de facteurs confondants

De nombreux facteurs influencent la composition de 'air expiré. S’ils ne sont pas considérés
correctement, des variables confondantes [117] peuvent étre négligées. Le tabagisme
constitue une variable confondante habituellement décrite [183] et dont la majorité des
études commence a tenir compte, mais d’autres facteurs confondants existent surement.
Ainsi I'une des plus grandes études longitudinales effectuée sur un groupe de 1417 personnes
montre que séparer en partie la cohorte en deux groupes composés de fumeurs et de non-

fumeurs est possible [42]. Le graphe présenté dans la figure 1.13 illustre ces propos.
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Figure 1.13. Séparation d’une population de 1417 individus en fonction de leur consommation tabagique
grace a I'analyse des COV contenus dans l'air expiré, d’aprés [42]

De nombreuses études se sont intéressées a la recherche de marqueurs du cancer du
poumon dans l'air expiré [14,58,133,134,143,149,184-192]. En effet, peu de marqueurs
précoces existent actuellement pour cette pathologie. La détection de ce cancer a souvent
lieu a un stade avancé ce qui limite les chances de survie des malades. Celles-ci valent 75 %
lorsque lors d’une détection au stade 1 et uniquement de 5 % au stade 4. Cependant, environ
80 % malades du cancer du poumon sont des fumeurs ou d’anciens fumeurs. Il se pose alors
la question de savoir si les marqueurs proposés dans ces études sont des marqueurs de
cancers des poumons, des marqueurs du tabagisme ou des marqueurs d’autres pathologies
qui touchent souvent les personnes qui fument comme les bronchites chroniques ou la
bronchopneumopathie chronique obstructive [183]. Parmi les molécules les plus citées
comme marqueurs du cancer du poumon [16,193] on retrouve des molécules également

proposées comme marqueurs du tabagisme tel que le benzene ou le toluene [107,108,194].

La composition de l'air extérieur n’est pas étudiée systématiquement et pourrait également
constituer un facteur confondant. Les personnes malades sont souvent hospitalisées et les
personnes saines habitent chez elles. Nous avons montré que I’environnement hospitalier
était source de COV spécifiques dans l'air expiré [34]. De plus, les personnes hospitalisées

possedent peut-étre toutes le méme régime alimentaire, car elles sont nourries a I'hopital.
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Ainsi, si l'influence de l'air extérieur et de I'environnement est mal étudiée, la séparation
entre groupe sain et malade pourrait étre liée a des différences environnementales dans

lesquelles se trouvent ces deux groupes plutdt qu’a des COV marqueurs de maladie [183].

1.4.2.4 Taille des cohortes et validation externe

De nombreux marqueurs sont tout de méme proposés dans la littérature. Cependant, au vu
de la taille des cohortes, la force statistique de ces résultats semble souvent limitée. En effet,
les plus grands groupes représentent actuellement environ 1500 personnes [42] et au
minimum 800 molécules sont décrites dans lair expiré [7]. Une réduction de la
dimensionnalité des variables est possible mais le nombre de variables mesurées risque de
rester bien supérieur au nombre de patients. Cette différence entre nombre de variables et
nombres de mesures peut entrainer I'apparition de corrélations «voodoo» [117,165]. Des
variables peuvent alors différencier des groupes sains et des groupes malades par hasard et

non a cause d’une maladie.

De plus, la combinaison de données obtenues dans différentes études semble complexe car
les conditions de prélevement ainsi que les méthodes d’échantillonnage, de préconcentration
et d’analyse présentent une grande diversité. Cependant, des études qui utilisent le systeme
de prélevement ReCIVA couplé a une méme méthode d’analyse par GC-MS ont lieu
actuellement, comme expliqué dans la partie 1.3.1.4. Le nombre exact de personnes
impliquées est hypothétique, mais au vu des différentes informations le chiffre d’au moins
3000 semble crédible [128-130,195]. Ces études concernent, entre autres, le cancer du

poumon, I'asthme et le cancer colorectal dans des études multicentriques.

Une fois des marqueurs proposés, ils doivent passer une étape de validation externe. Cette
étape de validation externe s’effectue avec des populations qui n‘ont pas participé a la
détermination des marqueurs. Cette étape manque dans de nombreuses études. De plus,
méme quand la validation externe a lieu, elle ne permet pas systématiquement de valider les
marqueurs [136]. La variabilité instrumentale est proposée comme origine de la non-
validation. 1793 variables sont utilisées lors du traitement de données. Chaque variable
correspond a un pic et son aire associée. Le nombre élevé de variables par rapport au faible
nombre de personnes, 97, peut aussi étre a I'origine de la non-validation externe. Cependant,
des facteurs confondants mal appréhendés pourraient également étre la cause de cette non-

validation externe.
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1.4.2.5 Spécificité des marqueurs
Malgré ces différents problemes, des marqueurs identiques sont proposés pour des maladies
différentes dans plusieurs études. Un résumé des marqueurs décrits dans la littérature pour

différentes maladies et adapté de [49] est présenté dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3. Résumé dez COV proposés comme marqueurs de maladie dans différentes études pour
différentes maladies, adapté de [49]

Pathologies CQV proposés Ref
Asthme NO, pentane, éthane, 8-isopropane [196-198]
Cancer du sein Alcanes, alcanes monomethylés [25]
Fibrose kystique Disulfure de carbone, alcanes, hydrocarbures Cs-Cy [199,200]
Diabéte Acétone, éthanol, methylnitrate, Alcanes linéaires C,-Cyo et = [201-204]

dérivés monométhylés, éthylbenzéne, xylene

Maladie inflammatoire chronique Ethane, propane, pentane [205]

de I'intestin

Rejet de transplantation cardiaque = Alcanes et alcanes méthylés [66,206]
Polyarthrite rhumatoide Pentane [207]
Schizophrénie Pentane, éthane, disulfure de carbone [208,209]
Tuberculose Benzene, alcanes [4]

Comme le montre ce tableau, des marqueurs identiques sont proposés pour des maladies
différentes touchant des organes différents. Cela concerne surtout les alcanes linéaires,
comportant entre cing et vingt carbones et leurs isoméres ramifiés. Ces marqueurs ne
semblent donc pas spécifiques a une maladie. Différentes études considerent ces alcanes
comme des marqueurs de stress oxydatif important [49]. Des voies métaboliques qui
expliqguent 'apparition de ces alcanes dans lair expiré a cause du stress oxydatif sont
également proposées [168]. Les alcanes sont formés par peroxydation des lipides lors de
I'augmentation du stress oxydatif. Ces marqueurs ne seraient donc pas spécifiques a une
maladie mais signaleraient plutdét un état de santé dégradé. Il se pose alors la question de
I'intérét de I'analyse de I'air expiré pour déterminer la dégradation de I'état de santé d’un ou
d’une malade. Cependant, ce cas de figure pourrait quand méme présenter un intérét pour

suivre facilement I’évolution d’une personne dont la pathologie est déja connue.
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Finalement, pour étre définitivement validée, la présence des marqueurs déterminés dans
I'air expiré doit étre expliquée biochimiquement ou bien la source d’exposition doit étre
déterminée. Cela est plus simple pour les expositions environnementales ou le marqueur est
la molécule a laquelle I'individu est exposé ou bien son métabolite. C'est le cas par exemple
pour I’éthanol, ou les médicaments. Dans le cas d’'une maladie ou c’est une variation de
concentration d’'un ensemble de marqueurs qui est signe de maladie, I'explication des
processus biochimiques s’avére plus complexe. A notre connaissance, cette validation n’a eu

lieu que dans quelques rares cas.

Le nombre limité de tests qui utilisent 'analyse de I'air expiré autorisé par les autorités
sanitaires s’explique, entre autres, par I'accumulation des différents facteurs que nous venons
de décrire. L'air expiré constitue un mélange complexe de COV dont la composition normale
est mal connue, tout comme les facteurs qui lI'influencent. Les méthodes analytiques utilisées
présentent des limitations aussi bien en ce qui concerne les conditions de prélevement, le
prélevement et I'analyse. De plus, la validation de marqueurs impose des contraintes
meéthodologiques qui ne sont pas toujours respectées : gestion des facteurs qui influencent la
variabilité, tailles des cohortes, validations externes. Finalement, la question de la spécificité

des marqueurs peut étre posée.

63



Chapitre 1 : L'analyse de I'air expiré, un probleme complexe, étude bibliographique

1.5 Conclusion, vers la chromatographie multidimensionnelle et |a
miniaturisation des systemes analytiques

Les parties précédentes ont montré la complexité et la variabilité de I'air expiré. Méme les
méthodes de TD-GC-MS ne permettent pas d’élucider en totalité la composition de l'air
expiré. De plus, cette technique n’a pour l'instant permis de trouver que quelgques marqueurs
simples pour quelques maladies. La chromatographie en phase gazeuse intégralement
bidimensionnelle, GC x GC, permet d’analyser encore plus en détail des mélanges gazeux trés
complexes qui contiennent plusieurs milliers de molécules. Elle a été utilisée pour analyser
des coupes de pétrole par exemple [210]. Les quelques études qui utilisent la GC x GC-MS
pour I'analyse de I'air expiré permettent généralement de trouver plus de molécules que ce
qui est décrit en GC-MS [11,53-57,59,72,137,211,212]. Parmi ces nouveaux COV pourraient
se trouver des marqueurs de maladie. La GC x GC-MS semble donc étre une technique
intéressante pour la découverte de marqueurs spécifiques ou de profils de marqueurs dans

I"air expiré.

Nous avons montré que le prélevement et la préconcentration représentent des étapes
cruciales dans I'analyse de I'air expiré. La standardisation de cette étape parait indispensable
pour un développement futur de l'analyse de lair expiré. Les deux propositions de
standardisation qui existent aujourd’hui sont basées sur de la TD de laboratoire. C'est une
technologie mature, qui fonctionne bien, ce qui explique qu’elle soit majoritairement utilisée
comme nous l‘avons vu dans la partie précédente. Cependant, avec ces systemes
standardisés, les prélevements complets peuvent durer une dizaine de minutes, ce qui est
plutét long. Au final, méme si des propositions de standardisation existent, elles restent

plutdt contraignantes ce qui pourrait freiner leur utilisation.

La miniaturisation des systemes constitue une tendance forte dans le monde de I'analyse. Des
avantages sont espérés concernant les quantités d’échantillons nécessaires, les temps
d’analyse et la portabilité des instruments. Ainsi, en travaillant sur une brique miniaturisée
pour le prélevement de I'air expiré, une réduction de la taille de I'échantillon et donc du
temps de prélevement est espérée. Un échantillonnage plus simple permettrait d’effectuer
plus d’analyses ce qui pourrait régler certains problémes statistiques des différents résultats

présentés.
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De plus, un instrument portable qui permettrait d’analyser I'air expiré pourrait présenter de
nombreux avantages pour le dépistage ou le suivi simple de pathologies. Pour aller vers ce
systeme portable, une technique de préconcentration miniaturisée simple s’avere
indispensable. Ces développements pourraient permettre a terme [|'utilisation de ces

systemes d’analyse directement auprés des malades.

Trés peu de résultats existent dans la littérature a propos de I'utilisation de la
chromatographie multidimensionnelle pour I'analyse de I'air expiré. On compte aujourd’hui
seulement une vingtaine de publications. Cela est encore plus vrai pour I'analyse de l'air
expiré avec des systéemes chromatographiques en partie ou entiéerement miniaturisés, théme
pour lequel nous avons trouvé moins d’une dizaine de publications. C'est sur ces deux
aspects, que nous pensons extrémement intéressants pour I'analyse de I'air expiré que nous

nous sommes concentrés au cours de ce travail de these.

Ce premier chapitre, en s’appuyant sur une étude de la littérature, s’est appliqué a décrire les
points qui freinent actuellement I'utilisation de I'air expiré pour des applications médicales,
malgré les nombreux avantages que présente ce fluide biologique. Nous avons plus
précisément abordé les problématiques liées aux instruments analytiques et évoqué
brievement les avantages que pourraient apporter la GC x GC et la miniaturisation du

prélevement.

Dans le chapitre suivant, nous détaillerons les travaux effectués sur I'utilisation d’un uPC pour
la préconcentration et l'injection des COV exhalés. Il commencera par une étude de la
bibliographie puis nous montrerons, grace aux résultats obtenus durant cette these, que le

UPC permet, entre autres, de réduire le volume d’échantillon nécessaire pour une analyse.

65



66



2 Miniaturisation du prélevement sur puce

2.1 Introduction générale

La facilité d’'un prélevement de l'air expiré couplé a une analyse au pied des malades
permettrait de nombreuses analyses simples et non invasives. Cependant, les concentrations
des COV dans lair expiré sont faibles, de la ppmv a la pptv [7,213], une étape de
préconcentration est donc nécessaire pour les systémes d’analyse de I'air expiré. Ce chapitre
s’intéresse spécifiguement aux travaux effectués durant cette theése pour montrer l'intérét et
les avantages d’un systéme miniaturisé pour le prélevement et l'injection des COV exhalés

dans un systeme de laboratoire et s’articule autour de trois parties.

Nous commencerons par décrire brievement le fonctionnement de la thermodésorption, TD,
qui est la méthode de référence pour la préconcentration et I'injection des COV contenus
dans I'air expiré. Nous détaillerons les limites des systémes existants, liées a la taille des tubes

de prélevement, qui empéche l'intégration dans des dispositifs transportables.

Dans la deuxieme partie, consacrée a une étude de la littérature, nous montrerons comment
la miniaturisation de la TD sur puce, grace a des micropréconcentrateurs, uPC, permet de
s’affranchir des limites de la TD de laboratoire. En effet, un uPC permet de réduire la taille et
la consommation électrique et de simplifier I'architecture. Cette partie montrera également
que tres peu de résultats qui combinent des puPC et I'analyse d’air expiré existent dans la
littérature, malgré le grand intérét que pourrait présenter un systeme d’analyse transportable
d’air expiré. Les travaux déja effectués au CEA LETI sur I'utilisation de uPC seront également

présentés.

La troisieme partie présentera les résultats obtenus au cours de cette thése lors de
I"utilisation d’un pPC intégré dans un prototype portable alimenté par batterie, le systeme
Primosamp. Cette partie montrera que ce systeme peut prélever et injecter de maniére
répétable des mélanges simples et des mélanges complexes comme l'air expiré. Une
comparaison entre le uPC et la TD montrera que les performances de ces deux systemes sont
proches. Cependant, le uPC présente trois avantages majeurs : un systeme portable alimenté
par batterie, une simplification de I'architecture de I'injecteur et une consommation réduite

en échantillon.
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2.2 Lathermodésorption

2.2.1 Concept de la thermodésorption

La TD comme technique d’injection en GC consiste a chauffer un échantillon pour injecter les
COV qu'’il contient dans un systéeme analytique. Une phase solide appelée adsorbant permet
de piéger préalablement les COV lorsque I'échantillon a analyser se présente sous forme
gazeuse. C'est la méthode utilisée pour I'air expiré. Pour la TD de laboratoire, les adsorbants

sont conditionnés dans des tubes, comme montré dans la figure 2.1.

Figure 2.1. Tube de TD. L'adsorbant est la poudre a l'intérieur du tube

Des frittés ou de la laine de verre bloquent I'adsorbant sous forme de poudre dans un tube en
verre. L'échantillon a analyser est pompé a travers ce dernier lors du préléevement. La
formation, a température ambiante, d’interactions faibles entre I'adsorbant et les COV piége
ces derniers dans le tube. Cela permet également une préconcentration en réduisant le
volume dans lequel les COV sont contenus. Le chauffage du tube sous un flux de gaz vecteur
injecte les espéces piégées vers le systéeme d’analyse car I'augmentation de la température

rompt les liaisons faibles entre 'adsorbant et les composés.

La TD est la méthode la plus utilisée pour I'analyse des COV dans l'air expiré par GC [43] car
elle permet de préconcentrer facilement de grands volumes d’air expiré. Cela est souvent

nécessaire puisque les concentrations en COV sont faibles dans I'air expiré [7,213].
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2.2.2 Limites de la thermodésorption de laboratoire pour un instrument
portable

Bien que la TD représente la méthode privilégiée pour préconcentrer et injecter les COV dans
I'air expiré, elle présente des limitations qui I'empéchent d’étre intégrée dans des systemes

portables. Ces inconvénients sont majoritairement liés a la taille des tubes de TD.

Plusieurs standards de taille de tubes existent pour la TD. Les tubes adaptés pour la machine
utilisée dans notre laboratoire mesurent 89 mm de long, avec 4 mm de diameétre externe. La
taille des autres standards est du méme ordre de grandeur. Lors de l'injection, les tubes
doivent étre chauffés aux alentours de 250 °C ainsi que tout le chemin analytique, c’est-a-dire
toutes les pieces en contact avec les analytes, pour éviter la présence de points froids. Pour
une désorption efficace, les tubes doivent étre chauffés rapidement. Ce chauffage rapide
nécessite une puissance électrique importante de l'ordre du millier de watts a cause de la
capacité thermique engendrée par la taille des tubes. Cela limite les possibilités de réduire la

taille totale de ces systemes.

Le volume interne des tubes de TD est de l'ordre de la centaine de millilitres. La désorption
des COV contenus dans le tube nécessite donc des débits de 'ordre de la centaine de
millilitres par minute [214]. Ces débits sont incompatibles avec la GC sur colonne capillaire qui
supporte des débits de I"ordre du millilitre par minute. Afin de coupler TD et GC, le flux de
désorption du tube peut étre divisé et seule une faible partie est injectée dans la colonne.
Cela est cependant dommageable pour I'analyse des composés peu concentrés parce que
seule une faible quantité de matiere prélevée sur le tube est finalement injectée sur la

colonne.

Une solution pour augmenter la quantité d’échantillon injectée sur la colonne consiste a
utiliser une architecture plus complexe qui comporte un piege froid. Celui-ci contient le
méme adsorbant que le tube et refocalise les COV désorbés du tube. A la suite de cette
étape, les COV sont injectés dans la colonne. Le piege froid possede un volume plus faible que
le tube de TD ce qui permet d’utiliser des débits plus faibles lors de I'injection. La figure 2.2

présente un schéma général d’un systeme de TD avec refocalisation sur un piege froid.
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Refocalisation sur le piéege froid Injection de |’échantillon refocalisé

Entrée gaz vecteur vers la colonne

Chauffage du tube Chauffage du tube

| 1
‘ F Adsorbant |Lli Adsorbant

Event d’entrée —» Event

*  Event de sortie

«— Piegefroid

‘4:—" Piege froid, chauffé
pour I'injection

. Event ¢
Entrée gaz vecteur
l Entrée gaz vecteur " l
Vers colonne GC Vers colonne GC

Figure 2.2. Schéma d’utilisation de la TD avec refocalisation sur piége froid, d’aprés [214]

L'ajout d’un piege froid complexifie cependant l'architecture générale de l'injecteur. La
figure 2.3 montre un schéma plus détaillé d’'un appreil de TD basé sur la refocalisation sur
piege froid. Ce systéeme nécessite de nombreuses vannes et connexions. Pour éviter la
présence de points froids dans le systeme, toutes les piéces en contact avec les analytes
doivent également étre chauffées. Cela augmente encore la taille globale de cet instrument et

sa consommation électrique ce qui limite ainsi son utilisation aux laboratoires.
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Figure 2.3. Schéma d’un thermodésorbeur TurboMatrix 150 de chez Perkin Elmer

Méme en utilisant cette derniére architecture, les débits nécessaires pour désorber le piege
demeurent trop élevés pour la colonne de GC. En effet, ils valent environ une dizaine de
millilitres par minute. Une partie de I'échantillon est toujours envoyée vers |'évent de sortie,
voir figure 2.2, pour générer une injection efficace de la bande de soluté lors de la désorption
du piege froid. Cette architecture permet donc d’augmenter la proportion d’échantillon
réellement injecté, mais toujours pas lintégralité. Cela est problématique pour des

échantillons comme I'air expiré qui contient des COV peu concentrés.

La TD reste cantonnée au laboratoire pour deux raisons principales : la taille de I'appareil, liée
a son architecture complexe, et I'impossibilité de faire fonctionner le systéme sur batterie a
cause des puissances électriques nécessaires, autour du millier de watts. Ces deux raisons
découlent directement de la taille des tubes. La capacité thermique des tubes nécessite une
puissance électrique élevée pour les chauffer rapidement et le volume interne des tubes
impose des débits de désorption élevés. Ces deux éléments complexifient 'architecture de
I'injecteur. Un dernier probleme de la TD réside dans la perte d’échantillon lors de I'injection

sur la colonne.
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Une étude de la littérature, présentée dans la partie suivante, montrera que la miniaturisation
de I'étape de TD sur puce permet de s’affranchir des problemes liés au débit et a la capacité
thermique. La troisieme partie présentera les résultats expérimentaux obtenus durant cette
these sur [utilisation d’un systéme miniaturisé sur puce pour la TD. Ces résultats
confirmeront la possibilité d’effectuer de la TD avec un systeme portable alimenté par

batterie avec une architecture simple.
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2.3 Miniaturisation de la thermodésorption sur puce, étude
bibliographique et résultats existants

2.3.1 Miniaturisation des systemes analytiques

La miniaturisation des systemes analytiques représente une tendance forte depuis les

années 1990 [215,216], encouragée par les mémes arguments qui ont entrainé la

miniaturisation des composants microélectroniques [217] : réduction de la taille, du temps

d’analyse et du cout des systemes, amélioration des performances, plus faible consommation

de ressources. Elle concerne tous les types de systemes d’analyses et ouvre la possibilité dans

le cas des applications médicales a des analyses auprés des malades et a la médecine

personnalisée.

La miniaturisation présente plusieurs avantages spécifiques aux systemes de GC. Les systemes
de GC sont régulés en température mais les fours actuels sont des systemes de paillasse et
possedent une capacité thermique élevée. Cela nécessite donc des puissances électriques
élevées de 'ordre du millier de watts. La taille des puces et leur faible capacité thermique
diminuent drastiquement les puissances électriques nécessaires et peuvent permettre de

faire fonctionner ces systemes sur batterie.

La réduction de la taille va dans le sens d’une meilleure efficacité des systemes de GC. Par
exemple, la réduction du diamétre interne des colonnes permet un gain d’efficacité, comme
prévu par I'équation de Van Deemter [218]. La réduction de la taille des systémes analytiques
permet également de diminuer les volumes d’échantillons nécessaires, ce qui présente un

grand intérét pour les analyses biologiques.

La fabrication des composants de GC sur puce s’effectue majoritairement grace aux
techniques de fabrication collective sur silicium, transférées de l'industrie de |Ia
microélectronique [219]. La fabrication collective permet une réduction du cout de
production. Elle permet également d’intégrer directement sur les briques technologiques

d’autres fonctions comme le chauffage ou le contrdle de la température.

Les différents arguments qui viennent d’étre présentés ouvrent la voie a des systemes
portables pour des applications ou une information rapide sur le terrain s’avéere essentielle :

accidents industriels, sécurité défense, pollutions de I'air. Dans un contexte médical, la

73



Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

réduction de la taille des systéemes analytiques permettrait d’effectuer 'analyse au pied des

personnes.

Pour ces différentes raisons, de nombreuses équipes se sont intéressées a la miniaturisation
des systemes de GC. La premiere description d’un systéme de GC miniaturisé date de 1979
[220]. Une vanne d’injection et une colonne de GC sont directement gravées sur une galette
de silicium. Un détecteur de conductivité thermique est fabriqué indépendamment et monté
en sortie de colonne. Ce dispositif permet de séparer et de détecter des alcanes légers et
possede, selon les auteurs, une limite de détection de 'ordre de la dizaine de ppmv. La

figure 2.4 montre un chromatogramme obtenu grace a ce systéme analytique.

Fig. 8. Miniature GC chromatogram of hydrocarbons on OV-101 sta-
tionary phase. Peak 1 nitrogen; 2 n-pentane; 3 3-methylpentane; 4 n-
hexane plus chloroform; 5 24-dimethyl pentane; 6 1,1,1-trichloro-
ethane; 7 cyclohexane; 8 n-heptane.

Figure 2.4. Chromatogramme obtenu avec le premier systeme de GC sur silicium, une graduation
correspond a une seconde sur I'abscisse, d’apres [206]

Depuis, de nombreux autres systemes ont été développés. Cela concerne aussi bien des
briques spécifiques de la chaine analytique, préconcentrateurs [50], injecteurs [221],
colonnes [222-227], détecteurs [228], que des systémes analytiques entiers [219,228-236].
Ces différents travaux ont fait ressortir les différents avantages espérés : réduction de la
consommation électrique [50], possibilité de gradients de température trés rapides et tres
bien contrélés [224], intégration dans des systemes portables, légers et fonctionnant sur

batteries [219,228,234,237].
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La suite de cette partie bibliographique consistera en une étude de la littérature disponible
sur les uPC en général et sur 'utilisation de ces derniers pour I'analyse de I'air expiré. Pour
finir, nous décrirons les UPC et les systémes qui existaient au laboratoire avant le début de

cette these.

2.3.2 Les micropréconcentrateurs dans la littérature

L'intérét de miniaturiser I'étape de préconcentration des COV sur phase solide dans un
systéme sur puce est démontré depuis la fin des années 1990 [238-242]. Les techniques de
microfabrication permettent une fabrication collective. Le plus souvent, des cavités sont
gravées sur une galette de silicium avec un canal d’entrée et un canal de sortie. Cette cavité
est refermée avec une autre galette, puis remplie avec un matériau adsorbant. L'intégration
du chauffage et du controle de la température se fait directement sur la puce grace au dépot
de films métalliques qui servent de résistances chauffantes et de sonde de température. Des
capillaires sont collés a I'entrée et a la sortie de la puce pour permettre les connexions
fluidiques. La figure 2.5 montre une photographie de I'un des premiers uPC décrits dans la

littérature.

—
T o,

Micropréconcentrateur

[239]
Un des premiers articles publiés sur le sujet [238] montre déja tous les avantages que
peuvent présenter les micropréconcentrateurs sur silicium : les uPC permettent de réduire les

puissances électriques nécessaires et de simplifier I'architecture des systemes.

2.3.2.1 Réduction de la consommation électrique
Les dimensions des puces, de 'ordre du centimétre, comme montrées dans la figure 2.5,

impliguent une faible capacité thermique. Le chauffage directement intégré sur la puce limite
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les déperditions de chaleur. La combinaison de ces deux caractéristiques rend possible le

chauffage tres rapide des puces avec une faible puissance électrique.

L'une des premiéres études qui utilise un uPC [238] décrit une température de 200 °C atteinte
en 10 ms avec une puissance de 100 mW. La source de courant n’est pas décrite.
Normalement, des vitesses de chauffe de l'ordre de 10 °C/s suffisent pour désorber
efficacement les COV piégés sur les uPC. D’autres études décrivent des rampes de chauffe
élevées avec des puissances faibles en utilisant des UPC ou le chauffage est directement
intégré. Ainsi, des vitesses de chauffe de 10 °C/s avec 1 W [243], 13,4 °C/s jusqu’a 300 °C avec
2 W [244], 18 °C/s jusqu’a 260 °C avec une alimentation continue 28 V et 2,5 W [245], ou
25 °C/s jusqu’a 200 °C avec une alimentation continue de 18 V [234] sont décrites dans la
littérature. Ces résultats sont obtenus avec des alimentations sur secteur mais les puissances
électriques nécessaires montrent bien qu’une batterie suffirait pour obtenir ces vitesses de

chauffe.

2.3.2.2 Simplification de I'architecture des systéemes

Le faible volume interne des UPC, de I'ordre du microlitre, permet de désorber efficacement
les COV piégés avec des débits directement compatibles avec des colonnes de GC. C'est
I'association du faible volume interne des UPC aux vitesses de chauffe décrites
précédemment qui permet des injections efficaces des bandes de solutés par des débits
directement compatibles avec la GC. Le pPC peut alors étre connecté directement a la
colonne et les architectures plus complexes décrites dans la partie 3.2 sont inutiles. De plus,
I'intégralité de I’échantillon est alors injectée, ce qui s’avere bénéfique pour I'analyse
d’échantillons contenant des COV peu concentrés. La figure 2.6 montre un chromatogramme
de méthylphosphonate de diméthyle, une molécule modeéle pour I'analyse du gaz sarin,

obtenu en couplant directement un pPC et une colonne [238].
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Figure 2.6. Pic de méthylphosphonate de diméthyle obtenu avec un PPC en injectant I"échantillon
directement sur une colonne de 1 m x 250 um DI. Débit = 2 ml/min, d’aprés [238]

Pour obtenir le pic montré dans la figure 2.6, le uPC est directement connecté a une colonne
de 1 m de long et de 250 um de diametre interne. L'épaisseur du film de phase de type wax
n'est pas précisée. Le débit de 2 ml/min est compatible avec la colonne et le pic observé
apres la séparation chromatographigue mesure environ 5s a la base. Cela montre bien la
possibilité d’obtenir des créneaux d’injections étroits en connectant directement le uPC a la

colonne.

Un uPC permet donc de simplifier I'architecture et de réduire la consommation électrique,

grace a la taille réduite de la puce et au faible volume interne.

2.3.2.3 Utilisation des micropréconcentrateurs

Depuis ces premiers résultats, de nombreuses autres études ont démontré l'intérét de ces
UPC pour préconcentrer et injecter différents COV dans des systémes analytiques
[50,227,229,233,243-259]. Le benzéene a beaucoup été utilisé pour caractériser des uPC
[50,257,259], tout comme des explosifs pour des applications NRBCE [258].

Différents adsorbants ont été utilisés avec des uPC : Tenax [245,246,255,257], or [227,255],
carbopack [50,257], carboxen [244], nanotubes de carbone [258]. Différentes structures de
puces ont également été testées : piliers de différentes formes [227,247,250,256,259,260],
«réflecteurs paraboliques» [254,255], canaux en parallele [244,259,261] et des simples
cavités [245]. Pour le moment, 'avantage d’une structure par rapport a une autre ne semble
pas évident et des études plus poussées semblent nécessaires. Cependant, ces différentes

structures pourront présenter des avantages pour la fonctionnalisation collective des uPC.
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Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

Toutes ces publications ont montré I'intérét des uPC pour la préconcentration et I'injection de
COV. Cependant, peu d’études présentent des résultats de répétitions d’analyses avec le
méme PPC ou avec des pPC différents. La variabilité semble donc représenter un probleme
avec ces dispositifs. Les résultats obtenus avec des pPPC sont rarement comparés a des
équipements de laboratoires comme la TD ou la SPME. Malgré les possibilités d’intégrer ces
systemes dans des dispositifs portables alimentés par batterie, peu d’exemples existent dans
la littérature. Pour finir, la trés grande majorité des résultats publiés est obtenue avec des

mélanges de molécules standard et rarement avec des échantillons réels.

2.3.3 Les micropréconcentrateurs pour I'analyse de I'air expiré

Malgré les études sur des mélanges modeles dans la littérature, peu de résultats existent, a
notre connaissance, a propos de "utilisation d’un uPC pour préconcentrer les COV exhalés et
les analyser dans des systemes de GC. Les résultats trouvés dans la littérature sont décrits ci-

apres.

Dans un premier article de 2011 [252], un UPC a base de film de Tenax est comparé a une
fibore SPME PDMS-DVB pour la préconcentration et I'injection d’un méme échantillon d’air
expiré dans un systeme GC-MS. Les chromatogrammes de la figure 2.7 montrent que le uPC a

base de Tenax permettrait d’observer plus de pics que la fibre SPME.
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Figure 2.7. Chromatogrammes d’air expiré obtenus par 3 techniques de préconcentration différentes
couplées a la GC-MS, en noir avec le UPC, en rouge avec une fibre SPME PDMS-DVB, en vert avec une fibre
SPME Tenax, 10 pics sont identifiés dans le chromatogramme obtenu avec le uPC, (1) toluéne, (2) hexanal,
(3) éthylbenzene et p-xylene, (4) styrene, (5) ethylmethylfulvene, (6) ethylmethylbenzene, (7)
ethyldimethylbenzene, (8), thienyl benzoate, (9) isopropylcyclohexylamine, (10) dimethylethoxy benzéne,
d’apres [252]

L'impact de ces résultats est cependant limité. En effet, une seule analyse est présentée et
aucune application réelle n’est proposée. De plus, les résultats de comparaison avec la SPME
semblent assez curieux. En effet, méme si I’adsorbant est différent sur la fibre SPME, les
chromatogrammes obtenus avec cette technique présentent un signal faible et peu de pics.
Cela est surprenant car la SPME représente pourtant la deuxiéme technique la plus utilisée
pour préconcentrer et injecter l'air expiré [43]. Par ailleurs, ces résultats de SPME sont
difficiles a analyse car malgré leur importance, les parametres de prélevement et d’injections
ne sont pas décrits. D’autre part, le uPC est trés peu caractérisé : aucun résultat concernant
des répétitions d’injections, des facteurs de préconcentrations ou des démonstrations de la

reproductibilité de la fabrication n’est présenté.

Dans un deuxieme article de 2013 [255], les mémes auteurs comparent le uPC précédent a
deux autres UPC ou le Tenax est remplacé par de I'or electrodéposé ou déposé en phase
vapeur sur des micropiliers. lls servent a analyser du propofol, un anesthésiant, dans I'air

expiré. La figure 2.8 présente les différents chromatogrammes obtenus.
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Figure 2.8. Comparaison des performances des uPC pour la préconcentration et l'injection du propofol
dans I'air expiré en fonction de la phase adsorbante utilisée. A gauche une puce contenant du Tenax et une
puce contenant de l'or electrodéposé, a droite une puce vide et une puce contenant de |'or déposé en
phase vapeur, d’aprées [255]

L'or déposé en phase vapeur constitue un mauvais adsorbant et ne permet pas de piéger plus
de COV qgu’une puce qui contient uniquement des micropiliers, comme le montre le
chromatogramme dans la figure 2.8. L'or electrodéposé semble préconcentrer plus
sélectivement le propofol que le Tenax. Les auteurs proposent alors une analyse directe du
propofol contenu dans l'air expiré en couplant directement le uPC a un MS sans étape de
séparation par GC. Cependant, les auteurs de cette étude n’analysent pas directement des
échantillons d’air expiré contenant du propofol, mais dopent cette molécule dans un
échantillon d’air expiré. Cet exemple montre aussi les possibilités de travailler sur la

sélectivité de I'étape de préconcentration pour ne viser que quelques molécules.

Un troisieme exemple trouvé dans la littérature concerne I'analyse des aldéhydes exhalés
[256], suspectés d’étre des marqueurs du cancer. Une puce a piliers est fonctionnalisée avec
une amine quaternaire pour préconcentrer spécifiguement les aldéhydes. Les amines
réagissent avec ces fonctions et permettent de piéger sélectivement ce type de molécules.
Apres le prélévement, cing microlitres de méthanol permettent d’éluer les COV piégés, puis
I"éluat est injecté directement dans un spectrometre de masse au moyen d’une source
électrospray. La figure 2.9 montre le spectre de masse observé et I'identification proposée

pour certains m/z.
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Figure 2.9. Spectre de masse obtenu par préconcentration spécifique des aldéhydes et des cétones dans
I'air expiré par un PPC et injection dans un spectrométre de masse. Les différents pics attribués
correspondent a des cétones et des aldéhydes ayant réagi avec la molécule fonctionnalisant le uPC. d’aprées
[256]

Ce spectre de masse montre toutes les cétones et les aldéhydes analysés dans |'air expiré
d’une personne saine grace au dispositif. Ces résultats sont intéressants parce qu’ils montrent
la possibilité de fonctionnaliser des uPC pour préconcentrer spécifiquement certaines familles
de molécules. Cela permet ensuite de s’affranchir de I'étape de chromatographie. La validité
des cétones et des aldéhydes comme marqueurs du cancer n’est cependant pas encore
vérifiée.

A notre connaissance, les trois figures qui viennent d’étre montrées représentent les rares
données publiées sur I'utilisation de uPC pour I'analyse de I'air expiré. Quelques résultats sur
I"utilisation de microsystemes de GC existent également. L'éthanol [262] est analysé en
microGC avec des limites de détection de I'ordre de 0,001 g/I. Une autre étude s’intéresse au
sévoflurane et au propofol dans I'air expiré [96]. L'intérét est de suivre ces deux anesthésiants
chez des personnes endormies pendant une opération pour adapter au mieux les quantités
administrées. La durée d’analyse est réduite a une vingtaine de secondes. Méme si la taille du
systeme est réduite, 40cm x30cm x20cm, le GC n'est qu'un assemblage de pieces
commerciales, il fonctionne sur secteur et une bouteille de gaz vecteur est toujours

nécessaire.

D’autres publications utilisent les mots «haleine» ou «air expiré» dans le titre des articles,

sans jamais analyser des échantillons réels [232,237,251,253,263]. Seuls des résultats obtenus
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Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

sur des mélanges de quelques molécules standard sont présentés. La composition beaucoup

plus complexe de I'air expiré limite beaucoup I'impact de ces résultats.

2.3.4 Les micropréconcentrateurs au laboratoire
2.3.4.1 Description du micropréconcentrateur

Des prototypes qui utilisaient des uPC existaient déja au sein du laboratoire lors du début de
cette thése [228,246]. La figure 2.10 montre une photographie de I'avant et de l'arriere d’un

UPC fabriqué dans notre laboratoire.

(a) 21 mm > (b)

Résistance chauffante

A

Cavité remplie de Tenax Sonde de température

Figure 2.10. Face avant (a), et face arriére (b) du puPC, sur la face avant le Tenax en blanc, a I'intérieur de la
puce est visible a travers le capot en verre; sur la face arriere, la résistance chauffante et la sonde de
température directement intégrées sont visibles

La cavité remplie de Tenax est visible sur la face avant tandis que sur la face arriere nous
pouvons observer la résistance chauffante et les sondes de température. Ces puces sont
fabriquées selon le protocole suivant : les canaux de 400 um de section et les cavités de
400 um de profondeur et de largeur variable en fonction des puces sont gravés sur une
galette de silicium de 200 mm par gravure ionique réactive profonde. Des piliers sont gravés
devant le canal de sortie pour empécher le Tenax en poudre de s'échapper lors du
remplissage de la cavité. Une galette de pyrex referme les cavités par scellement anodique de
celle-ci sur le dessus des galettes de silicium. Des films de Ti/Pt sont déposés sur la face
arriere par dépot en phase vapeur. Un film sert de résistance chauffante et I'autre film sert de
sonde de température. L'épaisseur et la géométrie sont adaptées a chaque usage. Les
plagues sont ensuite découpées et la fabrication de chaque puce est achevée
individuellement. Un capillaire en silice fondue de 360 um de diametre externe et de 250 um
de diametre interne est collé a la sortie de la puce avec de la colle époxy. Ce capillaire est
branché a une pompe a vide pour créer une dépression et remplir la cavité en aspirant le
Tenax, mesh 60-80. Les piliers gravés devant le canal de sortie empéchent le Tenax de

s’échapper. Une fois la cavité remplie, le deuxiéme capillaire est collé.
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2.3.4.2 Premiere version du prototype

La figure 2.11 présente la premiere version du dispositif qui permet d’utiliser les pPC ainsi

gu’un schéma d’utilisation.

(a) Gaz vecteur

d

Colonne Détecteur

Pompelrejet

Préconcentrateur

(b) Gaz vecteur

Y

Colonne Détecteur

Pompelrejet *Echantillon a

analyser

Préconcentrateur

Figure 2.11. Premier systeme utilisé pour tester les uPC au sein du laboratoire. Une vanne six voies permet
de sélectionner le flux qui balaye le uPC. En mode prélevement, a, le uPC est froid et I’échantillon balaye le
UPC grace a une pompe. En mode injection, b, c’est le gaz vecteur qui balaye la puce et qui envoie le
contenu du uPC lorsque celui-ci est chauffé vers la colonne de chromatographie.

Ce systeme est basé sur |'utilisation d’'une vanne six voies deux positions. En fonction de la
position de la vanne, le gaz vecteur balaye la puce ou non. Dans la position (a), la vanne place
le uPC entre une pompe et I’échantillon pour préconcentrer ce dernier sur la puce. La vanne
bascule en position (b) au moment du chauffage de la puce, c’est-a-dire I'injection. Le gaz
vecteur balaye alors la puce et permet le transfert de I'échantillon vers la colonne de

chromatographie.

83



Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

Ce systeme a permis d’effectuer les premiers tests au sein du laboratoire, mais présente tout
de méme un certain nombre d’inconvénients car il est compliqué et fragile. De plus, la vanne
est placée a I'extérieur du four de chromatographie, ce qui provoque des volumes morts et

des points froids dommageables a la séparation chromatographique.

2.3.4.3 Deuxieme version du prototype

Une deuxieme version a été développée pour résoudre les désagréments gque nous venons
d’évoquer. Les puces sont placées dans des cartouches avec une entrée et une sortie
équipées de raccords 1/16 " habituellement utilisés en chromatographie. Cela simplifie les
connexions fluidiques avec le systeme analytique et facilite la manipulation des uPC. La

figure 2.12 présente le schéma d’utilisation de cette deuxieme version.

Prélevement Désorption analyse
Echantillon )
Source Detecteur
Boitier qui d’hélium ﬂ\

contient le pPC

Colonne

\ / Four

Electronique

Electronique

Figure 2.12. Deuxiéme version du systéme utilisé pour tester les uPC au sein du laboratoire, la cartouche
qui contient le uPC est placée directement dans le four. Une connexion électrique permet de relier le
boitier a I'électronique de controle a I'extérieur du four. Cette architecture permet de supprimer les points
froids et de réduire les volumes extracolonnes.

Lors du prélevement de I'échantillon, la cartouche qui contient le uPC se situe entre une
pompe et |'échantillon, pour prélever et préconcentrer ce dernier. Lors de l'injection, la
cartouche est placée directement dans le four entre I'injecteur utilisé comme source d’hélium
et la colonne. Cela réduit au maximum les volumes morts et simplifie I'architecture générale
de l'injecteur. Les points froids sont également évités car la cartouche se situe a I'intérieur du
four. Les raccords 1/16” facilitent la connexion entre la puce et la colonne. Les connexions

électriques pour chauffer et contréler la température sont déportées a I'extérieur de la
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cartouche. Il est alors possible de relier la cartouche située dans le four a I"électronique de
controle a I'extérieur du four. Le chauffage de la puce est lancé en méme temps que le début

du gradient sur le four de GC pour permettre I'analyse de I'échantillon.

2.3.4.4 Résultats existants

Les deux systéemes développés au sein du laboratoire et présentés ci-dessus ont permis de
démontrer l'intérét des UPC a travers plusieurs résultats. Tout d’abord, les uPC permettent
d’observer des pics fins en utilisant une architecture simple d’injecteur. Un chromatogramme
obtenu pour du toluéne est présenté dans la figure 2.13 et montre que le pic observé aprés la
séparation mesure environ 5s. Cela signifie donc que l'injection est bien ponctuelle. Les

parametres expérimentaux sont détaillés dans la légende.
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Figure 2.13. Superposition de deux chromatogrammes montrant le pic de toluene obtenu avec une puce
remplie, en rouge, et une puce vide, en bleu. Colonne PDMS, 2 m; 100 um DI, 0,1 um de phase, séparation
isotherme a 40 °C, débit 0,8 ml/min, d’apres [246]

La figure 2.13 montre également un chromatogramme, en bleu, obtenu dans les mémes
conditions avec une puce vide. Un zoom sur le chromatogramme montre ce pic trés peu
intense. Avec le uPC vide, l'intensité du pic vaut environ 5 pA. L'intensité du pic obtenue avec
le uPC rempli vaut environ 1400 pA. La puce fabriquée au laboratoire permet donc bien de

préconcentrer un échantillon de toluene.
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Les facteurs de préconcentration atteignables avec la puce pour le toluene ont également été
déterminés. Le facteur de préconcentration est défini comme le signal obtenu aprés
préconcentration sur une puce remplie divisé par le signal obtenu avec une puce vide. Pour
cela, différentes expériences ont été réalisées en augmentant le temps de prélevement. La

figure 2.14 résume ces résultats.
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Figure 2.14. Facteur de préconcentration en fonction du temps de prélevement pour le toluene avec un
UPC, d’apres [246]

Des facteurs de préconcentration de I'ordre de 7000 sont facilement atteignables pour le

toluéne en utilisant le uPC pour des prélevements de 5 min.

Ces résultats illustrent bien 'intérét des uPC fabriqués au laboratoire. Il reste tout de méme a
intégrer ces PPC dans un systeme portable, fonctionnant sur batteries. La variabilité de
I'injection avec une méme puce et avec plusieurs puces n’a pas non plus été étudiée en détail

et les puces restent encore fragiles au niveau des capillaires.

2.3.5 Conclusion sur les micropréconcentrateurs dans la littérature

Cette partie bibliographique a décrit brievement les publications sur les pPC pour la
préconcentration des COV. Ces UPC permettent de réduire la taille des systemes de
préconcentration et d’injection et de réduire de deux ordres de grandeur les puissances
nécessaires par rapport aux instruments de laboratoire. Cependant, les performances des
UPC sont rarement comparées a des instruments de laboratoire de type SPME ou TD. Peu de

résultats existent dans la littérature sur la variabilité entrainée par 'utilisation de uPC pour le
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prélevement et l'injection de mélange de COV. Malgré les avantages espérés d’un systeme de
GC portable d’analyse de Iair expiré, seules quelques preuves de concept d’utilisation de uPC

pour l'air expiré existent, sans exemples d’applications réelles.

Cette partie a également présenté les UPC déja développés au laboratoire ainsi que les
prototypes existants. La prochaine partie présentera des résultats obtenus avec ces pPC en
utilisant un nouveau systeme portable sur batterie. Des études de variabilités sur des
échantillons simples seront présentées et les performances seront comparées a un systéme

de TD de laboratoire. Le méme type de travail sera effectué pour des échantillons d’air expiré.
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2.4 Résultats expérimentaux : caractérisation du
micropréconcentrateur et du systeme Primosamp sur mélanges
modeles et échantillons reels

2.4.1 Introduction

Méme si les UPC permettent de réduire la taille des systemes analytiques et la consommation

électrique, peu de résultats existent sur |'utilisation d’un systeme portable et fonctionnant sur

batterie embarquant un pPC. Nous décrirons dans ce chapitre le prototype portable

Primosamp, développé au laboratoire. Celui-ci fonctionne sur batterie et permet a la fois de

prélever des échantillons sur le uPC puis de les injecter dans des systémes d’analyse. Nous

montrerons que ce systeme permet d’injecter efficacement des COV dans un systeme de

GC-MS en réduisant le volume d’échantillon nécessaire par rapport a un systeme de TD de

laboratoire.

De méme, peu de résultats de répétition existent pour des mélanges simples et peu de
comparaisons avec des instruments de laboratoire de type TD ont été effectuées. Une partie
des résultats expérimentaux étudiera la variabilité des uPC pour le préléevement et I'injection
d’un mélange simple de benzene toluene, éthylbenzene et o-xylene, BTEX. Ces résultats de

variabilité seront comparés a ceux obtenus avec un systeme de TD de laboratoire.

Pour finir, nous comparerons des résultats obtenus avec un UPC et un systeme de TD de
laboratoire pour la préconcentration et l'injection du méme échantillon d’air expiré. Ces
résultats montreront que les UPC permettent de prélever et d’injecter de l'air expiré de
maniere répétable. Finalement, ces résultats montreront que le uPC présente trois avantages
par rapport a la TD: portabilité, alimentation par batterie et réduction du volume

d’échantillon nécessaire.

2.4.2 Un prototype portable alimenté par batterie

2.4.2.1 Présentation du systeme Primosamp

Lors du début de cette these, un nouveau systeme d’utilisation des uPC, nommé Primosamp
était en cours de conception au laboratoire. Il s’agissait de concevoir un systeme sur batterie,
autonome, pour le prélevement d’échantillons gazeux sur les puces de préconcentration et
pour I'injection des échantillons prélevés. Le systeme complet fonctionne sur batterie et peut

effectuer le conditionnement, le préléevement et l'injection, puisqu’il permet de chauffer
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directement le uPC et contient une pompe pour le prélevement. La figure 2.15 montre des
photos des différentes parties du systéme. Le mode de fonctionnement reste proche du

prototype présenté dans la partie 2.3.4.3, page 74, avec un certain nombre d’améliorations.

Puce et cartouche

Sonde de , Y
. Entrée 1/16
temperature
Contacts électrigques pour
le chauffage et le controle
Tenax de la température
Résistance
chauffante Sortie 1/16”
Capillaire

Protatype
Cartouche contenant la

puce
Bouton de contrdle pour
I'injection et
I"échantillonnage

Molette pourla
connexion fluidigue

Figure 2.15. Image de la face avant et de la face arriére de la puce, du boitier qui contient la puce, et du
prototype Primosamp, photographie Thomas Chappuis

Tout d’abord, le prototype fonctionne sur batterie et peut donc étre transporté. La prise de
contact électrique entre la cartouche et le prototype se fait grace a des contacts a glissiere. Le
prototype est muni de deux boutons qui permettent de contrdler le prélevement, l'injection

et le conditionnement du puPC.

Pour le prélevement, la cartouche est insérée dans le prototype comme montré sur la
figure 2.15. La connexion fluidique est réalisée grace a la molette qui intégre une connexion
1/16”. Cette molette permet une connexion simple de la cartouche a la pompe, sans outils.

Un appui court sur un des deux boutons du prototype allume la pompe pour prélever un
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échantillon environnemental ou un échantillon contenu dans un sac Tedlar en reliant ce

dernier a I'entrée de la cartouche.

Lors de l'injection, un connecteur s’insere dans le prototype a la place d’une cartouche. |l
permet d’établir les contacts électriques entre la cartouche, placée a 'intérieur du four, et le
prototype placé a I'extérieur. En I'état actuel du développement, I'injecteur monté dans le
four de GC sert comme source d’hélium lors de I'injection et de I'analyse des composés dans

le uPC. La figure 2.16 montre une photo du dispositif lors de I'injection.

Colonne GCvers le détecteur

Boitier contenant la puce

Source d'Hélium depuis I'injecteur

Connexions électriques

Four de chromatographie

Connections électriques

Primosamp

Figure 2.16. uPC et Primosamp reliés a un systeme de GC pour injection, photographie, Florence Ricoul

Un appui long sur un des deux boutons du prototype permet de chauffer le uPC, ce qui

permet d’injecter le mélange de COV dans la colonne.

2.4.2.2 Débogage du systéme Primosamp
Les premiers tests avec ce prototype ont eu lieu, entre autres, dans le cadre de cette thése.
Pour faire fonctionner le systeme, nous avons effectué différentes adaptations et

améliorations.

Les capillaires en silice fondue utilisés pour assurer la connexion fluidique entre les puces et

les autres éléments cassaient facilement lorsqu’ils subissaient une contrainte mécanique.
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Beaucoup de UPC ont été détruits lors du montage dans les cartouches a cause de la casse
des capillaires. Pour contrecarrer cette fragilité, nous avons remplacé les capillaires en silice
fondue par des capillaires en nickel. Comme le nickel est ductile, les capillaires se déforment
et ne cassent pas. Les contacts électriques sur la puce pour le chauffage et la mesure de
température s’effectuent au moyen de pinces crocodiles, qui glissaient une fois la puce
montée dans le boitier. Pour éviter cela, les pinces sont désormais collées sur la puce au

moyen d’une colle conductrice électrique.

Un des problemes récurrents rencontrés lors de la fabrication de briques analytiques pour la
GC consiste a obtenir une connexion fluidique étanche aux gaz, qui supporte des cycles
répétés et violents de chauffe et de refroidissement compris entre la température ambiante
et 250 °C. Lors des premiers essais, les températures maximales subies par la puce étaient de
150 °C. L'air expiré peut contenir des molécules avec une masse moléculaire et une
température d’ébullition élevées [213]. Ainsi, par rapport aux expériences réalisées au début
de cette thése, la température du four est plus élevée. De maniere plus générale, chauffer les
puces a des températures aux alentours de 300 °C présente un intérét pour désorber
guantitativement une large gamme de composés pour d’autres applications. Les premieres
colles utilisées pour fixer les capillaires étaient des colles de type époxy avec des
températures de dégradation autour de 230 °C. De nombreuses publications proposent de
coincer les puces de préconcentration ou les colonnes de GC dans des enclos métalliques qui
possedent des filetages [264-266]. Cela permet la connexion fluidique entre le capillaire et la
puce au moyen d’un écrou et d’une férule. Cependant, cela augmente énormément la masse
thermique de I'ensemble, ce qui empéche de le chauffer rapidement avec une alimentation
par batterie. Ainsi, nous avons modifié le processus de collage des capillaires pour augmenter

la température limite d’utilisation.

Il a également fallu changer les cables électriques, ainsi que les gaines isolantes utilisées a
I'intérieur des cartouches. En effet, les différents isolants ne résistaient pas a des
températures de 250 °C. Les connexions électriques ont également été revues. En effet, la
brasure utilisée initialement possédait une température de fusion de 200 °C. Les contacts

électriques se rompaient aprés quelques analyses.

Les systemes actuels permettent de chauffer les puces a 210 °C pendant 15 s et de les placer

dans des fours de chromatographie ou les températures peuvent atteindre 250 °C pendant
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10 min. Méme si les fours peuvent monter a 400 °C, les connecteurs électriques ne
supportent actuellement pas des températures plus élevées. Certaines puces ont servi pour
plus de 50 analyses sans fuite. Cette amélioration du prototype a été réalisée en collaboration
avec différentes personnes au sein du laboratoire, avec des compétences variées :

électronique, mécanique, microfabrication, design industriel.

2.4.3 Matériel et méthodes
Sauf indication contraire, les résultats présentés dans les parties suivantes ont été obtenus en
utilisant les parameétres décrits dans cette partie. Si jamais les parameétres different, cela est

clairement indiqué et les conditions utilisées sont précisées.

2.4.3.1 Calcul des débits
Pour les calculs de débits dans les colonnes, le logiciel «EZGC Flow calculator» de Restek,

disponible en ligne, a été utilisé [267].

2.4.3.2 Echantillonnage des gaz

Tous les sacs Tedlar de 11, 24633, ont été fournis par Supelco. Avant chaque utilisation, les
sacs étaient remplis avec de I'azote 5.0, Air Liquide, et vidés avec une pompe a vide, et ce
protocole était répété 3 fois. Le mélange de benzéne, toluene, éthylbenzene et o-xyléne a
une concentration de 500 ppbv a été fourni par Air Liquide et était stocké sous pression dans

une bouteille de type B50.

2.4.3.3 Systéeme de GC-MS

Un four de chromatographie en phase gazeuse, Clarus 500, Perkin Elmer, couplé a un
spectrométre de masse, Clarus 560 S, Perkin Elmer, a été utilisé. Les séparations sont
effectuées gréce a une colonne de 15m de long, 250 um de diametre interne et ayant
0,25 um d’épaisseur de phase. La phase stationnaire est de type 5ms, Supelco, 28469-U. La
pression en hélium en téte de colonne est fixée a 69 kPa. Le gradient de température est le
suivant: 50 °C pendant 1 min, puis une rampe de 20°C/min jusqu’a 230°C, cette
température est ensuite maintenue pendant 5 min. La sortie de la colonne est connectée au
spectrométre de masse au moyen d’une ligne de transfert chauffée a 300 °C. Le spectromeétre
de masse est de type simple quadripdle avec une source d’ionisation électronique a 70 eV et
mesure les rapports masse/charge compris entre 15 et 200 a une fréquence de 4 Hz. La

température de la source est fixée a 200 °C.
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2.4.3.4 Injection avec Primosamp

Lors de l'injection, une source d’hélium contrélable, dans notre cas l'injecteur split splitless
monté sur le four de chromatographie, est reliée au puPC par un capillaire en silice fondue de
250 um de diametre interne et 360 um de diametre externe. La connexion entre le capillaire
et le uPC se fait grace a une férule réductrice, VICI, FS1.4-5, et a un écrou 1/16”. Le méme
dispositif permet de connecter la colonne a la sortie du UPC. Lors de l'injection, le chauffage
du pPC est lancé manuellement en appuyant sur un bouton du prototype, en méme temps
que le gradient et 'acquisition MS sont déclenchés sur le GC. La température de consigne du
UPC est de 220 °C. Une fois cette température atteinte, elle est maintenue pour que le

chauffage du uPC dure 15 s au total.

2.4.3.5 Thermodésorption de laboratoire

Des manipulations ont eu lieu sur un systeme de TD de laboratoire, TurboMatrix 350, Perkin
Elmer, pour comparer le uPC a un systéme de laboratoire. Des tubes contenant du Tenax,
20896-U Supelco, sont utilisés. Pour le prélevement, une pompe Elf air sampling, 28160-U,
Supelco est utilisée. Le systeme de TD est placé a I'extérieur du four de GC et relié par une
ligne de transfert en silice fondue de 360 um de diametre externe et de 250 um de diamétre
interne chauffée a 300 °C. Pour l'injection, les tubes sont chauffés a 260 °C pendant 5 min
sous un débit de 70 ml/min d’azote, aprés une purge de 1 min. L’échantillon est refocalisé sur
un piege contenant du Tenax refroidi a une température de -20 °C. Tout le chemin par lequel
passe |'échantillon dans I'appareil de TD, vannes, tubulures, connexions, est chauffé a 290 °C.
L'injection de I"échantillon refocalisé a lieu lors du chauffage du piege a 265 °C avec un débit
de désorption de 12,5 ml/min. La pression en téte de colonne est de 69 kPa, ce qui
correspond a un débit de 2,5 ml/min, calculé avec le logiciel Restek. Comme le débit de
désorption du piege est de 12,5 ml/min, cela signifie que 20 % seulement de I’échantillon est

injecté vers la colonne.

2.4.4 Caractérisation du systeme Primosamp et comparaison a la
thermodésorption de laboratoire pour I'analyse d’un mélange simple

Les premiers résultats obtenus au sein du laboratoire avaient montré le potentiel des uPC
pour analyser des mélanges simples de COV. Le premier objectif dans le cadre de cette thése

consistait a mieux comprendre les performances des uPC et de comparer ces performances a
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un instrument de TD de laboratoire, sur des mélanges synthétiques simples. Un mélange de

benzene, toluene, éthylbenzeéne et o-xyléne a été utilisé a une concentration de 500 ppbv.

2.4.4.1 Thermodésorption avec un systéeme portable fonctionnant sur batterie

Le uPC fabriqué par le LETI permet de simplifier I'architecture de l'injecteur tout en
conservant les performances de l'injection. Cependant, les résultats précédents ont été
obtenus en utilisant un systéme qui fonctionne sur une alimentation secteur, présenté dans la
figure 2.12. Le nouveau systeme Primosamp fonctionne sur batterie. Nous avons commencé
par vérifier que les performances étaient toujours identiques. Comme tout le systeme est
dimensionné pour fonctionner avec 12 V et 2 A, les caractéristiques de la batterie, 1100 mAh,

25 C, devraient permettre le méme fonctionnement que I'alimentation secteur.

Tout d’abord, nous avons vérifié que le systeme sur batterie permet bien de chauffer
rapidement le uPC. La figure 2.17 montre la température au cours du temps du uPC lors de
I'injection en utilisant le systeme alimenté par batterie. Le temps total d’injection vaut 15 s et

la température de consigne est de 210 °C.

Chauffage du pPC lors de l'injection
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Figure 2.17. Température du pPC au cours du temps lors de l'injection avec le systeme Primosamp
fonctionnant sur batterie

La courbe de chauffage de la puce montre gu’une vitesse de chauffe d’environ 21 °C/s est
atteignable avec une simple batterie 12 V, 1100 mAh, 25 C. En effet, la température passe de
40 °C a 210°C en approximativement huit secondes. Cette vitesse de chauffe suffit pour

injecter ponctuellement les COV piégés sur les uPC directement dans une colonne de GC.
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Le volume interne de la puce vaut environ 20 ul. Dans les conditions de fonctionnement lors
de linjection, au début de I'analyse, pression de 69 kPa, température de 50 °C, colonne de
15m et de 250 um de diametre interne, le débit dans la colonne vaut 2,3 ml/min. Si le
chauffage de la puce est trés rapide, I'injection de bandes de composés qui possédent une

largeur d’environ 0,4 s devient alors possible.

Un échantillon de BTEX a 500 ppbv a donc été prélevé sur le uPC puis injecté dans le systéme
de GC-MS, en connectant directement I'entrée de la colonne a la sortie du pPC. La figure 2.18
montre le pic du benzéne obtenu aprés la séparation chromatographique. Nous avons choisi
ce composé pour étudier I'efficacité de I'injection car c’est le pic le moins retenu. Il est donc
le plus sensible aux effets extracolonnes et peu de refocalisation a lieu en téte de colonne

pour compenser une injection non ponctuelle.
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Figure 2.18. Largeur du pic de benzéne détecté avec le MS aprés séparation chromatographique obtenu en
utilisant Primosamp pour préconcentrer le benzéne sur un pPC et I'injecter dans une colonne 5ms, 15 m,
0,25 mm DI, 0,25 um de film avec une pression en téte de colonne de 69 kPa

Le pic de benzéne possede une largeur a la base d’environ 6 s apres I'étape de séparation
chromatographique, ce qui confirme que l'injection est bien ponctuelle. Cette largeur de pic
est tout a fait acceptable au vu des dimensions de la colonne de GC. C’est la combinaison d’un
faible volume facilement balayé par le gaz vecteur et d’'un chauffage rapide qui permet une
injection efficace des solutés piégés sur le UPC avec un systeme portable alimenté par une

batterie et une architecture plus simple que les instruments de laboratoire.

95



Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

2.4.4.2 Consommation d’échantillon : micropréconcentrateur versus

thermodésorption de laboratoire
Comme expliqué dans la partie 2.2, un systeme de TD de laboratoire ne permet pas d’injecter
I'intégralité de I’échantillon dans la colonne de GC en raison de la division de débit nécessaire
pour générer une injection ponctuelle. Avec un puPC, tout I'échantillon prélevé est injecté dans
le systéme de GC-MS. Nous avons donc voulu quantifier I'économie d’échantillon possible en

utilisant le uPC a la place du systeme de TD.

Pour ce faire, nous avons modifié les paramétres du TD pour obtenir des largeurs de pic
identiques a celles obtenues avec le uPC. La largeur du pic vaut environ 6 s avec la colonne de
15 m de long et de 250 um de diametre interne lorsque le débit de désorption du piege froid
vaut 12,5 ml/min. La pression en téte de colonne est fixée a 69 kPa et impose un débit dans la
colonne de 2,3 ml/min. Cela signifie que 2,3/12,5 x 100 = 18 % de I"échantillon concentré sur
le piege froid est injecté dans la colonne. Dans ces conditions, environ 80 % de I'échantillon

prélevé sur le tube n’atteint jamais le détecteur, ce qui correspond a un split de 5.

Pour comparer ces deux cas de figure, un échantillon de BTEX est prélevé sur le uPC et sur le
TD et injecté sur le systeme de GC-MS. Les volumes prélevés sont adaptés entre les deux
dispositifs pour obtenir la méme quantité d’échantillon injecté sur la colonne. Dans le cas du
LUPC, 7 ml d’échantillon sont prélevés en 15 s a un débit de 28 ml/min. 35 ml sont prélevés sur
le tube de TD en 19 s a un débit de 110 ml/min. La figure 2.19 montre les chromatogrammes

superposés des pics de benzéne obtenus dans les deux cas.
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Figure 2.19. Superposition des pics de benzene obtenus avec un TD commercial et le uPC

Les axes de temps pour le uPC et le TD sont différents. En effet, le TD se situe a I'extérieur du
four de GC et est relié a la colonne par une ligne de transfert alors que le uPC est directement
connecté a la colonne a l'intérieur du four. Cela explique le temps de rétention plus faible
dans le cas du uPC. La figure 2.19 montre bien que pour un split de 5, le pic obtenu apres
séparation chromatographique présente la méme largeur pour le TD et le uPC. Dans les
conditions utilisées ici, le uPC nécessite un volume d’échantillon 5 fois plus faible pour obtenir

des résultats identiques au TD.

Malgré la différence de volume d’échantillon nécessaire, le temps de prélevement reste du
méme ordre de grandeur avec le UPC et le tube de TD. En effet, la perte de charge dans la
puce est beaucoup plus grande a cause de la taille des capillaires utilisés. Le prélévement par
dépression entraine l'impossibilité physique d’obtenir des différences de pression plus
grandes qu’environ 1013 hPa. La pompe que nous avons utilisée et qui s’integre dans notre
systeme portable alimenté par batterie permet d’obtenir une différence de pression de
500 hPa. A cause de la perte de charge imposée par la taille des capillaires utilisés pour les
UPC, il n’est pas possible d’obtenir des débits plus élevés avec cette différence de pression. Il
serait possible d’augmenter la taille des capillaires, mais cela aurait pour effet d’augmenter le
volume extracolonne. Cela pourrait entrainer un élargissement du créneau d’injection dans la

colonne apres la désorption. Pour le moment, l'influence de la taille de la cavité contenant
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I'adsorbant a été étudiée [246], mais pas l'influence du diametre interne des capillaires
utilisés pour les connexions. L'étude de ce phénoméne semble intéressante pour connaitre
son influence sur la largeur du pic et pour savoir si concilier finesse du créneau d’injection et
prélevement a débit plus élevé est possible, ou si un compromis entre ces deux parametres

s’avere nécessaire.

2.4.4.3 Variabilité du préléevement et de l’injection avec un micropréconcentrateur
pour I'analyse de mélanges simples

Afin de quantifier la variabilité des uPC pour le prélevement et parce qu’elle est rarement
décrite dans la littérature, nous avons commencé par étudier la variabilité des uPC pour le
prélevement et l'injection de mélanges simples de BTEX. Pour cela, nous avons analysé un
échantillon de BTEX trois fois par jour pendant quatre jours, avec le méme uPC a chaque fois.
Un prélevement neuf de BTEX était réalisé a partir de la bouteille de I"’échantillon gazeux dans
un sac Tedlar de 11 avant chaque transfert vers le uPC pour éviter la dégradation de
I’échantillon dans le sac Tedlar. La figure 2.20 montre les trois chromatogrammes obtenus le

deuxieme jour.
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Figure 2.20. Chromatogrammes obtenus lors de trois analyses consécutives avec le uPC d’un mélange de
BTEX le jour 2

Pour commencer, nous pouvons observer que le préléevement et |'injection avec le puPC

semblent répétables. Malgré une synchronisation manuelle du début de gradient et de
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I'injection et un contréle manuel du temps de préléevement, les temps de rétention sont trés

proches, comme le montrent les résultats résumés dans le tableau 2.1. Ainsi, pour trois

injections le méme jour les coefficients de variation, CV, valent moins de 0,4 % pour les

quatre COV.

Tableau 2.1. Temps de rétention des pics des chromatogrammes présentés dans la figure 2.20

Benzeéne
Toluéne
Ethylbenzéne

Xylene

Temps de rétention, en min

Injection 1

0,804

1,233

1,893

2,151

Injection 2
0,804
1,230
1,892

2,151

Injection 3

0,799

1,225

1,888

2,147

cv

0,4 %

0,3%

0,1%

0,1%

Pour une analyse quantitative de ces résultats, nous avons calculé 'aire moyenne de chaque

pic pour chaque jour et pour les douze injections, ainsi que les coefficients de variations

associés. Le tableau 2.2 résume ces résultats. Nous avons utilisé la masse la plus intense pour

chaque composé pour calculer les aires des pics.

Tableau 2.2. Aire des pics de BTEX avec le uPC pour la répétition de trois analyses par jour pendant quatre

jours
Jourl,n=3
Moyenne cv
Benzéne, m/z=78 1,2 6%
Toluéne, m/z =91 1,4 5%
Ethylbenzéne, m/z =91 1,5 5%
O-xyléne, m/z=91 1,3 4%

Jour2,n=3

Moyenne

1,1
1,2
1,3

0,97

Jour3n=3

cv Moyenne cv

11%
12 %
4%

4%

1,4
1,6
1,7

1,3

11%
9%
9%

10 %

Jour4n=3
Moyenne cv
1,3 3%
1,5 3%
1,6 1%
1,3 3%

Total,n=12
Moyenne cv
1,2 12%
1,4 11%
15 12%
1,2 12 %

Méme si le temps de prélevement est contrélé manuellement, les coefficients de variation sur

les aires des pics pour les quatre molécules valent moins de 12 % pour trois analyses répétées

pendant quatre jours. Si le temps de prélévement était programmé, nous pourrions espérer

des coefficients de variation des aires des pics plus faibles. En effet, puisque le prélevement

dure 20 s, une erreur de 1 s représente déja 5 % d’échantillon en plus ou en moins.
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En utilisant des tests statistiques de type ANOVA, détaillés en annexe, la variance jour, la
répétabilité et la fidélité intermédiaire ont également été calculées et sont présentées dans le

tableau 2.3

Tableau 2.3. Répétabilité, variance jour et fidélité intermédiaire avec le uPC

Répétabilité Variance jour Fidélité intermédiaire
Benzéne, m/z=78 8,3 % 10,2 % 13,2 %
Toluéne, m/z=91 7,7 % 9,2% 12,0 %
Ethylbenzene, m/z =91 5,8% 11,4 % 12,8 %
O-xyléne, m/z=91 5,9 % 12,2 % 13,6 %

La moyenne de la fidélité intermédiaire obtenue avec le uPC pour les quatre COV vaut 12,9 %.
Ces résultats sont tout a fait acceptables pour ce genre de méthode de préconcentration et
d’injection. De plus, des pistes d’amélioration simples existent, comme expliquées juste avant.
Apres avoir étudié la variabilité de nos pPC, nous avons voulu la comparer a celle obtenue

avec un systeme de laboratoire.

2.4.4.4 Comparaison de la variabilit¢é du micropréconcentrateur et de la
thermodésorbtion de laboratoire pour I'analyse de mélanges simples

Les performances des pPC sont rarement comparées a celles d’instruments de laboratoire,
comme la TD. Pour effectuer cette comparaison, nous avons réalisé la méme expérience que
celle effectuée dans la partie 2.4.4.3 avec un pPC en utilisant un TD de laboratoire. Ces
expériences nous ont permis de calculer la répétabilité, la variance jour et la fidélité
intermédiaire obtenues avec cet instrument de référence. Le tableau 2.4 résume ces

différentes valeurs.

Tableau 2.4. Moyennes des aires des pics de BTEX obtenues avec le TD de laboratoire, pour la répétition de
trois analyses par jour pendant quatre jours

Moyenne,n=12 CV,n=12 Répétabilité Variance jour Fidélité intermédiaire

Benzéne, m/z= 78 1,2 6,7 % 5,0 % 5,0 % 7,1%
Toluene, m/z=91 1,2 7,1% 4,7 % 59 % 7,6 %
Ethylbenzéne, m/z = 91 1,3 8,2 % 3,9 % 7,9 % 8,8 %
O-xyléne, m/z =91 1,1 7,8 % 39% 7,5% 8,4 %
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Ces résultats montrent que le TD présente une variabilité plus faible que le uPC. En effet, la
fidélité intermédiaire moyenne pour les quatre COV avec le TD est de 8 % alors qu’elle vaut
12,9 % avec le uPC. Cependant, c’est surtout la variance jour qui est plus élevée dans le cas du
UPC. Les pompes utilisées pour le prélévement pourraient expliquer ces différences. Celles
utilisées lors du prélevement sur les tubes possedent une précision de 2,5 % et celles utilisées
dans Primosamp possedent une précision de 5%. Méme si les valeurs de répétabilité, de
variance jour et de fidélité du TD sont inférieures a celles du puPC, la variabilité observée avec
le UPC reste tout a fait acceptable pour ce genre de méthode de préléevement et d’injection.
De plus, un contréle électronique du temps de prélevement devrait permettre de mieux le
controler ce qui améliorerait surement les performances du systéme. Finalement, |'utilisation
de pompes avec de meilleures spécifications entrainerait une variabilité plus faible si cela

s’avere nécessaire.

2.4.4.5 Variabilité de fabrication des puces

Aprées avoir étudié la variabilité en utilisant un unique UPC, nous nous sommes intéressés a la
variabilité entre les uPC. En mesurant le débit de prélevement de différentes puces, des
valeurs différentes, entre 20 et 30 ml/min, sont observées d’un pPC a l'autre. Comme la
pompe utilisée dans le prototype Primosamp impose une différence de pression fixe, cela
signifie que les puces possedent une perte de charge différente. Ces variations sont
attribuées a des longueurs de capillaires différentes et a des remplissages hétérogénes des

puces avec la poudre de Tenax.

Des prélevements et injections de BTEX ont été effectués avec trois uPC. Le temps de
prélevement est adapté d’une puce a 'autre afin d’échantillonner des volumes identiques. Le
tableau 2.5 résume les aires des pics de BTEX obtenues avec chaque UPC ainsi que les

coefficients de variation correspondants.
Tableau 2.5. Comparaison des aires des pics des BTEX en utilisant trois pPC différents.

MPC1  pPC2 uPC3 cv

Benzéne, m/z= 78 1,2 1,3 1,2 7 %
Toluéne, m/z =91 1,4 1,4 1,3 6%
Ethylbenzéne, m/z=91 1,6 1,5 1,5 5%
O-xyléne, m/z=91 1,2 1,1 1,1 4%
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Chapitre 2 : Miniaturisation du prélévement sur puce

En adaptant le temps de prélevement pour échantillonner des volumes identiques, les
coefficients de variation pour le prélevement et l'injection des BTEX pour trois puces
différentes sont inférieurs a 7 % c’est-a-dire du méme niveau que les coefficients de variation
obtenus lorsqu’une puce unique est utilisée pour analyser trois fois le méme échantillon de
BTEX le méme jour, comme le montre le tableau 2.2. Cela signifie donc qu’en contrdlant bien
le débit, changer de puce influence peu la variabilité des résultats. Le contréle du débit dans
le systeme Primosamp lors du prélévement permettrait de s’affranchir des problémes de
pertes de charge. Cependant, les débitmetres sont des appareils plutdot encombrants et chers.
Une autre solution consisterait a calibrer les puces pour gu’elles possedent toutes une

résistance fluidique identique.

2.4.5 Préconcentration et injection d’air expiré avec un micropréconcentrateur
et comparaison avec la thermodésorption de laboratoire
2.4.5.1 Variabilité du micropréconcentrateur pour la préconcentration et l'injection

d’air expiré
Apres avoir été caractérisés sur des mélanges simples, nous avons utilisé les uPC pour
préconcentrer et injecter des échantillons plus complexes. Un méme échantillon d’air expiré a
été analysé plusieurs fois de suite. Pour obtenir cet échantillon, une personne a rempli un sac
Tedlar de 1 | avec une seule expiration. Ce mode de prélevement fournit un échantillon d’air
expiré mixte qui n’est pas le plus adapté pour des applications médicales, comme expliqué
précédemment. En effet, il ne permet pas d’analyser uniquement I'air de fin de respiration,
car ce dernier est mélangé a l'air ambiant. Cependant, comme aucune interprétation
biomédicale n’est effectuée avec les résultats obtenus et que nous souhaitons uniquement
caractériser la répétabilité du pPC, une contamination de I'air de fin de respiration par l'air

ambiant ne semble pas problématique.

Trois analyses ont été effectuées les unes apres les autres, en utilisant le méme UPC. Ainsi,
lors la troisieme analyse, I"échantillon a été stocké environ deux heures de plus dans le sac
Tedlar par rapport a la premiére analyse. La figure 2.21 montre les trois chromatogrammes
superposés ainsi qu’un agrandissement de la base du chromatogramme pour observer les

pics moins intenses.
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Figure 2.21. Superposition de trois chromatogrammes obtenus pour trois injections d’'un méme échantillon
d’air expiré sain avec un UPC, les étoiles désignent des pics liés a une contamination par le sac Tedlar.

Deux pics présentent des différences importantes entre les trois injections et des étoiles les
signalent dans la figure 2.21. Grace a la spéctrométrie de masse, le pic a 2 min est attribué au
N,N-Dimethylacetamide, CAS 127-19-5 et le pic a 2,9 min est attribué au phénol,
CAS 108-95-2. Ces deux pics correspondent a deux polluants connus des sacs Tedlar, ce qui

explique la plus grande concentration observée pour la troisieme injection.

Nous avons utilisé les dix pics les plus intenses, hormis les deux pics précédents, pour étudier
plus en détail la variabilité de la préconcentration et de I'injection d’air expiré par le uPC dans
un systeme de GC-MS. Pour les trois injections, les aires moyennes des pics sont calculées en
utilisant I'ion le plus abondant pour chaque pic ainsi que les coefficients de variation

correspondants. Le tableau 2.6 résume ces résultats.
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Tableau 2.6. Temps de rétention et coefficients de variation des aires des dix pics les plus intenses pour
trois analyses du méme échantillon d’air expiré avec préconcentration et injection avec un pPC

Pic T,, min m/z utilisé CV,n=3
1 4,51 81 20 %
2 3,31 68 8%
3 3,54 93 12%
4 0,57 43 17 %
5 3,26 119 3%
6 0,98 45 47 %
7 3,29 94 3%
8 4,77 44 12%
9 2,48 93 10 %
10 3,12 93 12%

Pour neuf des dix pics les plus intenses, les coefficients de variation valent moins de 20 %
pour ces trois injections. Ces résultats sont jugés satisfaisants sachant que la dégradation des
COV dans les sacs Tedlar se produit rapidement pour certaines especes [117]. De plus, pour
sept molécules les coefficients de variation sont compris entre 3 et 12 %. Ces coefficients de
variation sont du méme ordre de grandeur que lors de I'analyse de trois échantillons de BTEX
le méme jour, comme montré dans le tableau 2.2. Cela laisse donc penser que les coefficients
de variation plus élevés observés pour les autres molécules sont bien dus a la dégradation.
Ces expériences confirment donc que les UPC peuvent préconcentrer et injecter de maniere

répétable des échantillons complexes tels que 'air expiré.

2.4.5.2 Comparaison du micropréconcentrateur et du thermodésorbeur de laboratoire

pour la préconcentration et I'injection d’air expiré
Pour comparer les performances de la TD de laboratoire a notre uPC, un méme échantillon
d’air expiré est préconcentré avec les deux systemes et injecté dans le systeme de GC-MS
précédemment décrit. Pour le prélevement, une personne remplit un sac Tedlar de 1| avec
une expiration forcée. Comme dans le cas de I'étude de la répétabilité, un échantillon d’air
expiré mixte est prélevé. L'air de fin de respiration est donc mélangé a I'air ambiant. Comme
I'expérience sert uniguement a comparer la TD de laboratoire et le uPC, ce n’est toujours pas

problématique.

104



Pour injecter la méme quantité de matiere sur la colonne, les temps de prélevement sont
adaptés. En effet, comme montré pour le benzene précédemment a la page 97, seul 1/5 de
I’échantillon prélevé sur le tube est injecté sur la colonne. Par conséquent, 140 ml sont
prélevés sur le uPC en 5 min a un débit de 28 ml/min et 700 ml sont prélevés sur le tube en

7 min a un débit de 100 ml/min.

La figure 2.22 présente les deux chromatogrammes en miroir afin de faciliter leur
comparaison. Le gradient de température utilisé pour I'analyse par GC differe de celui décrit

dans la section méthode et est précisé dans la |égende.
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Figure 2.22. Chromatogrammes d’air expiré sain obtenus en préconcentrant et injectant I"échantillon avec
le uPC ou la TD de laboratoire, gradient : 50 °C pendant 1 min, 10 °C/min jusqu’a 230 °C, pendant 5 min

Quatre différences majeures sont observées et sont signalées par des numéros sur la
figure 2.22. Le pic 3 a 3,5 min est identifié comme du phénol et le pic 4 a 6,4 min comme le
benzaldéhyde. Ces deux molécules sont des produits de dégradation du Tenax [268]. Comme
le tube contient une quantité beaucoup plus grande de Tenax que le uPC, 600 mg versus
2mg, ces produits de dégradation se retrouvent en plus grande quantité dans le
chromatogramme obtenu avec le tube de TD. Le pic 2 observé a 2 min constitue une autre
différence. Il correspond au N,N-Dimethylacetamide, CAS127-19-5. C'est un des
contaminants connus des sacs Tedlar déja cités auparavant. Il est également présent dans le

chromatogramme obtenu avec le uPC, mais le pic est moins intense. Cela peut s’expliquer par
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le fait que I"échantillon a d’abord été transféré sur le uPC, puis sur le tube. L'échantillon a

donc été stocké plus longtemps dans le sac Tedlar dans le cas du tube.

La derniere différence concerne le pic1 a 0,8 min. Une étude du spectre de masse montre
que ce pic correspond surtout a l'acétone et a I'éthanol. Plus généralement, ce pic doit
contenir de nombreuses molécules volatiles, car il correspond a peu prés au temps mort de la
colonne dont la chimie, 5ms, sépare en fonction de la volatilité. Ce pic qui correspond aux
molécules tres volatiles est trés peu intense dans le chromatogramme du pPC par rapport au
chromatogramme obtenu avec le TD. Cela s’explique par le fait que le Tenax adsorbe peu les

molécules tres volatiles.

Les volumes de fuite pour I'acétone et I’éthanol sur le Tenax valent respectivement 6 ml/mg
et 1,8 ml/mg a 20 °C [269]. Le uPC contient environ 2 mg de phase. Tres rapidement, le
volume de fuite est atteint pour ces deux molécules, ce qui limite le facteur de
préconcentration avec la puce. Dans le cas du tube, le rapport entre la quantité de phase et le
volume prélevé est différent. En effet, le volume prélevé est cing fois plus grand, mais un tube
contient environ 630 mg de phase, c’est-a-dire 300 fois plus que le uPC. Cela explique que ces
molécules peu retenues par le Tenax soient tout de méme observées. Pour les pics avec un
temps de rétention supérieur a 4 min, les chromatogrammes obtenus présentent le méme

profil.

Le uPC permet donc une simplification de I'architecture de I'injection et une réduction du
volume d’échantillon nécessaire, méme pour des échantillons complexes comme |'air expiré.
Cependant, l'utilisation de uPC semble réduire la gamme des COV préconcentrables avec le
Tenax. Les composés tres volatils comme I'éthanol et I'acétone ne sont pas préconcentrés en
raison d’un volume de fuite trop faible. Cependant, si le uPC est utilisé pour des analyses de
routine ou les marqueurs sont déja connus, il est possible d’adapter 'adsorbant utilisé en

fonction des applications.

De plus, différentes solutions existent pour limiter la fuite des molécules légeres. Il est
possible de fabriquer des puces qui contiendraient plusieurs adsorbants de plus en plus forts
en série [243,270]. Il est aussi possible d’augmenter la taille de la cavité, et donc la masse de
Tenax, mais cela risque de faire perdre les avantages liés au faible volume de la puce pour

injecter un créneau de molécules ponctuel. De plus, I'impact est limité, car il n’est pas
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possible d’augmenter indéfiniment la taille de la puce. Il serait possible d’augmenter la taille
des puces en conservant les efficacités d’injections en appliquant une pression plus forte au
moment de linjection pour générer des injections ponctuelles. Cela existe déja pour des

injections en voie liquide de type «splitless».

2.4.5.3 Quantité d’eau Iinjectée, thermodésorption de laboratoire versus

micropréconcentrateur
L'air expiré est tres riche en eau qui peut représenter jusqu’a 5 % de I'échantillon. Méme si le
Tenax retient peu I’'eau, comme le montre le volume de fuite de 0,065 I/g a 20 °C [269], cela
représente tout de méme une grande quantité de matiere. L'eau représente un probléme
dans les systemes de chromatographie en phase gazeuse puisqu’elle détériore les phases
stationnaires. En TD de laboratoire avec un systeme de refocalisation sur piege froid, I'eau
représente également un probléeme car elle peut en effet geler et former des cristaux a
I'entrée du piege froid lors de la refocalisation, ce qui bouche le systeme [214]. Nous n’avons
pas rencontré ces problemes, méme en utilisant le systeme de laboratoire avec de Iair expiré.
Cependant, utiliser un pPC exclut completement cette seconde possibilité puisque I'étape de

refocalisation n’existe plus.

Nous avons donc également vérifié si utiliser un uPC a la place du TD permettait d’'injecter
moins d’eau dans la colonne de GC. En effet, un uPC contient environ 2 mg de Tenax alors
gu’un tube de TD en contient environ 600. Cela signifie que le volume de fuite de I'eau vaut
130 pl pour le uPC et 42,3 ml pour le tube de TD. Dans les conditions utilisées pour I'appareil
de TD de laboratoire, avec 80 % de I’échantillon prélevé sur le tube envoyé a I'évent, le tube

injecte environ 42,3/0,130/5 = 60 fois plus d’eau dans la colonne que le puPC.

La spectrométrie de masse permet de détecter I'eau dans les échantillons injectés. Les
chromatogrammes du rapport m/z = 18 correspondant a I'eau ont donc été comparés entre
les deux expériences déja montrées dans la partie précédente. Les deux chromatogrammes

joniques extraits sont montrés dans la figure 2.23.
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Figure 2.23. Comparaison des pics d’eau obtenus avec un TD et un uPC pour I'analyse d’un échantillon d’air
expiré

Le pic d’eau obtenu avec le TD est plus intense que le pic d’eau obtenu avec le uPC.

Cependant, le bruit de fond de I'eau est plus important avec le uPC qu’avec le systeme de TD.

Les différences de quantité de Tenax dans le uPC et le tube de TD devraient normalement
permettre d’injecter moins d’eau dans le systeme de chromatographie en utilisant le uPC.
Cependant, au vu des résultats présentés dans la figure 2.23 il est compliqué de conclure sur

I'intérét d’utiliser un uPC pour injecter moins d’eau dans le systeme de chromatographie.

Les différentes connexions utilisées pour relier le uPC a la colonne pourraient expliquer le
bruit de fond plus élevé de I'eau. En effet, nous observons également un signal plus élevé
pour les masses 28 et 32. Cela signifie que le uPC est moins étanche a I'environnement
extérieur que le TD. L'eau observée proviendrait alors de I'environnement. Une modification

des connectiques utilisées pourrait réduire le bruit de fond.
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2.5 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre nous avons montré que les UPC pouvaient s’intégrer dans un systeme
portable, fonctionnant sur batterie. Dans le cas d’un couplage entre le UPC et la GC-MS,
I'architecture de l'injecteur est simplifiée. Une connexion directe du pPC entre la source
d’hélium et la colonne de chromatographie permet d’obtenir une désorption efficace des
composés piégés et une analyse efficace matérialisée par des pics fins. Si jamais les uPC
étaient utilisés avec un instrument de GC-MS, la conception d’un passeur d’échantillon serait
nécessaire puisque le montage a la main des UPC dans le four de GC s’avere tout de méme

fastidieux.

Le systéeme Primosamp permet d’injecter de maniere répétable des mélanges simples de
BTEX avec un méme UPC et avec plusieurs puPC. Nous avons comparé les performances du
WUPC a celle d’un TD de laboratoire. Pour des mélanges simples de BTEX, la variabilité est plus
faible avec le TD, mais reste trés acceptable avec le uPC. De plus, des pistes d’améliorations
existent : changement de pompe, controle électronique du temps de prélevement. Le uPC
présente cependant un net avantage sur le TD en permettant de réduire le volume

d’échantillon nécessaire pour obtenir des résultats identiques.

Nous avons aussi montré que des mélanges plus complexes tels que l'air expiré pouvaient
étre analysés avec les pPC. La variabilité observée au cours d’une journée est du méme ordre
de grandeur avec l'air expiré qu’avec les BTEX. Pour I'analyse de I'air expiré, le uPC permet
toujours d’utiliser un volume plus faible d’échantillon par rapport au TD, en contrepartie
d’une gamme de COV préconcentrables réduite. En effet, Le uPC ne piége pas les molécules

trés volatiles a cause de la trés faible quantité d’adsorbant utilisée dans la puce.

Une partie du quatriéme chapitre sera consacrée a |'utilisation du pPC pour la détection et le
suivi de marqueurs du tabagisme dans I'air expiré. Une autre partie de ce chapitre présentera
le travail effectué dans le cadre du stage de fin d’études de Morgan Cellier sur 'intégration du

UPC dans un échantillonneur dédié au prélévement de 'air expiré.
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3 Chromatographie intégralement bidimensionnelle
pour I'analyse de I'air expiré

3.1 Introduction

Lair expiré constitue un échantillon complexe qui peut contenir jusqu’a plusieurs centaines
de molécules. Les techniques de GC-MS ne semblent pas permettre la résolution complete de
la composition de cet échantillon biologique. En effet, le nombre de COV retrouvés dans I'air
expiré, autour de 800, se rapproche de la limite résolutive de la GC-MS. Une méthode plus
résolutive pourrait donc présenter un intérét pour I'analyse de I'air expiré. A partir de ce
constat, nous avons réalisé un travail sur I'utilisation de la chromatographie intégralement
bidimensionnelle, GCx GC, pour l'analyse de l'air expiré. En effet, la GCx GC permet
d’augmenter I'espace de séparation disponible et constitue la méthode de référence pour les
échantillons extrémement complexes qui contiennent plusieurs milliers de molécules

(51,271].

Le travail que nous avons effectué sur I'utilisation de la GC x GC pour 'analyse de 'air expiré
dans le cadre de cette these a été effectué avec un certain nombre de contraintes. Le LETI
développe des systemes d’analyse portables, ce qui impose de simplifier au maximum les
architectures. Nous avons donc voulu tester une architecture de GC x GC simple et facilement
miniaturisable. Ceci nous a amené a utiliser un modulateur fluidique récemment décrit dans
la littérature [272]. Nous aborderons trois sujets pour justifier le choix de cette approche et
pour introduire la partie expérimentale : I'intérét de la GC x GC, I'utilisation de la GC x GC
pour l'analyse de l'air expiré et les différentes architectures de modulation existantes. Ces

trois sujets seront abordés grace a une étude de la littérature.

Nous expliquerons tout d’abord comment la GC x GC permet d’avoir acces a un espace de
séparation augmenté. En effet, cela est possible grace au processus de modulation au coeur
de la GCxGC, processus qui sera décrit brievement pour mieux comprendre le
fonctionnement de la GC x GC. Les autres avantages liés a celle-ci, comme les meilleures

limites de détection et la structuration des chromatogrammes, seront ensuite présentés.

Une étude de la bibliographie résumera les différents résultats publiés sur I'utilisation de la

GC x GC pour 'analyse de I'air expiré. Malgré ses avantages, cette technique d’analyse reste
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peu utilisée pour 'analyse de l'air expiré. Cependant, le nombre de résultats publiés en

GC x GC pour I'analyse de I'air expiré augmente depuis I'année 2018.

Une description du fonctionnement des différents types de modulateurs justifiera le choix
d’un modulateur fluidique basé sur une architecture simple, nécessitant peu de matériel et
peu de puissance électrique, sans consommable supplémentaire et compatible avec des
systemes de GC-MS standard. Cette architecture, décrite dans la littérature en 2016, n’a

encore jamais été utilisée pour I'analyse de I'air expiré.

A la suite de I'étude de la littérature, nous présenterons les résultats obtenus pendant cette
these. Nous détaillerons la fabrication du modulateur ainsi que les premieres données
obtenues. Les tests effectués avec des mélanges simples injectés par voie liquide puis avec
des mélanges simples injectés par TD seront présentés. Nous utiliserons ensuite ce systeme
de GC x GC-MS pour analyser un échantillon d’air expiré. Les résultats seront comparés avec
ceux obtenus pour le méme échantillon par GC-MS. Cette comparaison montrera I'intérét de
ce type de modulation pour I'analyse de l'air expiré avec un systeme simple a fabriquer et a
controler, compatible avec la trés grande majorité des systemes de GC standard et les MS

quadripolaires avec des fréquences d’acquisition standard.

Pour finir, nous montrerons les résultats obtenus lors d’une étude de la robustesse du
modulateur afin de mieux comprendre les paramétres importants qui influencent son
fonctionnement. Ces parametres restent, pour le moment, mal appréhendés. Mohamed
Bensifia a effectué ce travail dans le cadre de son stage de master 2. Cette étude de
robustesse montrera que la plage de variation des parameétres qui permet une bonne

modulation est extrémement réduite.
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3.2 Bibliographie

3.2.1 Chromatographie intégralement bidimensionnelle

3.2.1.1 Pourquoila GC x GC

D’apres Witier dans I'un des ouvrages de référence sur la chromatographie en phase gazeuse
[218], séparer 100 composés avec une probabilité de recouvrement entre les pics inférieure a
5% nécessite une colonne qui possederait environ onze-millions de plateaux. Les détails
concernant ce calcul sont disponibles directement dans le document. Comme une colonne de
0,25 mm de diamétre interne possede une efficacité d’environ 4750 plateaux par métre, la
possibilité de cette séparation dans un systéeme de GC monodimensionnelle semble trés
limitée. Réduire le diametre interne des colonnes permet de gagner en efficacité mais
nécessite un appareillage adapté et le gain reste limité. Ainsi, une colonne de 0,10 mm de
diameétre interne possede une efficacité d’environ 12500 plateaux par metre. La séparation
de 100 composés mentionnée ci-dessus nécessiterait donc des colonnes d’un kilomeéetre!
L'utilisation d’un spectrometre de masse permet d’augmenter la capacité de pics, définie
comme le nombre maximal de composés que le systéme analytique peut séparer. Cependant,
pour des échantillons tres complexes comme |'air expiré, des méthodes séparatives encore

plus résolutives présentent un intérét évident.

Une maniére d’augmenter drastiquement |'espace de séparation consiste a utiliser des
techniques de GC x GC. Cette méthode, grace a un modulateur, couple deux colonnes de
chromatographie avec des phases stationnaires qui possédent des chimies différentes et
conduisent a des séparations différentes. Un schéma d’un systéme de GC x GC est montré

dans la figure 3.1.
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Figure 3.1. Schéma d’un systéme de GC x GC d’apres [51], une colonne 'D est reliée a une colonne °D par
un systéme de modulation.

Four

Le modulateur constitue le coeur du systeme de GC x GC. Le processus de modulation permet
en premiére approximation d’obtenir une capacité de pics égale au produit de la capacité de
pics de la premiére colonne par la capacité de pics de la deuxieme colonne [51]. Dans le cas
d’une séparation par GC 1D, la capacité de pics est proportionnelle a la racine carré de la
longueur de la colonne. La multiplier par deux ne permet de multiplier la capacité de pics que
par un facteur 1,41. Ceci démontre tout I'intérét de la GC x GC pour I'analyse de mélanges

trés complexes.

3.2.1.2 Principe de fonctionnement de la GC x GC
La premiere description d’une séparation par GC x GC a eu lieu en 1991 [273]. Le

chromatogramme obtenu est présenté dans la figure 3.2.
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Figure 3.2. Premier chromatogramme obtenu en GC x GC décrit dans la littérature, d’apres [273]

Le systeme et les résultats décrits dans cette publication [273] présentent déja toutes les
caractéristiques et les avantages de la GC x GC. Tout I’échantillon subit la séparation dans la
premiére dimension, D, et dans la deuxieéme dimension, °D. C’est la définition de la GC x GC.
La séparation dans la °D a lieu séquentiellement et de maniére répétée pendant que la
séparation a également lieu dans la 'D. Le modulateur permet un fractionnement
systématique entre la 'D et la ?D. Pour cela, il piege la fraction éluée de la 'D. Une fois la
période de piégeage terminée, la fraction stockée dans le modulateur est isolée des fractions
suivantes éluées de la 'D et injectée dans la ’D. Le modulateur piége a nouveau I'effluent
suivant. Le temps qu’il met pour stocker, isoler et réinjecter chaque fraction éluée correspond

a la période de modulation.

Pour permettre cette séparation séquentielle, la séparation en D est trés rapide par rapport
au temps de séparation en 'D, comme montré dans la figure 3.2, et correspond a la période
de modulation. Cela explique les dimensions des colonnes dans les systemes de GC x GC. La
colonne de 'D est souvent longue, 15 a 30 m, et la colonne D courte, de 1 a 5m. Les

dimensions exactes dépendent du systéme de modulation utilisé.
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré

Le signal obtenu est un chromatogramme 1D modulé qui est converti en chromatogramme
2D. Pour cela, il est découpé en périodes de temps qui correspondent a la période de
modulation. La figure 3.3 illustre le processus de reconstruction de chromatogramme 2D a
partir du signal 1D. C’est cette transformation du chromatogramme qui permet d’obtenir des

chromatogrammes 2D, aussi appelés contour plot, comme celui présenté dans la figure 3.2.
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Figure 3.3. lllustration de la modulation et principe de transformation du chromatogramme 1D en
chromatogramme 2D. (a) chromatogramme 1D avant modulation, (b) chromatogramme 1D modulé, (c) et
(d) chromatogramme 2D apres reconstruction, d’apres [51]

En plus de donner accés a un espace de séparation plus grand, la modulation présente
d’autres avantages. Le processus de modulation permet une refocalisation des pics entre la
D et la °D. La figure 3.4 illustre ce processus décrit en détail ailleurs dans la littérature [51].
Ainsi, la GC x GC permet également d’améliorer les limites de détections par rapport a la GC

1D.
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Temps de rétention
Figure 3.4. Effet de la modulation sur le pic, pic 'D en noir, pic modulé ’D en bleu. Leffet de la modulation
sur l'intensité du pic n’est pas a I'échelle et peut étre beaucoup plus important en fonction du type de
modulateur et du jeu de colonnes utilisé, d’aprés [51]

La structuration observée sur les chromatogrammes constitue le dernier avantage de la
GC x GC. La figure 3.5 illustre ce propos. Le chromatogramme obtenu lors de I'analyse d’une
coupe de pétrole montre bien que certaines classes d’hydrocarbures, alcanes linéaires, mono
aromatiques, di aromatiques, etc. sont regroupées sur certaines zones du chromatogramme
et, a lintérieur des classes, par nombre d’atomes de carbone. Cette organisation des

chromatogrammes peut aider a I'attribution des structures des COV observés.

Ainsi, la GCx GC permet d’accéder a un espace de séparation inaccessible en GC 1D,
d’obtenir de meilleures limites de détections et d’observer des chromatogrammes organisés.
Ces trois avantages en font un outil extrémement puissant pour I'analyse d’échantillons tres

complexes, contenant de nombreuses molécules.
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré
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Figure 3.5. lllustration de la structuration des chromatogrammes 2D par I'analyse d’une coupe pétroliére,
d’apres [274]

Le milieu pétrolier a largement tiré profit des différents avantages de la GC x GC [266]. En
effet, les produits dérivés des pétroles sont extrémement complexes : plus de 4000 isomeres
existent pour un alcane saturé composé de quinze carbones. Depuis les premiers résultats en
1991, d’autres domaines d’applications ou une plus grande résolution est nécessaire ont
également utilisé la GCxGC: analyse d’huiles essentielles [276], pollutions

environnementales [277], produits alimentaires [278] etc.

3.2.2 GCx GC pour I'analyse de l'air expiré

Malgré le grand intérét que pourrait présenter la GC x GC pour l'analyse de l'air expiré,
seulement une vingtaine de publications existe dans la littérature. Les différents exemples
connus d’utilisation de la GCx GC pour l'analyse de l'air expiré sont résumés dans le

tableau 3.1.

Depuis 2014 [279], le groupe de Jef Focant a l'université de Liege a également présenté
beaucoup de résultats en congrés [280—-285], mais, a notre connaissance, peu de ces résultats
ont été publiés dans des revues. Ces travaux ne sont donc pas présentés dans le tableau 3.1.

car les informations disponibles dans les résumés nous semblent insuffisantes.
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D’autres études utilisent la GC x GC pour I'analyse des COV émis par des cellules cancéreuses
[286] ou différents microorganismes [88]. Ces travaux n’analysent pas directement l'air
expiré, mais participent aux mémes thématiques de recherches. Ils reposent sur I'hypothese
que des COV spécifiques émis par ces cellules ou ces microorganismes peuvent étre détectés
dans l'air expiré. Ce type de travaux n’a pas été analysé en détail, mais l'utilisation de Ia
GC x GC semble également peu développée. En raison de leur approche un peu différente, ils

ne sont pas présentés dans le tableau 3.1.

La suite de cette partie commente les différentes informations résumées dans le tableau 3.1.
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Tableau 3.1. Résumé des publications utilisant la GC x GC pour I'analyse de I'air expiré

Date

2002

2006

2006

2010

2012

2013

2013

2014

2014

120

Applications

Analyse de I'air expiré

Marqueurs du tabac

Influence tabac et
chewing-gum sur I'air
expiré

Air expiré chez des
personnes subissant une
opération cardiaque
Comparaison
asthmatique population
saine

Malades sous
radiothérapie

« Intérét » de la 2D pour
I'air expiré

Différenciation
homme/femme par la
composition de I'air
expiré

Cancer du poumon

Modulateur

Fluidique a
vanne six voies

Quatre jets a
azote liquide
Refroidi a I’air
et chauffé
résistivement

ZOEX KT 2001

ZOEX

Zoex 2 jets

2 zones LECO

Cryogénique,
mais on ne sait
pas lequel

Modulateur
fluidique agilent

Colonnes

'p
D

: DB-624
: WAX ou

DB-210

'p

D .

D
’D .

N
()

: DB-1
RTX-WAX

RTX-1
RTX-WAX

: BPX-5ms
: PEG-WAX

: HP-5ms
: DB-FFAP

'D:
« relatively
non polar »

D

.«more

polar »

'p
’D

: Rtx-5
: Rxi-17

: Rtx-1
: Rtx-wax

: DB-5ms
: HP-Wax

Détecteur

FID

TOF

FID

TOF

TOF

TOF

TOF

TOF

FID

Nombre
d’échantillons

14

42 asthmatiques
27 personnes saines

34
23 hommes
24 femmes

13 malades
25 personnes saines

Molécules

détectées

100

100

212

180

350

1000

2000

1379

Remarques

Juste une preuve de concept

Recherches de quelques
marqueurs de tabagisme, mais
peu d’échantillons

Alcanes proposés comme
marqueurs

Dispositif expérimental non
décrit

2000 molécules semble
élevées
Comparaison avec GC simple

Beaucoup de variables par
rapport au nombre d’individus

Pas d’influence du genre sur
COV dans l'air expiré,

Ref

[52]

[53]

[54]

[55]

[11]

[40]

[56]

[57]

[58]



2015

2015

2016

2016

2017

2017

2018

2018

Analyse des alcanes
méthylés

Air expiré de cochon
irradié

Composition de I'air
expiré pendant une
hyperglycémie
provoquée per os

Intérét du détecteur UV
pour la GC x GC pour l'air
expiré, exemple sur une
hyperglycémie
provoquée per os

Tuberculose chez le
macaque

Stress oxydatif chez des
nageurs asthmatiques

Effet de la sous-nutrition
pendant la grossesse sur
la composition de I'air
expiré de babouins
Tuberculose chez
I’humain

CO, 2 zones

Leco
cryogenique 2
zones

ZX1 azote
liquide

/X1 azote
liquide

4 D Pegasus,
modele de
modulateur non
précisé

ZOEX

4 D Pegasus,
modele de
modulateur non
précisé

4 D Pegasus,
modele de

: 0Vl
: FFAP

: Apolaire
: Polaire

: BPX
:RTX 210

: FFAP
11701

: FFAP
: 1701

: Rxi 624
: Stabilwax

: HP-5
: DB-FFAP

:5ms
:17ms

: Rxi 624
: Stabilwax

FID

TOF

TOF

VUV

TOF

TOF

TOF

TOF

1

64 cochons,

1 analyse avant et

6 analyses aprés
irradiations

3 personnes, environ
20 prélevements au
cours du temps
pendant le test pour
chaque personne,
pas tres clair

4, 1 avant le test ;
3 pendant

5 macaques,
prélevement avant et
apres inoculation de
la tuberculose

20 personnes,

1 préléevement avant
et 1 prélevement
apres |'entrainement

13

14 malades,
20 personnes saines

724

1059

1513
apres

propanol proposé comme
marqueur

1 seul échantillon analysé

Dispositif expérimental non
décrit. Irradiation intense Pas
de discussion sur la structure
des COV marqueurs

Analyse en paralléle avec un
PTR-MS

Le VU apporte une spécificité
intermédiaire entre le FID et la
MS

37 marqueurs proposés

Marqueurs du stress oxydatif
diminuent apres une séance
d’entrainement

76 marqueurs proposés.
Possible séparation selon le
sexe et le poids de naissance

22 molécules proposées
comme marqueurs

[59]

[41]

[211]

[212]

[287]

[137]

[72]

[288]
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2018

2018

122

Tuberculose chez la
souris

Tuberculose chez le
macaque

modulateur non
précisé

4 D Pegasus,
modele de
modulateur non
précisé

4 D Pegasus,
modele de
modulateur non
précisé

: Rxi 624
: Stabilwax TOF
: Rxi 624
: Stabilwax TOF

8 souris malades
8 souris saines

9 macaques,
prélevement avant et
apres infection

réduction

1300
apres
réduction

400 apres
réduction

23 molécules proposées
comme marqueurs

14 marqueurs proposeés,
comparaison avec les cultures
des cellules, 3 marqueurs en
communs

[89]

[88]



A notre connaissance, la premiére analyse d’air expiré par GCx GC date de 2002 [52].
L’analyse reste cependant simple, seul quelgues COV sont identifiés dans un seul échantillon.
Il faut attendre 2006 [53] pour voir de nouveaux travaux simples sur les marqueurs du
tabagisme et 2012 [11] pour voir des exemples plus poussés que des preuves de concept

concernant I'analyse de I'air expiré par GC x GC.

Au début de cette these, en 2015, I'analyse de I"air expiré par GC x GC avait fait 'objet de
seulement 11 publications dans des journaux. Depuis 2013, deux articles sont publiés par an.
L'année 2018 a déja vu quatre articles étre publiés et plusieurs travaux étaient présentés sur
I"utilisation de la GC x GC pour I'analyse de I'air expiré aux congrés a Riva del Garda 2018
[289] et au Breath Summit 2018 [290]. Ces travaux proviennent, pour le moment,
majoritairement de deux groupes de recherche, celui du Professeur Focant et celui de la
Professeure Hill. Cette augmentation du nombre de publications et de présentations laisse
penser que cette technique se diffuse pour I'analyse de I'air expiré. Les différentes études qui
utilisent des méthodes plus simples comme la GC 1D n‘ont pas permis de trouver des
marqueurs univoques. La communauté se tourne maintenant vers des méthodes plus
complexes a mettre en ceuvre, mais également plus puissantes pour étudier leur intérét pour

I'analyse de I'air expiré.

Méme si les performances supérieures de la GC x GC sur la GC 1D pour l'analyse de l'air
expiré semblent évidentes, peu de comparaisons entre la GC x GC et la GC pour I'analyse de
I"air expiré ont été effectuées pour les démontrer. Un exemple publié dans la littérature de
comparaison des chromatogrammes 1D et 2D obtenus pour un méme échantillon est montré

dans la figure 3.6.
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour I'analyse de I'air expiré

GC-MS
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Figure 3.6. Comparaison d’un pic (a) contenu dans un échantillon d’air expiré en GC 1D et en GC x GC. Le
Chromatogramme 2D montre bien que sous le pic 1D le plus intense, a, se trouvent d’autres pics, b c d e f,
et que l'utilisation de la GC x GC permet de lever ces coélutions, d’aprés [56].

La comparaison des chromatogrammes 1D et 2D présentés dans la figure 3.6 montre bien
que la GC x GC permet d’observer des composés coélués en GC. En GC 1D un seul pic est
observé. La GC x GC montre qu’il contient en réalité plusieurs composés, b ¢ d e f h, moins
intenses. La complexité de I'air expiré et les grandes différences de concentration entre les
COV exhalés entrainent de nombreuses coélutions en GC simple. L'utilisation de la GC x GC

permet de lever partiellement ces coélutions.

De maniere générale, la GC x GC permet de détecter plus de molécules dans l'air expiré.
Toutes les études publiées depuis 2013 proposent au moins 1000 COV pour I'analyse de I'air
expiré d’une population. Ces chiffres sont plus élevés que ceux habituellement proposées par

des études qui utilisent la GC 1D. De plus, les études qui incluent le plus grand nombre de
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personnes semblent détecter le plus grand nombre de molécules. Cela confirme encore la

variabilité entre les individus.

14 des 19 études publiées utilisent la spectrométrie de masse comme détecteur apres la
séparation. Comme pour la GC, la spectrométrie de masse est majoritairement utilisée parce
que l'air expiré constitue un échantillon complexe et que l'identification des molécules est
indispensable. Seuls des spectrometres de type TOF sont utilisés. En effet, la largeur des pics
en ’D nécessite des fréquences d’acquisitions supérieures a 50 Hz afin d’obtenir un
échantillonnage adéquat. Cing études utilisent le FID qui est I'autre détecteur le plus utilisé en
GC x GC. Cependant, ce détecteur ne permet pas d’identifier les composés. Un troisieme type
de détecteur a été utilisé, un détecteur VUV fonctionnant dans la gamme de longueurs
d’onde comprise entre 420 et 100 nm. Ce détecteur possede une fréquence d’acquisition
assez élevée pour la GCxGC et permet I'acquisition de spectres d’absorption ce qui lui
confére une capacité d’identification intermédiaire entre le FID et le TOF. La structure de ce
détecteur est plus simple que le TOF. Il pourrait présenter un intérét lorsque les marqueurs
dans l'air expiré ont été déterminés par détection avec un TOF, mais ou un peu de spécificité

s’avere nécessaire, ce qui est impossible avec un FID.

17 des 19 études utilisent des modulateurs basés sur la cryogénie. Seules deux études
utilisent des modulateurs fluidiques. De maniere générale, les modulateurs utilisant des
différences de températures pour la refocalisation et I'injection de la bande de solutés dans la

’D constituent les modulateurs les plus répandus en GC x GC [291].

16 des 19 études utilisent une configuration de colonne avec la colonne la moins polaire en
premiere dimension et la colonne la plus polaire en deuxieme dimension, dite de type
normal. Cela inclut tout de méme des configurations différentes du type apolaire-polaire,
apolaire-moyennement polaire et moyennement polaire-polaire. Comme la composition
normale de lair expiré reste mal connue, il semble compliqué de travailler sur une
configuration de colonnes spécifiques ce qui explique I'utilisation de jeux de colonnes
standards. Une étude sur I'optimisation de jeux de colonne pour les COV de la peau a
également conclu qu’une configuration de type normal était la plus adaptée pour ce genre
d’échantillon [292]. De plus, la configuration de type normal facilite la lecture des
chromatogrammes observés car, en premiére approximation, la 'D sépare selon la

température d’ébullition et la °D en fonction de la polarité.
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré

Le plus grand groupe étudié dans les études utilisant la GC x GC pour "analyse de 'air expiré
comporte 69 personnes. Au vu du nombre de COV détectables par GCx GC, cela est
insuffisant. En effet, la GC x GC permet de détecter plus de molécules, ce qui oblige a
augmenter la taille des groupes pour avoir de la force statistique. Plusieurs études proposent
de supprimer les composés dont la concentration est identique a celle de 'air ambiant, les
composés liés a la dégradation de la colonne ou de la phase stationnaire, les composés liés a
la dégradation des adsorbants, etc. Méme en utilisant ces méthodes de réduction de
variables, il reste encore prés d’un millier de molécules [88,89,287,288]. Cependant, le
groupe de la Professeure Hill publie actuellement de multiples travaux avec le méme
dispositif expérimental [88,89,287,288]. Ainsi, méme si le nombre d’individus reste limité, la
comparaison des données devient possible. Pour I'instant, des données obtenues par GC x GC
pour de grandes cohortes n’existent pas encore, contrairement aux travaux publiés sur
I'analyse de I'air expiré de 1417 personnes par GC-MS [42]. Cependant, des travaux présentés
au congres Breath Summit 2018 laissent penser que ce genre de résultats devrait arriver sous

peu.

3.2.3 Les modulateurs en GC x GC

Le modulateur constitue le systeme central permettant la GC x GC. Différents types de
modulateurs existent et nous décrirons leur fonctionnement ci-dessous. Différents
parametres, incluant les performances, le cout, la complexité de I'architecture et la
compatibilité avec les systémes GC, caractérisent un modulateur et justifient un choix
d’architecture. Dans notre cas, nous voulons travailler avec un modulateur qui posséde une
architecture simple et miniaturisable, qui peut fonctionner sur du 12V 2 A, qui fonctionne
sans consommable supplémentaire a ceux d’une méthode de GC 1D et compatible avec notre

spectromeétre de masse.

Les performances d’un modulateur sont définies par sa capacité a piéger efficacement les
COV élués de la 'D et a les réinjecter sous forme de bandes étroites dans la ’D. Un piégeage
plus efficace augmente la refocalisation ce qui améliore les limites de détection. Par ailleurs,
une réinjection ponctuelle dans la 2D améliore la capacité de pics de celle-ci ce qui augmente

la capacité de pics globale de la séparation.

Le matériel nécessaire et I'architecture utilisée pour effectuer la modulation constituent un

autre aspect important. Cela va du trés simple, deux tés, une boucle d’échantillonnage et une
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vanne, a beaucoup plus complexe, des fluides cryogéniques et des jets d’air chaud pulsé. Cela

influence le cout et la facilité d’utilisation et d’intégration des modulateurs.

Comme nous le verrons, tous les modulateurs ne transferent pas l'intégralité de I'effluent de
la 'D vers la °D. Certaines architectures de modulateurs entrainent des pertes d’échantillon
entre la 'D et °D, pertes plus ou moins problématiques selon le type d’application. Le duty
cycle, dont la valeur varie entre 0 et 1, représente cette perte d’échantillon. Pour un duty
cycle de 1, I'intégralité de I'effluent de Ia D est injectée dans la ’D, lorsqu’il vaut 0,9, 10 % de

I’échantillon est perdu, etc.

Enfin, un dernier point important dans le choix du systeme de modulation réside dans la
compatibilité avec les détecteurs. L'identification des COV détectés dans I'air expiré nécessite
I"utilisation de la spectrométrie de masse mais celle-ci supporte rarement des débits
supérieurs a 4 ml/min dans des configurations standards. Ce parametre est important car

certains modulateurs nécessitent des débits autour de 20 ml/min dans la ’p.

Différentes catégories de modulateurs sont proposées dans la littérature en fonction des
processus mis en jeu. Selon Tranchida [293], les modulateurs se divisent en trois familles en
fonction du parameétre contrélé : température, phase stationnaire, débit. Bahaghighat et coll.
[294], divisent les processus de modulation en deux catégories et considérent la modulation
basée sur la phase stationnaire comme une sous-catégorie de la modulation basée sur la

température. Nous retiendrons cette derniere classification.

3.2.3.1 Les modulateurs cryogéniques

Aujourd’hui, la majorité des systemes de GC x GC utilisent des modulateurs basés sur une
refocalisation et une réinjection des solutés par un contrbéle de la température [291]. Le
phénomene sera brievement expliqué; pour plus de détails, différentes revues existent

[51,291,293,294].

Un abaissement de la température a I'entrée de la °D permet le piégeage des COV en sortie
de 'D. Ce refroidissement peut s'effectuer grace a des dispositifs de types Pelletier, des
fluides cryogéniques comme le CO, ou le N, liquide, ou en placant la sortie de la colonne de
D en dehors du four [273]. Des chauffages résistifs ou des jets d’air chaud pulsés permettent

la réinjection des COV dans la °D apreés le piégeage. La modulation s’effectue en alternant des
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour I'analyse de I'air expiré

périodes de refroidissements et de chauffes. Différentes architectures existent et la figure 3.7

présente les deux les plus utilisées [293,294].
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Figure 3.7. Architectures des deux modulateurs cryogéniques les plus utilisés, d’apres [51]

Avec ce genre de systeme, une température minimale est nécessaire au piégeage de chaque
composé en fonction de leur volatilité. Ainsi, la gamme de composés modulables dépend du
systeme de refroidissement utilisé. Les modulateurs au N, permettent de moduler a partir de
Cs et les modulateurs a bases de CO, et de modules Pelletier permettent de moduler a partir

de CG‘

La connexion directe entre la premiére et de la deuxieme colonne donne lieu a un transfert

intégral de la Dversla®Detle duty cycle vaut alors 1.

Ce type de modulateur figure parmi les plus efficaces pour refocaliser les COV et injecter des
bandes étroites de composés dans la °D. Ainsi, 'espace de séparation disponible en D est
parmi le plus élevé de tous les modulateurs. Pour fonctionner, ces modulateurs nécessitent
cependant de grandes quantités de consommable sous la forme de fluide cryogénique. lls

peuvent étre remplacés par des dispositifs de types Pelletier, mais cela limite la gamme de
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composés modulables car la température de piégeage est plus élevée [293,294] et de |'azote

est toujours nécessaire.

Avec ces architectures de modulateurs, les débits sont directement compatibles avec la
spectrométrie de masse [294] et la largeur des pics générés en °D nécessite des détecteurs

avec des fréquences d’acquisition élevées, au minimum de 50 Hz.

Malgré la complexité des dispositifs, le matériel nécessaire et I'obligation de disposer d’'un MS

spécifique, la modulation cryogénique reste la plus utilisée [293,294].

3.2.3.2 Modulateurs fluidiques

Le fonctionnement des modulateurs a flux est fondé sur un controle des flux entre les deux
dimensions de séparation. Le principal avantage des modulateurs fluidiques réside dans le
matériel nécessaire pour leur fabrication. En effet, il s’agit le plus souvent d’'une ou deux
vannes et de quelques tubulures et connecteurs et |'utilisation de fluides cryogéniques est

également inutile.

La premiere description d’'un modulateur fluidique date de 1998 [295]. Le schéma de

fonctionnement est montré dans la figure 3.8.
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Colonne 1D

Boucle
d’échantillonnage

Event Vers colonne 2D

Débit auxiliaire

Injection

Colonne 1D

Event Vers colonne 2D

Boucle
d’échantillonnage

Débit auxiliaire

Figure 3.8. Premier systeme de modulation fluidique décrit dans la littérature, basé sur une vanne six voies
et une boucle d’échantillonnage. En position de collection I'effluent de la 'D est collecté dans la boucle
d’échantillonnage. Pour I'injection en ’D, la position de la vanne et basculée

Les fractions éluées de la 'D sont échantillonnées dans la boucle d’échantillonnage pendant la
collection, puis injectées dans la °D par commutation rapide de la vanne six voies. Ce systéme
présente deux défauts. Tout d’abord, le taux d’échantillonnage de la 'D est faible. En effet,
une grande partie des composés élués de la 'D est envoyé vers I'évent car la boucle
d’échantillonnage ne stocke pas tout. Pendant I'injection de la fraction dans la ’D, une partie
de I"’échantillon est également perdu car envoyé vers I’évent. Pour vider rapidement la boucle
d’échantillonnage et générer des injections ponctuelles dans la D, un débit élevé est
indispensable. Cela constitue le deuxieme défaut car ces débits n’autorisent pas un couplage
direct avec la spectrométrie de masse. Depuis cette premiere publication, ces travaux ont été

repris pour augmenter le duty cycle et réduire le débit dans la ’D [296,297].
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Un autre type de modulateur fluidique, basé sur une architecture de type Dean’s Switch, est

présenté dans la figure 3.9.

Collection

> Vers colonne 2D

T

Débit auxiliaire —> ?‘— «<— Colonne 1D
'\__>: > Restricteur
Injection
;"): > Vers colonne 2D
Débit auxiliaire — L:— «— Colonne D
k_) L_I); > Restricteur

Figure 3.9. Modulateur basé sur un Dean’s switch, d’aprés [298]

Ce modulateur permet de supprimer les vannes a l'intérieur du four. Cela est bénéfique car la
température maximale possible pour les vannes se situe actuellement autour de 250 °C. Ce
systeme permet donc de travailler a plus haute température. De plus, il n'y pas plus de
contacts entre les composés et les matériaux a l'intérieur de la vanne, ce qui supprime les
risques d’adsorption. Les fractions de la 'D sont échantillonnées dans des tubulures qui relient
la 'D et la *D. L'injection a lieu lors du basculement de la vanne trois voies a I'extérieur du

four.

Le restricteur permet de jouer sur la perte de charge du systeme et de modifier le débit de la
’D ou de la 'D ou encore de la boucle d’échantillonnage. Cela permet d’adapter les conditions

en fonction du détecteur ou des points importants.
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré

Des résultats dans la littérature montrent que ce genre d’architecture peu présenter des
performances supérieures a la modulation cryogénique lors d’une détection par FID [299].
Cependant, cette architecture ne permet pas d’obtenir a la fois un duty cycle de 1 et des
débits compatibles avec la MS puisque, dans cette configuration, ils valent alors une vingtaine

de millilitres par minute dans la ’D.

Une évolution de I'architecture de modulateur présenté dans la figure 3.9 est présentée dans

la figure 3.10.

Débit Collection
auxiliaire

€«— Colonne 1D

Iy

Vanne 3 voies

Boucle
d’échantillonnage

1,

—> Vers colonne 2D

Débit Injection

auxiliaire

Vanne 3 voies [~ Colonne *D

Boucle
d’échantillonnage

(N

——> Vers colonne 2D

Figure 3.10. Evolution de I'architecture de modulateur fluidique

Ce modulateur supprime le restricteur, ce qui permet d’obtenir un duty cyle de 1 et de
simplifier 'architecture. Cependant, un débit élevé en D est toujours nécessaire pour vider
rapidement la boucle d’échantillonnage. Puisque le restricteur est supprimé, cela complique
I'optimisation du procédé. En effet, comme nous l'avons expliqué précédemment, le
restricteur peut étre utilisé pour adapter le débit dans la 'D, la °D ou la boucle

d’échantillonnage.
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En général, ces modulateurs ne permettent pas d’obtenir des débits en °D compatibles avec
la spectrométrie de masse. Il est possible d’envoyer une partie du flux D vers un évent ou FID
[300] mais, dans ce cas, la détection ou l'identification de COV peu concentrés peut étre plus
compliquée. Malgré les problemes que nous venons d’évoquer, des travaux récents réalisés
sur I'architecture présentée dans la figure 3.10 ont permis de diminuer les débits utilisés dans

la °D [301-303].

3.2.3.3 Choix d’une architecture de modulateur

Les travaux effectués au sein du laboratoire, au cours de ce projet, se focalisent sur le
développement de systemes portables bas cout alimenté par batterie, nécessitant le moins
de consommables possible et possédant des architectures simples. Pour ces raisons, nous
avons écarté les modulateurs cryogéniques et les modulateurs fluidiques a vannes multivoies
et nous avons décidé de travailler sur des modulateurs a flux. En effet, ces systemes de
modulation sont simples, facilement miniaturisables sur silicium et ne nécessitent pas de
consommables supplémentaires. En raison de la faible concentration des COV dans l'air
expiré, les modulateurs avec des duty cycle inférieurs a 1 n’ont pas été retenus. Comme
montré dans la partie 3.2.2, page 118, les modulateurs fluidiques ont peu été utilisés pour
I'analyse de I'air expiré. Il semblait donc intéressant d’étudier leur intérét pour l'analyse de
I"air expiré. Finalement, comme premiére approche, il serait préférable de pouvoir utiliser le
modulateur avec le systéme de GC-MS standard disponible au laboratoire, un simple

quadripdle possédant une fréquence d’acquisition maximale de 20 Hz.

C’est pour les raisons qui viennent d’étre évoquées que nous avons choisi un modulateur
basé sur l'architecture présentée dans la figure 3.10. Des travaux récents de I'équipe de
Mondello concernant cette architecture [272,301-303] ont permis de réduire les débits de la
’D aux environs de 4 ml/min tout en gardant des performances acceptables. Ce débit permet
un couplage direct avec certains spectrometres de masse standards, et le duty cycle vaut 1. La
largeur des pics D est également compatible avec la fréquence d’acquisition de 20Hz de
notre simple quadripble standard. La partie suivante décrit plus en détail le modulateur et son

fonctionnement.
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3.2.3.4 Description du modulateur utilisé

La figure 3.11 présente en détail I'architecture du modulateur que nous avons choisi.
Controleur de pression

Vanne 3 voies

Branche A, 20 cm, | Branche B, 80 cm,
0,25 mm DI 0,25 mm DI
L3 » MS
Injecteur M M
Boucle

Colonne 2D, 5m,

d’échantillonnage 0,25 mm DI

50cm, 0,51 mm DI

Colonne D, 30 m,
0,25 mm DI

Figure 3.11. Architecture du modulateur utilisé, avec le détail des dimensions de chaque élément

Le modulateur nécessite une deuxiéme source d’hélium en plus de celle utilisée en 'D. Un
contrdleur de pression permet de gérer la pression appliquée en entrée du modulateur.
Contrairement aux modulateurs cryogéniques, les diametres de colonne sont identiques en
D et en ?D. C'est I'utilisation de débits plus élevés en °D qui permet d’obtenir des séparations
rapides dans la ?D. Une vanne trois voies permet de basculer le flux en entrée du modulateur
entre la branche A et la branche B. Lors de I'échantillonnage de I'effluent en sortie de 'D, la
vanne bascule sur la position qui envoie le flux vers la branche B. Les composés élués de la 'D
sont alors stockés dans la boucle d’échantillonnage. Celle-ci est vidée en basculant la vanne
sur la position envoyant le flux vers la branche A, pour envoyer ce qui a été échantillonné
dans la D vers la séparation en ’D. Une fois la boucle d’échantillonnage vidée, la vanne
rebascule sur la position qui envoie le flux vers la branche B pour permettre la séparation

dans la D et I’échantillonnage d’une nouvelle fraction d’élution de la 'D dans la boucle
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d’échantillonnage. Le temps passé sur la position A additionné au temps passé sur la position

B correspond a la période de modulation.

Pour séparer les unes des autres les fractions collectées dans la boucle d’échantillonnage,
celle-ci doit étre vidée rapidement. Le plus simple pour cela consiste a utiliser un débit élevé.
C’est ce qui, dans d’autres travaux, empéche de coupler ce modulateur a la spectrométrie de
masse. Pour résoudre en partie ce probléme, Franchina et coll. utilisent une architecture
asymétrique ou les tubulures de la branche A sont plus courtes que les tubulures de la
branche B. La perte de charge est plus élevée dans la position envoyant le flux vers la branche
B que dans la position envoyant le flux vers la branche A. Le débit est donc plus élevé dans la
position envoyant le flux vers la branche A. Le modulateur passe 4,5 s sur la position envoyant
le flux vers la branche B, et 0,7 s sur la position envoyant le flux vers la branche A. Ainsi,
pendant la majorité du temps, en position envoyant le flux vers la branche B, le débit est plus
faible. Le débit plus élevé en position envoyant le flux vers la branche A permet de vider
rapidement la boucle d’échantillonnage. La longueur et le diameétre interne de la boucle
d’échantillonnage sont choisis spécifiquement pour gu’elle puisse étre vidée entierement
dans ces conditions. En utilisant cette architecture et les parametres proposés par Franchina
et coll., le débit en D d’environ 4 ml/min est compatible avec une majorité de spectrométres

de masse.

La figure 3.12 montre que ce modulateur permet d’obtenir en ’D des pics avec des largeurs a
. . 2 , ,

la base comprises entre 2,5 et 1 s en sortie de colonne “D. Ces valeurs sont plus élevées que

celles obtenues avec des modulateurs cryogéniques ou avec d’autres types de modulateurs

fluidiques.
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TIC, UA, x 108
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Temps de rétention, min

Figure 3.12. Chromatogramme 1D modulé du n-nonane obtenu avec le modulateur fluidique décrit par
Franchina et coll. avec une détection par spectrométrie de masse, d’apres [272]

La largeur des pics présente un désavantage d’un point de vue de la capacité des pics, mais
devient un avantage en ce qui concerne les fréquences d’acquisition nécessaires. Les largeurs
des pics D permettent d’utiliser des spectrometres de masse quadripolaire standard, dont les
fréquences d’acquisition maximale valent environ 20Hz. Cependant, les nouvelles
générations de MS quadripolaires peuvent posséder des fréquences d’acquisition de 50 ou

100 Hz.

Pour illustrer les performances de ce modulateur sur un échantillon réel, Franchina et coll.
[272] analysent un échantillon d’huile essentielle. Le chromatogramme obtenu est montré

dans la figure 3.13.
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Figure 3.13. Chromatogramme 2D d’une huile essentielle d’Armoise obtenue avec le modulateur décrit par
Franchina et coll.,, d’apres [272]

Pour étudier I'effet de la modulation, le méme échantillon est également analysé par GC 1D
en utilisant la colonne de la 'D seule, a des débits de 0,4 ml/min et de 0,65 ml/min. Les
rapports signal/bruit, RSB, sont comparés pour ces expériences. Pour les 15 COV présentés
dans I'article, le RSB est plus élevé en GC x GC pour 14 des 15 molécules. Les RSB sont en
moyenne 3,7 fois plus grands par rapport a la GC 1D a 0,4 ml/min et 2,5 fois plus grands par
rapport ala GC 1D a 0,65 ml/min.

3.2.4 Conclusion sur la partie bibliographique

Cette partie a tout d’abord montré l'intérét de la GC x GC comme méthode d’analyse
d’échantillons complexes. Utiliser deux colonnes de chromatographies couplées par un
modulateur permet d’augmenter I'espace de séparation disponible dans des proportions
inatteignables avec une seule colonne. Cela est possible parce que le modulateur
échantillonne et isole les composés élués de la D tout en les réinjectant dans la ’D, de nature
de phase différente a celle de la 'D, de maniére séquentielle et répétée. En plus d’augmenter
I'espace de séparation disponible, la GC x GC permet d’améliorer les limites de détection et

d’obtenir des chromatogrammes ordonnés.
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Malgré ces différents avantages, la GC x GC n’a pas beaucoup été utilisée pour 'analyse de
I'air expiré, comme nous I'avons montré dans |'étude de la littérature. La description des
avantages de la GCx GC justifie néanmoins l'intérét d’analyser l'air expiré avec cette
technique. A partir de la description rapide du fonctionnement des modulateurs, le choix de

I'architecture décrite par Franchina et coll. en 2016 [272] a été justifié.

La partie suivante décrira la mise en place de ce modulateur au sein du laboratoire et les
premiers essais effectués sur des mélanges simples de COV. Ces premiéres analyses seront
suivies de résultats qui démontreront la possibilité de coupler des injections par TD a ce type
de modulateur. Ensuite, nous utiliserons ce modulateur pour analyser des échantillons d’air
expiré et les comparer rapidement aux résultats obtenus pour I'analyse du méme échantillon

par GC 1D.

Pour finir, nous étudierons la robustesse de ce modulateur. Cette étude montrera la grande
influence de faibles variations des parametres de modulation sur les performances du
modulateur. Cela fera ressortir un des problemes des modulateurs fluidiques en général :

I'interdépendance des facteurs qui complexifie I'amélioration des performances.
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3.3 Résultats expérimentaux

3.3.1 Matériel et méthode

3.3.1.1 Instrument de GC-MS

Un systeme de GC-MS fourni par Perkin Elmer a été utilisé. Le modele du GC est Clarus 500 et

le modele du MS est Clarus 560.

3.3.1.2 Mélange de molécules standards
Un mélange de 4 molécules test, appelé mix 4, a été obtenu en mélangeant a volume égal du
n-pentane, du n-heptane, du n-octane et du toluene. Ces molécules ont été fournies par

Sigma-Aldrich et ont des puretés supérieures a 99,9 %.

Un mélange gazeux de benzene, toluéne, éthylbenzene et o-xyléne a une concentration de
500 ppb dans de 'azote a été fourni par Air Liquide. Ce mélange est stocké dans une bouteille

Sous pression.

3.3.1.3 Prélevement d’air expiré
L'air expiré a été prélevé en utilisant le systeme ReCIVA d’owlstone medical. Un litre d’air de
fin de respiration a été prélevé sur quatre tubes de TD en paralléle en utilisant les parametres

standards de I'appareil.

3.3.1.4 Injection en voie liquide
Pour l'injection du mélange de molécules tests, I'injecteur liquide est utilisé en mode split.
L'injecteur est chauffé a 200 °C et un split de 200 est utilisé. Une seringue de 500 nl permet

I'injection manuelle de 100 nl de mix 4.

3.3.1.5 |Injection par thermodésorption

Un appareil de TD Turbo Matrix 350, Perkin Elmer, a été utilisé. Le prélevement des
échantillons a été effectué sur des tubes contenant du Tenax TA, fournis par Supelco. Pour
injecter les échantillons prélevés sur les tubes, ces derniers sont chauffés a 300 °C en 3s
pendant 5 min avec un débit de désorption de 40 ml/min. L'échantillon est refocalisé sur un
piege froid contenant du Tenax a une température de -25 °C. Puis le piege est chauffé a
300 °C pendant 10 min. Le débit de désorption est constitué de 'outlet split, envoyé vers

I"évent, qui vaut 20 ml/min additionné du débit envoyé vers la colonne.
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L’ensemble du chemin analytique, c’est-a-dire toutes les pieces du TD en contact avec les
analytes, est chauffé a 200 °C et la ligne de transfert entre le systeme de TD et le four de

chromatographie est chauffée a 210 °C.

3.3.1.6 Modulateur

Pour fabriquer le modulateur, le matériel suivant est utilisé. Les tés 1/16” en inox et de
diamétre interne 0,25 mm ont été fournis par Supelco ainsi que les tubulures en inox de 0,25
mm et de 0,51 mm de diameétre interne et de diameétre externe 1/16”. Des férules 1/16” en
inox sont utilisées pour connecter les tubulures en inox aux tés et des férules fs1.4-5 fournies
par VICI sont utilisées pour connecter les colonnes aux tés. Un régulateur de pression
Bronkhorst QP-600-10KG-AAD, est utilisé pour réguler la pression en °D. Une vanne trois
voies, Parker, 009-0269-900, est utilisée pour controler la direction du flux dans le
modulateur. La vanne et le controleur de pression sont contrélés par un DAQ, lui-méme
contrélé par le programme LabVIEW permettant de fixer la pression en D et le temps de

basculement entre chaque position de la vanne trois voies.

3.3.1.7 Parameétres de GC-MS

Une colonne de type 5ms, 30 m, 0,25 mm de diamétre interne et 0,250 um d’épaisseur de
film de phase stationnaire, Supelco, est utilisée. La pression en téte de colonne est de 70 kPa.
Le gradient est le suivant: 50 °C pendant 5 min, puis 5°C/min jusqu’a 300 °C puis
300°pendant 5 min. Le spectrométre de masse a une fréquence d’acquisition de 4 Hz sur la

gamme de m/z comprise entre 20 et 200.

3.3.1.8 Parameétres de GC x GC-MS

La colonne de D est de type 5ms, 30 m, 0,25 mm de diameétre interne et 0,250 um de phase.
En 2D une colonne de type WAX, Supelco, de 5 m, 0,25 mm de diamétre interne et 0,250 pum
d’épaisseur de film de phase stationnaire est utilisée. Elle a été prélevée dans une colonne de
30 m. La pression en téte de 'D est de 89,5 kPa. La fréquence d’acquisition du MS est de

20 Hz sur une gamme de m/z comprise entre 20 et 200.
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3.3.2 Duplication du modulateur

3.3.2.1 Mise en place du modulateur

Nous avons reproduit le montage décrit par Franchina et coll. [272] dans le GC disponible au
sein du laboratoire. Dans I'article, il est écrit que des capillaires, «uncoated column», sont
utilisés pour les branches A et B du modulateur. Pour faciliter les connexions et la
manipulation, nous avons remplacé les capillaires par des tubulures 1/16” en acier
inoxydable, moins fragiles. Afin d’obtenir plus de latitude lors de I'installation du modulateur,
nous avons remplacé le capillaire de la branche B, composé d’une portion de tube de 10 cm
de long et de 0,25 mm de DI et d’'une portion de tube de 19 cm de long et de 0,18 mm de
diamétre interne dans la publication, par une unique portion de tube de résistance fluidique

identique de 80 cm de long et de 0,25 mm de DI.

La portion la plus longue de la branche du modulateur facilite également la mise en place de
celui-ci dans le four de GC. La vanne est située a l'extérieur du four avec le contréleur de
pression et la boucle d’échantillonnage est située a l'intérieur du four. Les deux branches
passent par des orifices du four de GC prévu pour la ligne de transfert du TD et un injecteur
supplémentaire. Méme si ce montage est simple a fabriquer, toutes les piéces a faire rentrer

dans le four de GC prennent de la place.

Pour contrdler le temps pour chaque position de vanne et la pression imposée par le
contréleur de pression, un petit montage électronique a été dupliqgué. Ce montage existait
déja pour d’autres expériences au sein du laboratoire. Afin de contréler le montage
électronique, nous avons utilisé un programme LabVIEW. Il permet de gérer le temps que
passe la vanne dans chaque position et la tension appliquée au contréleur de pression. La
pression est directement proportionnelle a la tension imposée au contrbleur de pression. Une

capture d’écran du programme LabVIEW est présentée dans la figure 3.14.
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Flush Fill
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Figure 3.14. Tableau de bord du programme labView utilisé pour controler les parameétres du modulateur

3.3.2.2 Premiers résultats sur mélange de molécules simples

Afin de tester le montage mis en place, nous avons effectué des premieres expériences avec
le mélange mix 4 qui contient du pentane, de I'heptane du toluéene et de l'octane. Ces
molécules possédent respectivement des températures d’ébullition de 36 °C, 98 °C, 111 °C et
125 °C. Le pentane, I'heptane et I'octane présentent la méme polarité et seront donc peu
retenus sur la D alors gue le toluene, un peu plus polaire sera plus retenu par la colonne

WAX.

Le mélange mix 4 est injecté en phase liquide, grace a l'injecteur liquide dans les conditions
décrites dans la partie matériel et méthode. Le premier chromatogramme 1D modulé obtenu

par GC x GC-MS au sein du laboratoire est montré dans la figure 3.15.

Octane

Pentane Heptane

TIC, UA, x 10°
N O oo

| S
Ht,'/ Tolueéne
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!

Temps de rétention, min

Figure 3.15. Chromatogramme modulé 1D obtenu avec le systéme de modulation fluidique pour I'injection
d’'un mélange de pentane, heptane, octane et toluene. Four GC en isotherme a 125 °C. Autres conditions
dans la partie expérimentale.

La figure 3.16 présente plus spécifiquement le chromatogramme ionique extrait du rapport

m/z = 91. Il montre plus précisément un des pics ’D qui correspond au toluéne, aux alentours
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de 6,6 min. Le pic °D est montré en entier a gauche et un agrandissement de la base du pic

est montré a droite. La largeur a la base du pic vaut environ 0,03 min soit environ 1,8 s.
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Figure 3.16. Chromatogramme ionique extrait du rapport m/z = 91 qui montre la largeur d’un pic 2D du
toluene dans le chromatogramme modulé 1D. Un agrandissement de la base du pic est montré a droite
pour caractériser la largeur du pic a la base

Le modulateur reproduit au sein du laboratoire, basé sur les travaux de Franchina et coll,,
permet donc de retrouver des résultats similaires a ceux publiés dans l'article [272]. Ce
montage permet d’effectuer des analyses par GC x GC-MS, avec un chromatographe standard
et un spectrometre de masse quadripolaire basse fréquence. La fréquence d’acquisition de
20 Hz et la largeur des pics est de I'ordre de la seconde ce qui conduit a plus de 20 spectres
par pic. Le débit de la °D, autour de 4 ml/min, est compatible avec la pompe a vide standard
fournie avec le spectrométre de masse. Ce genre de modulateur peut donc s’installer sur

guasiment tout systéeme de GC-MS standard.

3.3.3 Couplage de la thermodésorption et de la GC x GC-MS

A notre connaissance, ce type de modulateur n’avait encore jamais été couplé avec un
systeme d’injection par TD [272,301,302]. Pour vérifier la compatibilité entre ce systéeme
d’injection et ce type de modulateur, un échantillon de BTEX a été prélevé sur un tube de TD
et injecté selon les parameétres décrits dans la partie matériel et méthode. En effet, I'injection
de [I"échantillon refocalisé sur le piege froid nécessite un débit minimum. Le

chromatogramme 1D modulé obtenu est présenté dans la figure 3.17.
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Figure 3.17. Chromatogramme 1D modulé des BTEX obtenu apreés injection par TD

Le chromatogramme obtenu montre la possibilité de coupler une injection TD a ce systeme
de GC x GC. Il faut cependant rester vigilant quant a la quantité finale de matiére injectée
dans la colonne de chromatographie. En effet, le débit dans le 'D est d’environ 0,4 ml/min.
Comme expliqué précédemment, un débit minimum de désorption du piege froid est
nécessaire pour injecter efficacement des bandes de solutés étroites dans la colonne. Une
partie du débit est envoyé vers la colonne et le reste est envoyé vers I'évent, split. Dans la
configuration GC x GC-MS, le débit envoyé vers la colonne D est inférieur aux débits utilisés
pour des séparations 1D. Cela signifie donc que moins de matiére est injectée en téte de
colonne dans le cas d’une séparation 2D par rapport a une séparation 1D. Les débits utilisés
en GC 1D sont de I'ordre de 1 ou 2 ml/min. Cela signifie donc qu’entre 2 et 5 fois moins de
matiere est injectée en GC x GC par rapport a la GC 1D ce qui peut limiter le gain en

détectabilité de la GC x GC par rapport a la GC 1D.

3.3.4 Analyse d’air expiré avec le modulateur reproduit

3.3.4.1 Analyse d’air expiré par GC x GC-MS

Un échantillon réel d’air expiré a été injecté dans ce systeme d’analyse par GC x GC-MS pour
étudier l'intérét de cette approche. L'échantillon a été prélevé au moyen de I'appareil ReCIVA

fabriqué par Owlstone. Le chromatogramme 2D obtenu est présenté dans la figure 3.18.
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Figure 3.18. Chromatogramme 2D obtenu pour I'analyse d’air expiré d’une personne saine avec le systéeme
de GC x GC-MS présenté dans la partie précédente, le signal avant 10 min et aprés 50 min n’est pas
présenté, car il ne contient pas de pics. Les cing pic les plus intenses sont numérotés et sont utilisés plus
tard pour une comparaison avec la GC-MS. llIs correspondent respectivement a I'acétone, au 1-hexene, a
I'acétate d’isopropyl, au toluéne et au tridécane

Cette expérience montre que le systeme de modulateur fabriqué peut étre utilisé pour
analyser de I'air expiré. La GC x GC présente un intérét spécifiquement pour les molécules qui
possedent des temps de rétention compris entre 10 et 15 min. L'utilisation de la GC x GC
permet la levée des coélutions observées pour de nombreuses molécules. Ce phénoméne est
discuté plus en détail ci-apres grace a la comparaison de la séparation 2D avec une séparation

1D.

3.3.4.2 GCx GC-MS et GC-MS pour I'analyse des COV exhalés, comparaison

3.3.4.2.1 Analyse par GC-MS

La publication [272] qui décrit le fonctionnement du modulateur que nous avons dupliqué
comparait ses performances a la GC 1D. Cependant, les débits utilisés pour la GC 1D se
situent en dehors des gammes recommandées. Les deux expériences sont réalisées avec des
débits de 0,4 et 0,65 ml/min. Pour comparer plus scrupuleusement la GC x GC a la GC, nous
avons analysé I'échantillon précédent par GC-MS simple avec une pression en téte de colonne
de 75,9 kPa, ce qui correspond a un débit de 1,3 ml/min a 50 °C. Ce débit est plus adapté que
les débits utilisés par Franchina et coll pour une séparation 1D. Le chromatogramme obtenu

est montré dans la figure 3.19. Comme le split était fixé a 20 ml/min pour la TD lors de
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré

I'injection en GC et en GC x GC, les quantités de matieres injectées different dans les deux

expériences.

3.3.4.2.2 Modulation des COV tres légers
Dans le chromatogramme 1D obtenu par GC-MS présenté dans la figure 3.19, de nombreux
pics sont observés entre 2 et 4 min mais ils ne sont pas du tout résolus. Ainsi la GC x GC

présente bien des avantages pour I'analyse de ce type d’échantillon.
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Figure 3.19. Chromatogramme d’air expiré obtenu par GC-MS. Il s’agit du méme échantillon que celui
analysé par GC x GC

Comme le montre le chromatogramme, dans les conditions analytiques choisies de nombreux
pics ont des temps de rétention compris entre 1,5 et 4 min dans le chromatogramme 1D. Le
pic numéro 4 a 3,2 min correspond au toluene. Cela signifie donc que les pics élués avant
3,2 min correspondent a des molécules qui possedent des températures d’ébullition
inférieures a celle du toluéne, c’est a dire inférieure a 110 °C. En effet, la colonne utilisée, de
type 5ms, sépare, en premiere approximation, les composés en fonction de leur température
d’ébullition. Dans le chromatogramme obtenu par GCx GC, le toluéne a un temps de
rétention en 'D de 14,45 min. Comme le montre le chromatogramme 2D, tous les composés

avec un temps de rétention inférieur a 15 min sont modulés correctement. Ainsi, méme les
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COV tres légers sont modulés correctement en utilisant un modulateur fluidique, ce que ne

permet pas forcément |'utilisation de modulateurs cryogéniques.

Selon le systéeme de refroidissement utilisé avec un modulateur cryogénique, tous les COV ne
peuvent pas étre modulés. Méme en utilisant un systéme a base de N, seul les COV a partir
de C3sont modulés[294]. Ces systemes sont plus compliqués et surtout treés consommateurs

en fluides cryogéniques.

En utilisant le modulateur fluidique, tous les COV sont modulés, sans aucune limitation liée a

la volatilité [294]. La figure 3.20 montre le chromatogramme 1D modulé de |'acétone, il
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illustre bien les capacités du modulateur fluidique a moduler des composés tres volatils.

Figure 3.20. Chromatogramme ionique extrait de m/z = 58 1D modulé montrant les pics 2D de I'acétone
contenue dans I'échantillon d’air expiré analysée par GCGCMS

Cette possibilité de moduler des COV tres légers avec un modulateur simple et sans fluides
cryogéniques établit de maniere non équivoque la supériorité du modulateur fluidique sur les
modulateurs cryogéniques dans le cas de I'analyse de l'air expiré. En effet, cet échantillon
contient de nombreux composés trés volatils. Les chromatogrammes montrés dans la figure
3.18 et la figure 3.19 ne contiennent pas de COV plus légers que l'acétone a cause de
I'adsorbant utilisé pour le prélevement. En effet, le Tenax ne permet pas de piéger des
composés plus légers. Cependant, des COV plus légers que I'acétone sont décrits dans |'air

expiré [213].

3.3.4.2.3 Comparaison entre la GC et la GC x GC
Pour comparer soigneusement I'effet du modulateur sur le rapport signal/bruit, RSB, par

rapport a la GC 1D, le méme échantillon que celui analysé en GC x GC a été analysé par GC
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Chapitre 3 : Chromatographie intégralement bidimensionnelle pour 'analyse de I'air expiré

avec une pression de 70 kPa, ce qui correspond a un débit de 1,3 ml/min, plus adapté que les
conditions utilisées par Franchina et coll. Le chromatogramme obtenu a déja été présenté

dans la figure 3.19.

Dans l'article qui décrit le fonctionnement du modulateur que nous avons utilisé, une
comparaison avec la GC 1D est effectuée [272]. Deux débits sont utilisés, 0,4 ml/min et
0,65 ml/min. Ces débits valent moins que les valeurs recommandées pour une colonne de
30 m de long et de diametre interne 0,25 mm. La comparaison avec la GC a un débit de
0,4 ml/min présente un intérét car elle permet de déterminer l'intérét du processus de
modulation. En effet, c’est le débit la colonne 'D dans le montage 2D. La comparaison avec la
GC 1D a un débit de 0,65 ml/min n’est pas représentative du fonctionnement normal d’une
colonne de ces dimensions. Pour ces dimensions de colonne, des débits compris entre 1,3 et
2 ml/min sont le plus souvent recommandés. Un débit plus faible peut entrainer un
élargissement des pics. Cette comparaison pourrait donc surestimer la capacité du
modulateur a améliorer le RSB par rapport a une séparation monodimensionnelle effectuée

dans des conditions standards.

Les RSB et les intensités des cing pics les plus intenses ont été comparés entre la GC a
1,3 ml/min et la GC x GC. Ces cing pics sont numérotés dans le chromatogramme 1D, montré
dans la figure 3.19 et également dans le chromatogramme 2D, présenté dans la figure 3.18.
Pour chacun descing pics, le m/z le plus intense a été utilisé pour calculer le RSB. Pour chacun
des cing COV, les chromatogrammes ioniques extraits 1D obtenus par GC-MS et les
chromatogrammes 1D modulés obtenus par GC x GC-MS sont montrés, ainsi que les RSB dans
la figure 3.21 et la figure 3.22. Pour la séparation 2D, le RSB du pic D le plus intense a été

utilisé.
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Figure 3.21. Comparaison des intensités des pics et des RSB, entre la GC et la GC x GC des composés 1, 2, et
3. Pour une meilleure lisibilité, les chromatogrammes sont les chromatogrammes ioniques extraits de I'ion
le plus intense pour chaque composé
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Figure 3.22. Comparaison des intensités des pics et des RSB, entre la GC et la GC x GC des composés 4 et 5.
Pour une meilleure lisibilité, les chromatogrammes sont les chromatogrammes ioniques extraits de I'ion le
plus intense pour chaque composé.

Pour les cing molécules étudiées, les RSB et I'intensité des pics sont a chaque fois du méme
ordre de grandeur en GC 1D et en GC x GC. Pour le pic 1 et le pic 3, les RSB sont plus de deux
fois meilleurs en GC x GC par rapport a la GC 1D. Pour les pics 2 et 4 les RSB sont un peu
meilleurs en GC. Pour le pic 5 les RSB sont quasiment identiques. Il faut cependant rappeler
que dans le cas de la GC x GC la quantité de matiére injectée par TD est plus faible, d’un

facteur trois environ, a cause du débit dans la colonne comme expliqué précédemment.

Par rapport aux résultats publiés par Franchina et coll., I'amélioration du RSB en GC x GC par
rapport a la GC semble plus limitée. Cependant, cette étude n’est réalisée que pour quelques
composés. Les résultats plus mitigés que nous avons obtenus peuvent étre expliqués par
I"utilisation de parameétres adéquats pour le débit de la colonne en GC 1D. Cette comparaison
mériterait d’étre effectuée de maniére plus systématique avec un mélange de molécules
standards plutét qu’avec des échantillons réels. De plus, le nombre de mesures demeure

faible et la variabilité n’a pas été déterminée.
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Les chromatogrammes 1D modulés obtenus en GC x GC montrent également que le nombre
de modulations par pic 'D vaut toujours plus que cing. Ce suréchantillonnage de la 'D a une
influence négative sur les RSB des pics °D car la matiére est dispersée sur un plus grand
nombre de pics. Il faudrait réfléchir a une solution pour réduire la largeur des pics 'D tout en
maintenant une perte de charge constante dans la colonne de D. Cependant comme le

changement d’un parameétre a une influence sur tous les autres, cela est compliqué.

Pour tenter d’améliorer le fonctionnement de ce modulateur, la prochaine partie est dédiée a

I"étude des parametres de modulations au moyen de plans d’expériences.

3.3.5 Etude de la robustesse du modulateur fluidique

Spécialement dans le cas de I'architecture de modulateur qui a été utilisée peu de travaux
étudient les parameétres importants et la stabilité des performances lors d’un écart au point
de fonctionnement idéal. La majorité des articles propose des architectures qui fonctionnent
[301,302], avec des ajustements de parametres a la marge, sans vraiment expliquer la
maniere dont le point de fonctionnement a été trouvé. Pour tenter de mieux comprendre le
fonctionnement de ce modulateur, un travail d’étude de la robustesse a été effectué par
Mohamed Bensifia dans le cadre de son stage de master 2. Cette partie présente les résultats
gu’il a obtenus durant son stage. Ce stage a eu lieu a I'ESPCI alors que les données
précédentes ont été obtenues au CEA Grenoble. Cela explique la premiére partie du travail

qui a consisté a retrouver un point de fonctionnement sur un autre systeme d’analyse.

3.3.5.1 Adaptation des paramétres pour une détection FID

Une premiere adaptation du dispositif s'est révélée nécessaire parce que le MS disponible
pour ces essais ne supportait pas le débit du modulateur. Pour obtenir des résultats plus
fiables, il a été choisi d’utiliser un FID. Comme le FID est a pression ambiante et que le MS est
sous vide, cela influence le débit dans les colonnes et donc le processus de modulation. Le
chromatogramme 1D modulé que nous avons obtenu en utilisant les parametres de |'article

de Franchina et coll. [272] en utilisant un FID est montré dans la figure 3.23.
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Figure 3.23. Chromatogramme 1D modulé montrant le pic D du n-nonane, en utilisant les conditions de
modulations de Franchina et coll., mais avec un FID, injection en voie liquide, gradient de 40 °C a 250 °C,
10 °C/min.

Le chromatogramme présenté dans la figure 3.23 montre bien que les parametres du
modulateur fonctionnent uniquement lorsque le détecteur est un spectrometre de masse et
pas lorsqu’un FID est utilisé. En utilisant un FID, le pic °D est large, non symétrique, et le
pic 1D n’est pas échantillonné correctement. La forme des pics n’a absolument rien a voir

avec ceux montrés dans la figure 3.12 ou la figure 3.15.

Comme le FID est & pression ambiante, le débit dans la colonne D est plus faible. Cela signifie
que lors de l'injection du contenu de la boucle d’échantillonnage dans la colonne de D le
débit et donc la vitesse linéaire dans la boucle d’échantillonnage sont également plus faibles.
Ainsi, ces conditions ne doivent pas permettre d’injecter entierement le contenu de la boucle
d’injection, ce qui explique I'allure du chromatogramme 1D modulé montré dans la figure

3.23.

Pour tenter de trouver un nouveau point de fonctionnement, un plan d’expérience a été fait.
Trois facteurs ont été choisis : la pression en 'D, le temps de modulation et la pression en téte
du modulateur. Trois niveaux ont été choisis pour chaque facteur et sont présentés dans le
tableau 3.2. La modulation possede deux valeurs qui correspondent a la position remplissage
et injection respectivement. Le deuxieme niveau représente les valeurs au centre du domaine

expérimental. Le plan utilisé est de type factoriel complet 2° avec trois points au centre.

152



©oo~NOUAWNRE m
(%)
L

(R
= O

Tableau 3.2. Facteurs et niveaux utilisés pour le plan d’expérience pour déterminer des parameétres de
fonctionnement du modulateur

Niveau (grandeur codée)  Pression D, kPa Modulation, A/B, s Pression °D, kPa
-1 90 3/0,4 60
0 110 4,5/0,7 70
1 130 7/0,9 90

Les réponses utilisées pour déterminer |'efficacité de la modulation sont le nombre de
modulations par pic D, Ia largeur du pic ’D et I'intensité du pic de butyle butyrate (injection
liquide de 1 ul d’un échantillon a 100 mg/I). Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau 3.3.

Tableau 3.3. Matrice d’expériences du plan d’expériences avec les valeurs obtenues pour les différentes
réponses choisies

Largeur pic ’D

Pression'D  Modulation Pression D  Modulations par pic (s) Intensité pic °D
%) x| X} 4 3,4 610°

-1 1 -1 4 3,4 1,3 10°
1 A 1 2 7 3,510°
0 0 0 2 5,2 1,7 10°
B 1 1 4 0,9 310°

1 -1 -1 2 3,4 2,7 10°
1 1 =) 1 3,4 1,7 10°
0 0 0 2 5,2 2,4 10°
Sl il 1 9 0,64 1,15 10°
1 1 1 1 7 3,6 10°
0 0 0 2 5,2 1,9 10°

Les largeurs de pic observées correspondent souvent a la période de modulation. C'est le cas
pour les essais 1 a 4,5 a 8 et 10 et 11. Lorsque ce phénomeéne se produit, le modulateur
n’arrive pas a séparer les fractions les unes des autres et les pics °D se recouvrent. La largeur
de pic annoncée correspond alors a la période de modulation mais elle est en réalité plus
grande. Ainsi, parmi les dix expériences effectuées, huit ne permettent pas d’observer une
modulation correcte des pics 1D. Cela ne permet pas d’exploiter ce plan d’expérience de

maniere conventionnelle ni de calculer des effets pour chaque parameétre étudié.

Un unique jeu de facteurs fournit une modulation acceptable, il s’agit de I'essai 9. C’est I’essai
pour lequel le pic °D est le plus fin et I'intensité du pic la plus élevée. Cela correspond a une
pression en 'D de 90 kPa, d’une période de modulation de 3,4 s et d’une pression °D en téte

du modulateur de 90 kPa. La pression plus élevée en ’D doit permettre de vider la boucle
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d’échantillonnage. Cependant, ces parametres de modulation entrainent un
suréchantillonage du pic de 'D. Uessai 5 n’est pas retenu car I'intensité du pic est faible
malgré un échantillonnage correct du pic 1D. Une fuite doit avoir eu lieu lors de la

modulation.

Un exemple de chromatogramme 1D modulé obtenu dans les conditions de l'essai 9 est

montré dans la figure 3.24.
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Figure 3.24. Chromatogramme 1D modulé du butyle butyrate obtenu avec les nouvelles conditions de
modulation déterminées grace au plan d’expérience

Le plan d’expérience a donc permis de déterminer de nouveaux parametres de modulation
pour utiliser un FID a la place du spectrométre de masse. La pression plus grande en téte du
modulateur permet d’augmenter le débit et la vitesse linéaire dans la boucle
d’échantillonnage. Ainsi, la fraction prélevée dans la boucle d’échantillonnage est injectée

entierement dans la °D.

Ce plan d’expérience illustre également la difficulté d’améliorer le fonctionnement du
modulateur. La pression en téte de modulateur modifie I'efficacité de séparation en °D et la
compatibilité avec les détecteurs. Mais la pression en téte du modulateur a également un
effet sur 'injection du contenu de la boucle d’échantillonnage dans la °D et la vitesse linéaire,
c’est-a-dire sur I'efficacité de séparation, dans la 'D. Cela signifie donc que lorsque la pression
en D est modifiée, il peut étre également intéressant de modifier le temps de modulation, la
pression en D, Ia longueur de la boucle d’échantillonnage et la perte de charge dans les

branches A et B du modulateur. L'interdépendance des paramétres complique grandement
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I’'amélioration du fonctionnement du modulateur. De fait, cela illustre également I'intérét des

plans d’expériences pour ces investigations.

3.3.5.2 Etude de la robustesse des paramétres de modulation

Les différents résultats publiés dans la littérature [272,301-303] et les résultats présentés
dans l'expérience précédente laissent penser que la gamme de fonctionnement du
modulateur utilisé est limitée. Pour vérifier cela, la robustesse des parametres de
modulations a été étudiée. La robustesse est définie comme la capacité d’une méthode
analytique a rester inchangée lorsque des petites variations dans les conditions
expérimentales se produisent. Dans le cadre d’une étude de robustesse, les variations des
parametres sont faibles de maniere a simuler ce qui pourrait se passer en cas de transfert de

la méthode dans un autre laboratoire par exemple.

Les parameétres de modulation ont donc été légerement modifiés pour étudier I'influence de
cette modification sur les performances au moyen d’un plan d’expérience. Les facteurs
utilisés sont les mémes que ceux de la partie précédente. Les variations représentent entre 2
et 4 % pour la pression en 'D et la période de modulation et entre 5 et 8 % pour la pression en

2 . e . N ,
D. Les niveaux utilisés pour chague parametre sont montrés dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4. Facteurs et niveaux utilisés pour le plan d’expériences pour I'étude de la robustesse des
parameétres de modulations

Coordonnées réduites P 'D, kPa Période de modulation  Pression °D, kPa
-1,63 86,73 3,23 82,4

-1 88 3,3 86,5

0 90 3,4 90

1 92 3,5 94,5

1,63 93,26 3,56 97,2

La matrice d’expérience ainsi que les résultats associés sont présentés dans le tableau 3.5. Il

s’agit d’un plan composite centré.
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Tableau 3.5 Matrice d’expériences du plan d’expériences utilisé pour I'étude de la robustesse avec les
valeurs obtenues pour les différentes réponses choisies

Facteurs Réponse

Essai Pression 'D Modulation Pression Modulation Largeur pic’D,s  Intensité
D par pic pic °D

1 1 1 -1 8 0,81 1,2 10°
2 -1 1 1 Aucun pic ND ND
3 -1 -1 -1 8 1,2 4,510’
4 1 -1 1 9 0,9 7,4 10°
5 0 0 8 0,63 1,4 10°
6 0 0 0 9 0,63 2,110°
7 0 0 0 9 0,55 8,110’
8 1 -l -1 8 3,3 1,2 10°
9 -1 1 -1 10 0,82 1,9 10°
10 1 1 10 0,4 2,210°
11 0 0 0 10 0,63 1,4 10°
12 -1 -1 1 Aucun pic ND
13 0 -1,63 0 Aucun pic ND
14 0 1,63 0 Aucun pic ND
15 1,63 0 0 6 0,78 3,710°
16  -1,63 0 0 12 0,47 1,6 10°
17 O 0 0 8 0,55 3,710°
18 0 0 1,63 Aucun pic ND ND
19 0 0 0 8 0,51 3,6 10°
20 O 0 -1,63 7 3,4 3,810°

Les résultats présentés dans le tableau 3.5 montrent que des changements minimes de
parametres ont une réelle influence sur la modulation au point que dans certains cas plus
aucun pic n'est observé. Cependant, pour des répétitions des mémes facteurs, comme pour
les essais 5, 6, et 7, nous observons une variabilité. Pour le moment, les résultats publiés dans
la littérature avec ce modulateur ne comportent pas de données sur la variabilité ce qui n’est

pas bon signe. Ces premiers travaux méritent donc d’étre approfondis.
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3.4 Conclusion du chapitre

La description du fonctionnement de la GC x GC et de ses avantages, espace de séparation
plus grand, meilleure limite de détection, organisation des chromatogrammes, a justifié
I'intérét de cette méthode analytique pour I'analyse de l'air expiré. Malgré ces différents
avantages, la GC x GC reste pour l'instant peu utilisée dans ce domaine. Cependant, 'intérét

pour la GC x GC va croissant comme le montrent les résultats déja publiés en 2018.

La description de nos contraintes et du mode de fonctionnement des différentes familles de
modulateurs a justifié le choix d’une architecture nouvellement décrite dans la littérature
basée sur un processus de modulation fluidique. Cette architecture simple et facilement
miniaturisable a été reproduite au sein de notre laboratoire et testée avec des mélanges de
molécules simples. Le couplage avec une injection par TD a été montré, ainsi que la
compatibilité avec des systemes de GC-MS standard. Une comparaison de cette méthode de
GCxGC a une séparation de GC simple a démontré que ce modulateur permet bien
d’augmenter I'espace de séparation. Cela est spécialement utile pour les COV légers présents
dans lair expiré qui sont difficilement modulés avec des modulateurs cryogéniques.
Cependant, l'augmentation des RSB semble plus limitée que dans le cas des modulateurs

cryogéniques, probablement en raison de I"utilisation du TD.

L’étude de la robustesse du processus de modulation, au moyen de plans d’expériences, a
montré que si 'architecture du modulateur est simple, le processus de fonctionnement et
d’optimisation du modulateur est complexe. Cependant, une fois les parametres du
modulateur fixés, il serait miniaturisé et destiné a des analyses de routine. Ce modulateur
reste encore mal caractérisé. A notre connaissance peu d’études de la variabilité existe.
L'utilisation de plans d’expériences pour la nécessaire amélioration des conditions de
fonctionnement de ce modulateur semble adaptée au vu de I'interdépendance des différents

facteurs impliqués.
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4 Utilisation de la GC X GC et du
micropréconcentrateur sur des cas réels

4.1 Introduction

Nous avons décrit I'intérét des uPC et de la GC x GC dans les deux chapitres précédents, ainsi

que les dispositifs mis en place au sein du laboratoire utilisant ces deux techniques. Dans ce

chapitre nous illustrerons I'intérét de ces méthodes pour I'analyse de I'air expiré.

Dans une premiére partie, nous décrirons les travaux effectués sur une maladie métabolique,
la phénylcétonurie. Nous avons analysé I'espace de téte d’urine et Iair expiré d’une patiente.
Dans une deuxieme partie, nous décrirons I'utilisation du uPC pour la détection de marqueurs
de tabagisme dans l'air expiré de six personnes. Le pUPC servira également pour suivre la
cinétiqgue de ces marqueurs chez une personne. Enfin, dans une derniére partie, nous
montrerons les travaux effectués pour le développement d’un échantillonneur d’air expiré

compatible avec le uPC.

4.2 Recherche de marqueurs de la phénylcétonurie dans 'air expiré
4.2.1 Introduction

La phénylcétonurie est une anomalie innée du métabolisme héréditaire. Chez les malades,
une enzyme du foie, la phénylalanine hydroxylase, fonctionne mal. Cette enzyme permet de
transformer la phénylalanine assimilée par la nourriture en tyrosine. Son dysfonctionnement
provoque une accumulation de phénylalanine chez les malades et une baisse de la
concentration en tyrosine. La phénylalanine en excés est dégradée en molécules toxiques
pour le systéme nerveux qui entrainent des retards de développement chez les enfants non
traités. Ces métabolites constituent également des marqueurs tres spécifiques a cette

maladie. Les faibles concentrations en tyrosine sont également néfastes pour les malades.

La phénylcétonurie est systématiqguement dépistée en France chez les nouveau-nés. Le
traitement consiste en un régime alimentaire extrémement pauvre en phénylalanine jusqu’a
I'adolescence. C’est un régime tres stricte qui peu provoquer des carences. Cela nécessite un
suivi trés régulier des concentrations en phénylalanine mais égalements des concentrations
d’autres acides aminés. Si le traitement est bien suivi, les personnes phénylcétonuriques ne

présente pas de retards de développement. Une fois I'adolescence terminée, le régime
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alimentaire est moins stricte et les concentrations des marqueurs augmentent alors dans le

sang et I'urine des malades.

La grossesse chez une femme phénylcétonurique nécessite également un régime alimentaire
tres strict. Les taux de phénylalanine ne doivent pas étre trop élevés pour éviter I"apparition
de métabolites toxiques pour le feetus. Cependant les taux doivent également étre assez
élevés pour éviter des carences chez la mere qui entraineraient un retard de développement
du foetus. Un contrdle strict des concentrations en phénylalanie, tyronyse et des métabolites
est donc indispensable et nécessite des analyses trés régulieres. Une analyse qui permettrait
d’assurer le suivi de ces composés dans I'air expiré durant I'enfance et la grossesse pourrait

donc présenter un intérét pour faciliter ce suivi.

Cette maladie présente plusieurs avantages dans notre cas. Tout d’abord, ses marqueurs sont
décrits, spécifiques a cette maladie et les voies métaboliques sont élucidées. Les marqueurs
sont connus pour donner une odeur aux malades, ce qui laisse penser gqu’ils sont plut6t
volatils, et leurs concentrations dans le sang et I'urine sont relativement élevées. Enfin, nos
partenaires au CHU de Grenoble suivent des personnes atteintes de phénylcétonurie. Ces
différents marqueurs peuvent étre utilisés pour le suivi des malades, ce qui est également
plus simple. Malgré ces avantages, les résultats que nous présentons dans la suite de cette

partie sont peu concluants.

Nous commencerons par décrire rapidement les marqueurs et nous montrerons que I'analyse
de ces composés demande la mise en place d’'une méthode analytique dédiée. A la suite de
cette description, nous présenterons les résultats obtenus pour vérifier la compatibilité des
WUPC avec I'analyse de ces marqueurs et quelques résultats d’analyse d’échantillons d’urine et

d’air expiré d’une personne atteinte de phénylcétonurie.

4.2.2 Structure des marqueurs
Quatre marqueurs de la phénylcétonurie sont décrits dans la littérature. La figure 4.1

présente la structure de ces quatre composés.
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Figure 4.1. Structure et nom des quatre marqueurs de la phénylcétonurie
Le tableau 4.1 présente les numéros CAS, ainsi que les pKa les températures d’ébullition et les

masses molaires de ces molécules.

Tableau 4.1. CAS, pKa et température d’ébullition des quatre marqueurs de la phénylcétonurie

CAS pKa Teb, °C Masse molaire
Phénéthylamine 64-04-0 9,8 200 °C 121,2 g/mol
Acide phénylepyruvique 156-06-9 3,3 ND 164,2 g/mol
Acide phénylacétique 103-82-2 4,3 265 °C 136,2 g/mol
Acide phényllactique 828-01-3 4 327°C 166,2 g/mol

La présence de fonctions acides et amines dans la structure de ces composés ainsi que leurs
températures d’ébullition laisse penser que ces molécules sont difficilement analysables en
GC. Cependant, des spectres de masse existent pour ces quatre composées dans la base de
données du NIST [304]. Dans la partie suivante, nous tenterons de déterminer s’il est possible

d’analyser ces molécules par GC-MS en utilisant une chimie de colonne adaptée.
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4.2.3 Analyse des marqueurs purs

4.2.3.1 Analyse par GC

Les molécules polaires qui contiennent des groupements acides ou amines sont complexes a
analyser par GC. En effet, les groupements acides et amines forment des interactions
secondaires de type liaisons hydrogene avec la phase stationnaire. Cela a comme
conséquence de déformer les pics. De plus, la formation de liaisons hydrogéne entre les
molécules augmente la température d’ébullition des composés ce qui les rend plus difficiles a

analyser par GC.

Des techniques de dérivation sont utilisées pour limiter ces problemes. Brievement, un agent
de dérivation réagit avec les composés acides. Généralement, ces agents de dérivation
permettent de greffer des silanes peu polaires sur les fonctions incriminées. Ce greffage
masque les fonctions acides et amines des molécules et empéche la formation de liaisons
hydrogenes. Les nouveaux composés formés possedent alors des températures d’ébullition
plus faibles et forment moins d’interactions secondaires avec la phase stationnaire. Cette
étape de dérivation prend du temps et apporte de la variabilité aux résultats. De plus, les
agents de dérivation sont des produits souvent toxiques. Cette méthode reste cependant tres

utilisée dans le milieu hospitalier.

Nous avons effectué des premieres analyses de ces marqueurs par GC-MS en utilisant une
colonne qui contient une phase stationnaire a base de polymeére de silphenylene équivalent a
une chimie 5% diphényle / 95% diméthyle polysiloxane. Ces résultats confirment la difficulté
d’analyser les marqueurs acides de la phénylcétonurie directement par GC. Les
chromatogrammes obtenus lors de I'injection des molécules a 100 ppm dans l'acétone sont

montrés dans la figure 4.2, la figure 4.3 et la figure 4.4.
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Figure 4.2. Pic de phénéthylamine obtenu avec la colonne 5ms. MS 4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um, 50 °C

pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 300 °C
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Figure 4.3. Pic d’acide phénylacétique obtenu avec la colonne 5ms. MS 4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um,
50 °C pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 300 °C
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Figure 4.4. Pic d’acide phényllactique obtenu avec la colonne 5ms. MS 4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um, 50 °C
pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 300 °C

Le pic de phénéthylamine traine beaucoup. Le pic d’acide phénylacétique présente une forme

caractéristique des acides analysés directement en GC avec un fronting marqué. Etrangement
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le pic d’acide phényllactique est symétrique. Cependant, le spectre de masse obtenue pour
I'acide phényllactique ne correspond pas tout a fait a celui présent dans la base de données
NIST. L'acide phénylpyruvique n’a pas pu étre détecté dans ces conditions. Lors de l'injection
de cette molécule, un pic est observé, mais le spectre de masse observé ne correspond pas a

celui du NIST.

Une colonne de chimie FFAP, c’est-a-dire du polyéthyléneglycol modifié a I'acide
nitrotéréphtalique, a été testée. Cette chimie de colonne polaire est spécialement prévue
pour I'analyse des composés acides. Les pics obtenus pour la phénéthylamine, |'acide
phénylacétique et I'acide phényllactique sont montrés respectivement dans la figure 4.5, la

figure 4.6 et la figure 4.7.
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Temps de rétention, min

Figure 4.5. Pic de phénéthylamine obtenu avec une colonne FFAP. MS 4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um, 50 °C
pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 250 °C
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Figure 4.6. Pic d’acide phénylacétique obtenu avec une colonne FFAP, MS 4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um,
50 °C pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 250 °C
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Figure 4.7. Pic obtenue pour l'injection d’un standard d’acide phényllactiqueavec une colonne FFAP, MS
4 Hz, 30 m, 0,25 mm, 0,25 pum, 50 °C pendant 1 min, 20 °C/ min jusqu’a 250 °C

La colonne FFAP ne permet pas d’améliorer la forme du pic de phénéthylamine. En revanche,
la forme du pic de I'acide phénylacétique est nettement améliorée par l'utilisation d’une

colonne FFAP.

Le temps de rétention de I'acide phényllactique est, quant a lui, étrange. En effet, au vu de la
structure de la molécule, elle semble plus polaire que I'acide phénylacétique. Les coefficients
de partage octanol/eau de ces molécules ne sont pas disponibles dans la littérature pour
confirmer cette observation de la structure chimique. Cependant, le temps de rétention de
I'acide phényllactique est inférieur au temps de rétention de 'acide phénylacétique. De plus,
le spectre de masse obtenu est différent du spectre de masse proposé dans NIST. Ce dernier

est présenté dans la figure 4.8 et le spectre de masse obtenu expérimentalement et
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correspondant au pic présenté dans le chromatogramme de la figure 4.7 est présenté dans la

figure 4.9.
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Figure 4.8. Spectre de masse obtenu par El a 70 eV de I'acide phényllactique dans le NIST
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Figure 4.9. Spectre de masse expérimental obtenu pour une injection d’acide phényllactique au laboratoire

La différence entre les deux spectres de masse se situe principalement au niveau de la masse
166. Elle correspond a I'ion moléculaire et est absente du spectre de masse expérimentale.

L'ion 121 est également absent du spectre expérimental alors qu’il est présent dans le spectre
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de la base de données. Au vu de la forme du pic de la phénéthylamine et du spectre de masse
étrange de I'acide phényllactique, nous nous sommes concentrés sur I'acide phénylacétique

pour les expériences suivantes.

4.2.3.2 Essais d’analyse des marqueurs par GC X GC

Le systeme de GC x GC décrit dans le chapitre 3 a également été utilisé pour analyser I'acide
phénylacétique. Un chromatogramme obtenu en utilisant une colonne 5ms en 'D et une
colonne WAX en °D est montré dans la figure 4.10. Il montre plus précisément le pic d’acide
phénylacétique a 46 min. L'injection est réalisée en injectant 1 pl d’une solution d’acétone a

10 ppm. Les conditions d’analyse sont précisées dans la légende du chromatogramme.

Signal, UA

6 % 10° 4

4 x 108

2 x 10°1

45 47 49
Temps de rétention, min

Figure 4.10. Chromatogramme 1D modulé du rapport m/z = 91 montrant le pic d’acide phénylacétique
obtenu avec le jeu de colonne 5ms, WAX. Modulation et MS, voir chapitre 3, gradient: 50 °C 1 min,
5 °C/min jusqu’a 230 °C, 230 °C pendant 15 min

Le pic d’acide phénylacétique, vers 46 min, est complétement déformé, comme nous
pouvions nous y attendre. Sur le chromatogramme, un autre pic non identifié vers 48,6 min,
est convenablement modulé et montre bien la mauvaise modulation du pic d’acide
phénylacétique. En effet, les colonnes de type 5ms en 'D et de type WAX en ’D ne sont pas
adaptées pour analyser des molécules acides. Nous avions d’abord utilisé ce jeu de colonnes

car il était monté sur le systeme de modulation.

Pour tenter d’améliorer ces résultats, la colonne de D a été remplacée par une colonne de
chimie FFAP. Un chromatogramme obtenu pour I'acide phénylacétique est présenté dans la

figure 4.11.
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Figure 4.11. Chromatogramme 1D modulé du rapport m/z = 91 montrant le pic d’acide phénylacétique
obtenue avec le jeu de colonne 5ms, FFAP. Pression et MS, voir chapitre 3, gradient: 70 °C, 5 °C/min
jusqu’a 230 °C; 230 °C pendant 15 min

Remplacer la colonne WAX par une colonne FFAP, permet d’améliorer la forme des pics 2D,
comme le montre la comparaison entre la figure 4.10 et la figure 4.11. Cependant, la forme
des pics de deuxieme dimension n’est tout de méme pas satisfaisante pour cette molécule car
I"utilisation de la colonne FFAP ne permet pas de compenser I'élargissement des pics entrainé
par la 'D. De plus, les pics °D restent mal résolus, ce qui peut également provenir de la boucle

d’échantillonnage du modulateur.

Nous pouvons également remarquer que le temps de rétention D change entre les deux
expériences car le gradient a été modifié entre les deux expériences. En effet, dans les
conditions de la premiere expérience, les premiers pics étaient observés a partir de 10 min

environ.

En utilisant la GC x GC, les pics de I'acide phénylacétique sont déformés, ce qui aura un
impact négatif sur les RSB. L'utilisation du systeme de GC x GC pour I'analyse des marqueurs
de la PCU ne semble pas apporter un avantage pour ces types de molécules. De maniere
générale, la GC x GC n’est pas justifiable pour la recherche d’un seul pic, a part pour
I’'augmentation du RSB. Comme notre modulateur n’améliore pas les RSB, il est donc judicieux

de rester en 1D pour cette analyse.

4.2.4 Prélevement sur Tenax
4.2.4.1 Influence du micropréconcentrateur sur la forme des pics
Les molécules acides forment des interactions secondaires. Nous avons d’abord vérifié si les

UPC permettaient de préconcentrer et d’injecter ces composés tout en conservant des
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formes de pics acceptables. En effet, |'efficacité de I'injection pourrait étre dégradée a cause
de la formation d’interactions secondaires entre |'acide phénylacétique et un ou plusieurs des

composants du uPC : capillaires, raccords, puces et adsorbant.

Nous avons utilisé 'injecteur liquide du four de GC avec le montage schématisé dans la

figure 4.12 pour doper les uPC avec les marqueurs.

Injecteur

\

Capillaire

puPC

Four \_ J

Figure 4.12. Schéma du montage utilisé pour doper les UPC avec I'injecteur liquide

1 ul d’une solution d’acide phénylacétique a 10 ppm dans I'acétone est injecté avec I'injecteur
liquide pour doper le uPC. Le contenu du pPC est ensuite injecté dans le systeme de GC-MS
comme lors d’une injection normale avec le systéme Primosamp. Le chromatogramme
obtenu lors de l'injection du contenu d’un UPC dopé avec de l'acide phénylacétique est

montré dans la figure 4.13.
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Figure 4.13. Chromatogramme ionique extrait, m/z = 91, montrant le pic d’acide phénylacétique obtenu
avec le uPC apres dopage avec l'injecteur liquide. MS : 4 Hz, Colonne FFAP, 15 m; 0,25 mm, 0,250 um,
gradient : 50 °C 1 min, 10 °C/min jusqu’a 230 °C
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La largeur a mi-hauteur du pic vaut environ 3 s ce qui correspond a peu pres a la largeur a mi-
hauteur du pic montré dans la figure 4.6 obtenue avec l'injecteur split. Cependant, |'utilisation
du puPC provoque une traine du pic, le retour a la ligne de base ne se fait pas bien. Cela peut
étre lié a I'existence d’interactions secondaire entres un des constituants de la cartouche qui
ne sont pas désactivés, capillaire en nickel, silicium, verre, raccord en acier inoxydable, et

I'acide phénylacétique.

4.2.4.2 Etude du volume de fuite

La figure 4.14 présente un schéma du montage utilisé pour étudier le volume de fuite de
I'acide phénylacétique sur une puce de Tenax. La température du four est fixée a 50 °C et
I'injecteur impose un débit constant de 1,3 ml/min pendant toute I'expérience, méme apres

I'injection.

Injecteur

~

Capillaire

uPC Capillaire

Spectrometre

K / de masse
Four

Figure 4.14. Schéma du montage utilisé pour déterminer le volume de fuite de 'acide phénylacétique sur le
uPC

Ce montage permet d’étudier en temps réel ce qui sort du pPC. Le capillaire entre le uPC et le
spectromeétre de masse a la méme perte de charge qu’une colonne de 15 m de long et de
0,25 mm de diameétre interne. Un volume important, 1 ul, a une concentration importante,
1000 ppm, est volontairement injecté pour pouvoir détecter facilement la fuite éventuelle du
composé. La figure 4.15 montre le signal obtenu et justifie que le volume de fuite de I'acide

phénylacétique n’est pas dépassé durant cette expérience.
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Figure 4.15. Signal au cours du temps des ions 91 et 136 apres dopage du UPC pour déterminer la fuite de
I"acide phénylacétique

Afin de vérifier que I'acide phénylacétique n’a pas fui du uPC pour condenser sur le capillaire
ou n'est pas resté bloqué dans le capillaire situé entre la puce et l'injecteur, le uPC est
démonté et une analyse est lancé en connectant les deux capillaires. La figure 4.16 montre le

signal obtenu lors de cette analyse.
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Figure 4.16. Signal obtenu lors de I'application d’un gradient sur le systéme utilisé pour la détermination du
volume de fuite aprés démontage du puPC MS : 4 Hz, Colonne FFAP, 15 m; 0,25 mm, 0,250 um. gradient :
50 °C 1 min, 20 °C/min jusqu’a 230 °C

Le débit vaut 1,3 ml/min dans I'expérience de la figure 4.15, ce qui signifie qu’en 136 min,
environ 180 ml d’hélium sont passés a travers le uPC sans que l'acide phénylacétique soit
détecté en sortie. Le uPC contient environ 2 mg de Tenax. Le volume de fuite de 'acide

phénylacétique est donc supérieur a 90 ml/mg a 50 °C.

Un prélevement d’un échantillon réel s’effectue a température ambiante, ce qui signifie que

le volume de fuite sur le Tenax n’est pas un probléme car il sera bien supérieur a 90 ml/mg.

4.2.5 Test sur des échantillons réels d’urine
L'urine est une des voies d’excrétion des marqueurs chez les personnes atteintes de

phénylcétonurie. La concentration des marqueurs dans |'urine est plutdét élevée, aux
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alentours de la centaine de milligrames par litre. L’analyse des acides urinaires est également
un des tests de référence. L'hopital possede ainsi des échantillons d’urine au congélateur
facilement disponible pour nous. Travailler sur I'analyse d’urine nous permettrait également
de tester Primosamp sur d’autres matrices que l'air expiré. Nous avons donc décidé de
rechercher également les marqueurs dans l'espace de téte de l'urine de personnes

phénylcétonuriques.

4.2.5.1 Etude de I'espace de téte d’une solution d’eau dopée

Pour étudier 'intérét d’analyser I'acide phénylacétique dans I'espace de téte d’urine, nous
avons commencé par analyser I'espace de téte d’une solution d’eau pure dopée avec de
I'acide phénylacétique a différentes concentrations. Pour ces expériences, nous avons utilisé
le systéme Primosamp et les uPC. 20 ml d’eau pure dopée sont chauffés dans un bécher de
25 ml a 40 °C grace a une plaque chauffante et le systeme Primosamp est fixé de maniere a
placer I'entrée de la cartouche juste au-dessus du bécher. Nous avons prélevé |'espace de
téte pendant 10 min a un débit de 25 ml/min et le contenu du pPC est ensuite analysé par

GC-MS.

L'aire de l'ion 91 est utilisée pour la quantification et I'ion 136 est utilisé comme ion de
confirmation en plus du temps de rétention. Une courbe de calibration obtenue pour ces
manipulations pour des concentrations d’acide phénylacétique comprises entre 0,1 g/l et

0,65 g/l est montrée dans la figure 4.17.
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Figure 4.17. Courbe d’étalonnage pour I'analyse de I'espace de téte d’une solution dopé avec de I'acide
phénylacétique

Le chromatogramme obtenu pour I'analyse de I'espace de téte de la solution a 0,11 g/l est

montré dans la figure 4.18.
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Figure 4.18. Chromatogrammes extraits des ions 136 et 91 montrant le pic d’acide phénylacétique obtenu
pour l'analyse de l'espace de téte d’une solution dopée. Colonne FFAP, 15m; 0,25 mm, 0,250 um.
gradient : 50 °C 1 min, 10 °C/min jusqu’a 230 °C, MS : 4 Hz,

La courbe d’étalonnage montre que I'analyse quantitative de I'acide phénylacétique dans une

solution est possible en prélevant 'espace de téte de cette solution chauffée a 40 °C. Cette
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courbe de calibration montre également qu’il est possible d’effectuer des analyses

guantitatives avec le uPC.

Le chromatogramme de la figure 4.18 montre que la limite de détection dans ces conditions
vaut environ 0,1 g/l. En effet le RSB du pic de l'ion de confirmation vaut environ 3 pour

I'analyse de I'espace de téte de la solution a 0,11 g/I.

Le chromatogramme de la figure 4.18 montre également que la forme du pic de l'acide
phénylacétique dégrade les limites de détection. La faible intensité des pics rend ce
phénomene spécialement visible. La base du pic traine beaucoup, comme le montre le non-

retour a la ligne de base, spécialement visible pour I'ion 91.

Malgré I'utilisation d’une colonne FFAP, le pic est déformé en utilisant le uPC et cela est
spécialement visible pour les signaux peu intenses. Cette traine des pics peut provenir des
raccords utilisés dans la cartouche, ou bien des capillaires utilisés dans le uPC ou bien des

matériaux utilisés pour fabriquer le uPC.

4.2.5.2 Analyse d’un échantillon réel d’urine

Les premieres expériences ont été effectuées par prélevement sur tube de TD et analysé par
GC x GC-MS. En effet, a ce moment de la these nous n’avions pas encore analysé I'effet de la
GC 2D sur les RSB et nous voulions utiliser du matériel de laboratoire pour les premieres
expériences. Nous n’avions encore jamais utilisé Primosamp en dehors du laboratoire a ce
moment-la de la thése. La figure 4.19 montre le chromatogramme 2D obtenue pour cette

expérience
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Figure 4.19. Chromatogramme 2D de I'espace de téte d’urine d’une patiente phénylcétonurique, prélevé
avec un tube et de TD et analysé par GC x GC-MS. prélevement, 10 min a 100 ml/min

Le pic indiqué par une fleche correspond a I'acide phénylacétique. Ce pic est tres large dans la
1 , ), " . 2 . ’

D et, malgré l'utilisation de la colonne FFAP en °D, la modulation ne s’effectue pas
correctement. C’est suite a ce premier résultat obtenu sur des tubes de TD que nous avons
effectué les travaux présentés auparavant sur les volumes de fuites et I'analyse de I'espace de

téte d’une solution dopé en utilisant le uPC.

Suite a ces premiers résultats, nous avons effectué une autre campagne d’échantillonnage au
CHU de Grenoble en utilisant des puPC. L'espace de téte d’un échantillon d’urine d’une
patiente phénylcétonurique a été prélevé en utilisant un pPC. La durée de la percolation est
de 20 min et correspond a 560 ml. L’échantillon est chauffé a 40 °C pendant le prélevement
au moyen d’une plaque chauffante. Le chromatogramme obtenu est montré dans la figure

4.20.

Aucun pic correspondant a l'acide phénylacétique n’a pu étre détecté dans ce

chromatogramme dans les conditions utilisées.
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Figure 4.20. Chromatogramme de I'espace de téte d’une urine de personne phénylcétonurique obtenue
par prélevement sur le uPC. MS: 4 Hz, GC: FFAP, Colonne FFAP, 15 m; 0,25 mm, 0,250 um. gradient :
50 °C 1 min, 10 °C/min jusqu’a 230 °C

Le pic d’acide phénylacétique est trés intense avec le tube de TD et I'analyse par GC x GC-MS.
Cela ne rend que plus étrange I'absence de ce pic dans le chromatogramme obtenu par

GC-MS avec le uPC, d’autant plus que le temps de prélevement est plus important avec ce

dernier.

4.2.6 Test sur échantillons d’air expiré d’une malade

4.2.6.1 Influence du prélevement sur sac Tedlar

En I'absence de systeme de prélevement spécifique, I'air expiré des malades est prélevé dans
des sacs Tedlar avant d’étre préconcentré sur les pPC. De nombreuses molécules sont
extrémement sensibles au stockage dans les sacs Tedlar et peuvent se dégrader ou s’adsorber
sur les parois du sac [305,306]. De plus lors, d’expériences préliminaires nous avons constaté
que des gouttes d’eau se formaient par condensation dans l'air. La structure de l'acide
phénylacétique laisse penser que c’est une molécule tres hydrophile qui peut étre solvaté
dans les gouttelettes d’eau qui se forment dans le sac Tedlar. La molécule peut également

réagir.

Nous avons donc effectué des expériences pour étudier I'influence du sac Tedlar lui-méme et
de I'humidité contenue dans I'air expiré sur le prélevement dans un sac Tedlar. Pour cela, 1 pl
d’une solution d’acide phénylacétique a 1 ppm dans l'acétone est injecté par voie liquide en
GC-MS et deux sacs Tedlar contenant respectivement de l'air sec et de l'air expiré sont
également dopés avec cette méme quantité d’acide phénylacétique. Le contenu de ces sacs

est ensuite transféré intégralement sur des tubes de TD en reliant le sac et le tube avec un
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bout de tuyau en teflon et injecté en GC-MS. La figure 4.21 montre les pics d’acide

phénylacétique obtenus dans les trois cas.

Les chromatogrammes ioniques extraits de la masse 91 sont présentés pour les trois
expériences. La méthode de GC-MS est identique dans les trois cas, mais une différence de
temps de rétention est observée en raison de la ligne de transfert de I'injecteur par TD qui se
situe en dehors du four. La colonne est directement connectée a I'injecteur liquide lorsque ce
dernier est utilisé. Deux fois moins de matiere est injectée avec l'injecteur liquide qu’avec le
systeme de TD en raison de la différence de split, 10 ml/min pour le TD et 20 ml/min pour

I'injecteur liquide.
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Figure 4.21. Comparaison de l'intensité du pic d’acide phénylacétique, m/z = 91, obtenue pour I'injection
de la méme quantité avec l'injecteur liquide, dopé dans un sac Tedlar contenant de I'air sec ou de l'air
expiré, MS: 4 Hz, Colonne FFAP, 15 m; 0,25 mm, 0,250 pm. Gradient : 50 °C 1 min, 20 °C/min jusqu’a
230°C
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Nous pouvons observer dans la figure 4.21 que le signal est moins intense pour le sac Tedlar
contenant de 'air expiré d’environ un facteur 4 par rapport au sac qui contient de |'air sec et
d’environ un facteur 100 par rapport a l'injecteur liquide. Le signal obtenu pour le sac Tedlar
dopé avec de l'air sec est plus intense, mais reste moins intense que le signal obtenu avec
I'injecteur liquide. L'humidité contenue dans l'air expiré semble influencer négativement la
récupération de l'acide phénylacétique. Ces résultats justifient l'utilisation de systémes
adaptés pour le prélevement de I'air expiré qui n'impliquent pas l"utilisation de sac Tedlar.
Tester d’autres types de sacs réalisés a partir d’autres matériaux semble également

intéressant.

4.2.6.2 Analyse de I'air expiré d’une malade
Malgré les résultats qui montrent les limites de nos systemes pour I'analyse de I'acide

phénylacétique, nous avons tout de méme analysé des échantillons réels.

Nous avons d’abord analysé l'air expiré d’une patiente atteinte de phénylcétonurie en
utilisant un pPC. Son air expiré a été prélevé grace a un sac Tedlar d’un litre, puis I'intégralité
de I’échantillon a été transférée sur un UPC. Ensuite, I’échantillon prélevé sur le uPC a été
analysé par GC-MS. Cependant, aucun pic correspondant a l'acide phénylacétique n’a été
détecté. L'influence du sac Tedlar peut étre a l'origine de I'absence de détection de ce

composé.

Pour tenter de nous affranchir des problemes du sac Tedlar, nous avons également prélevé
des échantillons sur des tubes de TD en utilisant le systeme de prélevement ReCIVA. Un litre
d’air expiré a été prélevé sur quatre tubes et deux échantillons d’air environnant ont
également été prélevés. Pour tenter d’améliorer les limites de détections de la méthode,
nous avons également décidé d’utiliser une méthode SIM en MS. Au vu du spectre de masse
de 'acide phénylacétique [304] nous avons décidé d’observer uniquement les masses 91, 136
et 65. Le mode SIM peut améliorer d’un facteur dix a cent les limites de détection. Les
chromatogrammes obtenus pour un échantillon d’air expiré et un échantillon d’air

environnant dans ces conditions sont montrés dans la figure 4.22.
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Figure 4.22, MS : mode SIM colonne FFAP, 15 m; 0,25 mm, 0,250 um. Gradient : 50 °C 1 min, 20 °C/min
jusqu’a 230 °C

Les conditions analytiques sont les mémes que celles dans la figure 4.21. Dans ces conditions
le temps de rétention de l'acide phénylacétique vaut environ 8,6 min. Dans les
chromatogrammes présentés dans la figure 4.22, nous n’observons pas de différence entre le
chromatogramme de I'air expiré de la malade et le chromatogramme de I'air environnant aux
environs des temps de rétention de l'acide phénylacétique. Ces chromatogrammes ne
permettent donc pas de conclure sur la présence de 'acide phénylacétique dans I'air expiré

de cette patiente.

4.2.7 Conclusion

Nous avons justifié notre choix de travailler sur la phénylcétonurie par I'existence de quatre
marqueurs trés bien décrits dans la littérature et spécifiques a cette maladie. Cependant, ces
marqueurs sont peu volatils et acides ou basiques, ce qui complexifie leurs analyses par GC.
Nous avons ensuite montré qu’en utilisant une chimie de colonne adaptée, certaines de ces
molécules biologiques polaires et acides pouvaient étre analysées directement sans
dérivation par TD, avec des pPC ou par injection liquide. Cependant, les méthodes de
prélevement entrainent des pertes lors de I'échantillonnage et I'utilisation de uPC entraine

également un élargissement des pics.

Afin de commencer un travail sur des échantillons biologiques, nous avons ensuite effectué
des tests sur l'espace de téte d’urine d’une personne atteinte de phénylcétonurie. Cet
échantillon a été utilisé comme premiere approche car il est stocké a I’hdpital ce qui nous
permet d’effectuer des tests plus facilement sans solliciter des individus. Ces tests
préliminaires nous ont permis de détecter I'acide phénylacétique en utilisant un systeme de

TD de laboratoire mais ce composé n’a pas été observé en utilisant un pPC. Ces résultats sont
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trés surprenants et nécessitent des investigations supplémentaires car les autres résultats
gue nous avons présentés jusqu’a maintenant montraient des performances similaires entre
le uUPC et le TD, aussi bien pour des échantillons simples de BTEX que pour de Iair expiré. Ces
travaux sur l'analyse de |'espace de téte de I'urine avec des UPC montrent cependant les

capacités de ce dispositif a analyser d’autres types d’échantillons.

Finalement, nous avons montré que les méthodes de prélévement sur sac Tedlar pour les pPC
entrainaient des pertes des composés d’intérét. Cela peut expliquer en partie I'absence de
ces composés dans les chromatogrammes d’air expiré d’une patiente phénylcétonurique
préconcentré et injecté avec un PPC. Ces résultats justifient de nouveau lintérét de

développer un échantillonneur d’air expiré compatible avec le uPC.

Pour limiter les pertes des composés d’intérét et améliorer les limites de détection, nous
avons prélevé des échantillons avec le ReCIVA d’Owlstone et travaillé en mode SIM.
Cependant, méme dans ces conditions, nous n’avons pas pu trouver |'acide phénylacétique

dans I'air expiré d’une patiente phénylcétonurique.

Ces expériences nous ont toutefois permis d’effectuer des premiers prélevements a I'hdpital

et de sortir nos instruments du laboratoire pour les confronter a des échantillons réels.
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4.3 Analyse des margueurs du tabagisme dans |'air expiré avec un
micropréconcentrateur

4.3.1 Introduction

Nous avons déterminé les performances du uPC dans le chapitre 2. Cette caractérisation des
performances est rarement décrite dans la littérature, tout comme la comparaison avec un
systeme de laboratoire de TD pour I'analyse d’échantillons complexes tels que I'air expiré.
Nous avons choisi un cas simple pour démontrer I'intérét du pPC pour des applications
biomédicales. Cette sous-partie illustre I'utilisation du pPC pour un cas réel, I'analyse des

marqueurs du tabagisme dans I'air expiré.

La partie bibliographique a montré que l'air expiré pouvait étre utilisé pour déterminer
I'exposition des populations a certains composés ou évenements, I'exposome [181]. Cette
exposition peut étre involontaire comme lors de |'exposition a des polluants ou bien
volontaire comme lors de la prise de médicaments. Elle inclut également I'environnement
général et la nourriture. L'étude de I'exposome, grace a lair expiré, est possible en
recherchant directement la molécule a laquelle les individus sont exposés ou un de ses
métabolites, ou encore en observant une modification du profil général de I'air expiré.
L’environnement général et le régime alimentaire influencent également la composition de
I"air expiré. L'étude de I'influence de I'exposome se révele indispensable pour comprendre et

détecter certains facteurs confondants [42,117].

Les marqueurs du tabagisme dans I'air expiré ont été choisis comme cas simple pour illustrer
I'intérét du uPC sur un cas réel. Ce cas de figure présente plusieurs avantages. Tout d’abord,
des marqueurs sont proposés dans la littérature et la présence et la structure de ces
marqueurs sont expliqguées plus facilement que dans le cas de maladie. Ces données
permettent donc de comparer nos résultats a des données déja existantes. De plus, trouver

des personnes qui fument pour obtenir des échantillons est simple.

Une premiere partie sera dédiée a la description rapide des résultats déja publiés dans la
littérature sur les marqueurs du tabagisme retrouvés dans I'air expiré. Une seconde partie
expérimentale présentera nos résultats obtenus pour I'analyse de I'air expiré de trois fumeurs
et de trois non-fumeurs. Cette partie expérimentale présentera également des résultats de

suivi cinétique des marqueurs chez une personne aprés la consommation d’une cigarette.
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Nous montrerons également que nos résultats, obtenus en utilisant un uPC, sont en accord
avec les données disponibles dans la littérature obtenues en utilisant d’autres instruments

pour la préconcentration et 'injection.

4.3.2 Bibliographie

Différents résultats existent sur I'étude de marqueurs du tabagisme dans l'air expiré
(17,30,32,42,53,106-108,111,164,194,307-310]. Ces études comparent la composition de
I'air expiré de fumeurs et non-fumeurs grace a divers modes de prélevement,
préconcentration, injection et analyse. Le tableau 4.2 résume les travaux qui permettent

d’identifier des marqueurs.
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Tableau 4.2. Résumé de certaines publications sur I’étude des marqueurs du tabagisme dans I'air expiré

Date
1987

1990

2002

2006

2008

2008

2009

2010

184

Conditions

Non précisées
Non précisées

Non précisées

1 h sans manger

ni boire

Non précisées

Non précisées

Non précisées

Non précisées

Prélevement
Spirometre
modifié, 40 |
Spiromeétre
modifié

15 ml dans un
pilulier

Tedlar, avec 10
premieres
secondes de
I’expiration non
prélevée

Tedlar

Tedlar

Tedlar 11

Tedlar 11

Préconcentration

TD Tenax
TD Tenax
Espace de téte

TD Carbopack B;
X, Carbopack X ;
C, Carboxen 1000
en série

Non nécessaire

TD,
1TD/Carbopack

10 ml SPME,
CAR/PDMS

TD Carbopack B;
X, Carbopack X;
C, Carboxen 1000
en série

Méthode
GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC x GC-

MS

PTR-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS,
avec5
composés
ciblés

Echantillons

200 fumeurs

300 non-fumeurs
26 fumeurs

43 non-fumeurs
15 fumeurs

46 non-fumeurs

3 fumeurs
11 non-fumeurs

81 fumeurs

73 anciens
fumeurs

210 non-fumeurs

11 fumeurs
11 non-fumeurs

14 fumeurs
24 non-fumeurs

100 fumeurs
104 non-fumeurs

Marqueurs

benzene
2,5-diméthylfurane

2,5-diméthylfurane

2,5-diméthylfurane,

2-méthylfurane
furane

HCN, acétonitrile,
benzéne

2,5-diméthyl hexane,

dodécane,

2,5-diméthylfurane,

2-méthylfurane

Acétonitrile

2,5-diméthylfurane

Remarques
Etude centrée sur le
benzéne

Détection ciblée sur les 3
molécules recherchées

30 min apres la derniere
cigarette le benzene n’est
pas un bon marqueur

La PTR-MS ne permet
qgue de proposer des
structures des marqueurs

Seule la présence des
molécules est comparée
entre les groupes, pas de
guantifications des aires
La méthode de MS ne
mesure que certains m/z.
Le 2,5-diméthylfurane est
présent uniguement chez
les fumeurs. Le benzéne
est marqueur de forte
consommation ou de

Ref
[194]

(32]

[310]

(53]

[309]

[308]

(30]

[107]



2012

2016

2016

2017

Pas de
nourriture 1 h
avant, pas de
cigarette 2 h
avant

30 min apres
consommation
de tabac

Rien 2 h avant le
prélevement

Détaillées dans
les données
supplémentaires,
impossible de les
trouver

Tedlar, controlé
par CO,

BIO-VOC

Réservoir en
acier

Détaillées dans
les données
supplémentaires,
impossible de les
trouver

« multibed
sorption tube »

TD Tenax

TD Tenax

TD Carbograph
1TD/Carbopack X

GC-MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS

47 fumeurs
68 non-fumeurs

86 fumeurs
104 non-fumeurs

284 fumeurs

439 anciens
fumeurs

694 non-fumeurs

86 molécules, dont
2,5-diméthylfurane,
benzene et toluene

Benzeéne, toluéne,
2,5-diméthylfurane

Dix marqueurs sont
proposés dont le
toluene et le benzene

Trichloréthyléne,
pyridine,
3-méthylheptane,
2-éthyl- ou 3-ethylfuran

consommation récente
30 composés ne sont
jamais trouvés chez les
non-fumeurs, mais ne
sont pas forcément
trouvés chez tous les
fumeurs

Nombre d’échantillons
inconnu. Article plutot
centré sur la composition
de la fumée de cigarette
Il est étonnant que le
2,5-diméthylfurane ne
soit pas considéré
comme un marqueur
alors que le signal est
intense chez les fumeurs
et faible chez les non-
fumeurs

[108]

[106]

(17]

Tres grande cohorte,
possibilité de séparer les
populations en fonction
du statut tabagique

(42]

185






Le tableau 4.2 présente uniquement les études qui permettent d’identifier des marqueurs.
Comme dans le cas des études qui impliquent l'air expiré en général, la TD constitue la

meéthode de préconcentration la plus utilisée [43].

L’étude réalisée sur la plus grande cohorte montre qu’une population peut étre séparée en
deux sous populations en fonction du statut tabagique grace aux COV contenus dans l'air
expiré [42]. Les phénomenes qui entrainent cette séparation de populations doivent étre

compris puisque le tabagisme est un facteur confondant.

Comme le montre le tableau 4.2, le temps entre le prélevement et la derniere cigarette n’est
parfois pas précisé, et, quand il est imposé, la durée peut varier. Cela peut expliquer la
variabilité des marqueurs proposés entre les différentes études. Une autre source de
variabilité résulte du mode de prélevement [43,48]. L'utilisation de différentes techniques de
préconcentration peut également influencer les résultats. Malgré la quinzaine d’études
publiées, aucun consensus ne semble ressortir sur la nature des marqueurs du tabagisme
dans l'air expiré. Finalement, les différentes études proposent plusieurs dizaines de

marqueurs.

Cependant, des marqueurs tels que le 2,5-diméthylfurane, le benzene et le toluéne
reviennent fréequemment dans les études. [17,32,53,106—-108,194,308,310]. Dans le cas du
benzéne et du toluéne, les concentrations redescendent rapidement a des niveaux semblable
aux personnes qui ne fument pas entre 30 min [53] et 2 h [107] aprés la derniere cigarette. Le
2,5-diméthylfurane semble plus spécifique. L'analyse d’autres fluides ainsi que d’autres
résultats semblent montrer que la consommation de tabac entraine une exposition a ces
COV. Ces molécules sont retrouvées dans la fumée de cigarette [106] et la consommation de
cigarette peut étre détectée par analyse du benzéne urinaire [109]. La concentration
sanguine du 2,5-diméthylfurane est corrélée au nombre de cigarettes fumées par jour

[110,311].

L"étude de 2017 impliquant la plus grande cohorte, composée de 1417 personnes, ne
propose pas ces marqueurs. Puisque nous n’avons pas réussi a trouver les conditions de
prélevement, nous concluons que le prélevement doit s’effectuer au bout d’un temps
relativement long apres la derniere cigarette sinon le benzeéne et le toluene seraient

surement proposés comme marqgueurs.
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Chapitre 4 : Utilisation de la GC x GC et du micropréconcentrateur sur des cas réels

Au vu des résultats publiés dans la littérature, nous donc décidé de prélever |'air expiré
rapidement apres la consommation de cigarette afin de vérifier que nous pouvons observer
les trois marqueurs qui reviennent le plus dans la littérature : benzene, toluene et

2,5-diméthylfurane.

4.3.3 Résultats

4.3.3.1 Matériel et méthode

Nous avons utilisé le méme dispositif que celui utilisé pour caractériser les puces sur des
mélanges simples et de I'air expiré. Nous le présentons rapidement a nouveau tout en

ajoutant des détails concernant les prélévements d’air expiré.

4.3.3.1.1 Echantillonnage de I'air expiré
Tous les sacs Tedlar de 11 sont fournis par Supelco. Avant chaque utilisation, les sacs sont
remplis d’azote 5.0, Air Liquide, et vidés avec une pompe a vide, ce protocole est répété trois

fois.

Trois fumeurs et trois non-fumeurs ont participé a cette étude. L’air expiré des non-fumeurs
est prélevé de maniere aléatoire au cours de la journée, en fonction de la disponibilité de la
machine, tandis que I'air expiré des personnes qui fument est prélevé dans les 15 min suivant

la consommation d’une cigarette.

Pour le prélevement, il est demandé aux volontaires d’expirer normalement une fois dans un
sac Tedlar de 11 fraichement nettoyé. Remplir le sac n’est pas nécessaire afin d’éviter une
expiration forcée. 125 ml d’échantillon sont alors immédiatement transférés sur un puPC au
moyen du dispositif Primosamp. Pour cela, le sac Tedlar est connecté a la cartouche
contenant le uPC, elle-méme connectée au prototype Primosamp. L’échantillon est ensuite

directement analysé.

Le méme mode de prélevement est utilisé pour les cinétiques des marqueurs du tabac dans

I"air expiré. Une puce unique a été utilisée pour I'ensemble des analyses.

4.3.3.1.2 Systeme de GC-MS
Nous utilisons ici un systeme de chromatographie en phase gazeuse, Clarus 500, Perkin Elmer
couplé a un spectrometre de masse, Clarus 560 S, Perkin Elmer. La séparation est effectuée

grace a une colonne de 15 m de long, 250 um de diamétre interne et 0,25 um d’épaisseur de
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phase. La phase stationnaire est de type 5 ms, Supelco, 28469-U. La pression en hélium dans
I'injecteur est de 69 kPa. Le gradient de température est le suivant : 50 °C pendant 1 min puis
une rampe de 20 °C/min jusqu’a 230 °C puis cette température est maintenue pendant 5 min.
La sortie de la colonne est connectée au spectromeétre de masse au moyen d’une ligne de
transfert chauffée a 300 °C. Le spectrométre de masse est de type simple quadripble avec
une source d’ionisation électronique a 70 eV et mesure les rapports masse/charge compris

entre 15 et 200 a une fréquence de 4 Hz. La source est chauffée a 200 °C.

4.3.3.1.3 Injection avec Primosamp

Lors de linjection, une source d’hélium programmable, dans notre cas linjecteur split
splitless monté sur le four de GC, est reliée a la cartouche qui contient le uPC par un capillaire
en silice fondue de 250 um de diameétre interne et 360 um de diamétre externe. La connexion
entre le capillaire et le uPC est réalisée grace a une férule réductrice, VICI, FS1.4-5, et un
écrou 1/16”. Le méme dispositif permet de connecter la sortie du pPC a la colonne. Lors de
I'injection, le chauffage du pPC est lancé manuellement en appuyant sur un bouton sur le
prototype, en méme temps que le gradient et I'acquisition MS sont déclenchés sur le four de
GC. Plus de détails concernant I'utilisation du systeme Primosamp pour le prélevement et

I'injection ont été donnés dans le chapitre 2.

4.3.3.1.4 Masses utilisées pour la détection des composés

Le rapport m/z le plus intense d’aprées les spectres de masse du NIST [312] est utilisé pour
chaque molécule. Pour le benzene, il s’agit de I'ion 78 [313], pour 2,5-diméthylfurane de
I'ion 96 [314] et pour le toluéene de I'ion 91 [315]. Pour la confirmation de ces molécules dans
les échantillons d’air expiré, les ions 77 et 51 sont utilisées pour le benzéne, les ions 95 et 53

pour le 2,5-diméthylfurane et les ions 92 et 65 pour le toluéne.
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Chapitre 4 : Utilisation de la GC x GC et du micropréconcentrateur sur des cas réels

4.3.3.2 Blancs de puce et blancs de prélevements

Pour commencer, nous avons effectué des blancs de désorption des puces pour vérifier que
le UPC ne relargue ni benzene, toluene ou 2,5-diméthylfurane. Une premiere injection est
réalisée pour conditionner les uPC. Apres la premiere analyse, nous effectuons une seconde
injection pour vérifier si le uPC relargue des molécules. Un chromatogramme ionique total est
présenté dans la figure 4.23, ainsi que les chromatogrammes ioniques extraits des ions 78, 96

et 91 qui correspondent au benzéne, au 2,5-diméthylfurane, et au toluene respectivement.
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Figure 4.23. Chromatogramme ionique total d’un blanc de puce, ainsi que les chromatogrammes ioniques
extraits des rapports m/z 78, 96 et 91, correspondant respectivement au benzéne au 2,5-diméthylfurane et
au toluene

Le premier pic a 0,6 min est interprété comme le pic d’injection. Mis a part celui-ci, le
chromatogramme ne semble pas présenter de pics. Les chromatogrammes ioniques extraits
du 2,5-diméthylfurane et du toluéne confirment I'absence de ces composés. Celui du benzéne
présente un pic peu intense au bon temps de rétention, ce qui peut étre lié a la dégradation
du Tenax. En effet, la structure chimique du Tenax contient des groupements phényles qui

peuvent se dégrader, entre autres, en benzéne lors du chauffage de la puce [268,316].
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Chapitre 4 : Utilisation de la GC x GC et du micropréconcentrateur sur des cas réels

Un autre aspect tres intéressant est que les blancs de puce ne présentent quasiment aucun
pic. Lors de I'utilisation de tubes de TD contenant du Tenax, il est rare d’obtenir des blancs de
désorption exempts de pics comme celui montré dans la figure 4.23. En effet, les
chromatogrammes obtenus contiennent souvent des dérivés de I'acide benzoique issus de la
dégradation du Tenax [268,316—318]. Les tubes contiennent environ 300 fois plus de Tenax
que les UPC, ce qui peut expliquer ces différences. De plus, avec le systéme de TD de
laboratoire, le chauffage du piege froid peut également relacher des produits de dégradation
du Tenax. Dans le cas de linjection de laboratoire, le tube est également chauffé plus

longtemps pour désorber tous les COV.

De méme, des blancs de sacs Tedlar sont également réalisés pour vérifier que les sacs Tedlar
ne relarguent pas les trois marqueurs recherchés. Les sacs sont remplis avec de l'azote 5.0
puis 125 ml sont préconcentrés sur le uPC au moyen du prototype avant la désorption et
I'analyse par GC-MS. Un chromatogramme est montré dans la figure 4.24 ainsi que les
chromatogrammes ioniques extraits des ions 78, 96 et 91 qui correspondent au benzéne,

2,5-diméthylfurane et toluene.
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Figure 4.24. Chromatogramme ionique total d’un blanc de sac Tedlar, ainsi que les chromatogrammes
ioniques extraits des rapports m/z78, 96 et 91, correspondant respectivement au benzéne au
2,5-diméthylfurane et au toluéne
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Chapitre 4 : Utilisation de la GC x GC et du micropréconcentrateur sur des cas réels

Le chromatogramme obtenu contient quatre pics majoritaires. Le pic 1 correspond au
N,N-diméthylacétamide et le pic 2 au phénol. Ce sont des contaminants connus des sacs
Tedlar. Le chromatogramme ionique extrait de m/z = 78 présente un pic, mais avec un temps
de rétention différent de celui du benzene, vers 1,5 min. Ce n’est donc pas le benzene. C'est
également le cas pour le chromatogramme ionique extrait du 2,5-diméthylfurane qui
présente un pic a un temps de rétention différent, vers 1,5 min. Pour le toluene le
chromatogramme contient un pic peu intense au bon temps de rétention, avec une hauteur

de pic inférieure a 4 x 10°.

Le uPC en lui-méme ainsi que le systéme de prélévement par sac Tedlar ne relarguent donc
pas des quantités de benzene, toluene ou 2,5-diméthylfurane susceptibles de perturber la

recherche de ces marqueurs du tabagisme.

4.3.3.3 Recherche des margeurs du tabagisme dans I'air expiré

Nous avons prélevé I'air expiré de trois fumeurs et de trois non-fumeurs volontaires. Toutes
ces personnes travaillent au méme endroit. Nous ne leur avons donné aucune consigne
spécifique concernant la prise de nourriture ou de boisson avant le prélévement, car aucun
consensus n’existe actuellement sur les protocoles a appliquer. L'unigue consigne concerne
les fumeurs dont I'air expiré a été prélevé au maximum 15 min apres la derniére cigarette. Les
trois chromatogrammes obtenus pour les non-fumeurs sont présentés dans la figure 4.25 et

les trois chromatogrammes obtenus pour les fumeurs sont présentés dans la figure 4.26.
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Figure 4.25. Chromatogrammes d’air expiré obtenus pour les trois non-fumeurs
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Figure 4.26. Chromatogrammes d’air expiré obtenus pour les trois fumeurs

Une premiere comparaison rapide entre les six chromatogrammes montre une différence de

compositions entre les six échantillons, ce qui correspond aux résultats présentés

précédemment sur la variabilité de la composition en COV de I'air expiré entre les individus

[54,56,57,71,74,79,80,82,113,181]. Les chromatogrammes des non-fumeurs ne sont pas

identiques, mais nous observons plus de molécules pour les fumeurs aux temps de rétention

cours. L'intensité des pics aux temps de rétentions cours chez les fumeurs est environ dix fois

plus élevée que chez les non-fumeurs.
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4.3.3.4 Recherche des marqueurs du tabagisme

Les chromatogrammes ioniques extraits des rapports m/z spécifiques au benzene, 2,5-
diméthylfurane, et toluéne sont comparés pour les 6 personnes. En effet comme I'échantillon
contient de nombreux COV, les chromatogrammes ioniques extraits permettent de plus
facilement observer les pics. Les chromatogrammes ioniques extraits des rapports m/z 78, 95
et 91, sont présentés respectivement dans la figure 4.27, la figure 4.28, et la figure 4.29. lls

correspondent aux signaux du benzene, 2,5-diméthylfurane et toluéne pour les six individus.

m/z = 78, benzene
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Figure 4.27. Chromatogrammes ioniques extraits de m/z = 78 montrant les pics de benzene dans I'air expiré
de trois fumeurs 15 min maximum aprés avoir fumé une cigarette et de trois non-fumeurs
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m/z = 96, 2,5-diméthylfurane
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Figure 4.28. Chromatogrammes ioniques extraits de m/z = 96 montrant les pics de 2,5-diméthylfurane dans
I'air expiré de trois fumeurs 15 min maximum apres avoir fumé une et de trois non-fumeurs
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m/z =91, toluéne
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Figure 4.29. Chromatogrammes ioniques extraits de m/z = 91 montrant les pics de toluéne dans I'air expiré
de trois fumeurs 15 min maximum aprés avoir fumé une et de trois non-fumeurs

Pour confirmer que ces chromatogrammes ioniques extraits correspondent bien aux trois
molécules recherchées, les chromatogrammes ioniques extraits d’autres rapports m/z

caractéristiques de ces molécules sont également observés, comme nous I'avons expliqué

dans la partie matériel et méthode.

Les pics de ces trois molécules sont beaucoup plus intenses chez les fumeurs que chez les
non-fumeurs. Pour le benzene, la hauteur des pics chez les fumeurs est entre 30 et 275 fois
plus intense que chez les non-fumeurs. Pour le 2,5-diméthylfurane, aucun pic n’est observé
chez les non-fumeurs alors que des pics sont observés chez les fumeurs. Les pics de toluéne
sont entre 40 et 350 fois plus intenses chez les fumeurs que chez les non-fumeurs. On
constate également que le fumeur E, chez qui le pic de benzéne est le plus intense, présente
également les pics de toluéne et de 2,5-diméthylfurane les plus intenses. C'est également le

méme fumeur, le F, qui présente le moins de signal pour les trois marqueurs.
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Chapitre 4 : Utilisation de la GC x GC et du micropréconcentrateur sur des cas réels

Certaines études publiées dans la littérature ont déterminé des valeurs des aires des pics
mesurés pour ces trois marqueurs chez des fumeurs et chez des non-fumeurs. Le tableau 4.3

présente les aires des pics afin de comparer nos résultats a ceux de la littérature.
Tableau 4.3. Aires des pics des trois marqueurs chez les six personnes

Non-fumeur A Non-fumeur B Non-fumeurC = FumeurD = FumeurE FumeurF

R 4 4 4 6 6 7
Benzene, m/z =78 2,0x 10 2,4 x10 6,2 x 10 8,9 x 10 3,6 x 10 1,2 x 10
2,5-diméthylfuran, m/z = 96 ND ND ND 2,8 x 106 1,0 x 106 43 x 106

\ 5 5 5 7 6 7
Toluene, m/z =91 1,4 % 10 1,0x 10 2,1x10 2,1x10 7,6 x 10 2,6 x10

Les aires des pics du benzéne et du toluéne sont plus intenses d’un facteur 100 au minimum
dans l'air expiré des fumeurs que dans celle des non-fumeurs. Gaida et coll., dans une étude
qui implique 86 fumeurs et 104 non-fumeurs [17], ont trouvé un rapport 10 pour les aires du
toluéne et du benzene entre les fumeurs et les non-fumeurs. Filipiak et coll. [108] ont trouvé,
en moyenne, un rapport 5 pour le toluene et 3 pour le benzéne entre 'air expiré de 47
fumeurs et l'air expiré de 68 non-fumeurs. Alonso et coll. [107] trouvent en moyenne un
rapport 3 pour le toluene et 7 pour le benzene chez 100 fumeurs et 104 non-fumeurs. Dans le
cas de Filipiak et coll. et de Gaida et coll. les résultats sont obtenus avec un spectromeétre de
masse en mode «full scan». Dans le cas d’Alonso et coll., les résultats sont obtenus avec un
spectrométre de masse qui ne détecte que certaines masses spécifiques a certaines
molécules choisies par les auteurs. Ainsi, nos résultats montrent une plus grande différence
entre le signal des fumeurs et des non-fumeurs que les résultats décrits dans la littérature.
Une premiere explication pour ces différences peut étre les conditions des patients lors du
prélevement. Dans notre cas, l'air expiré a été prélevé au maximum 15 min aprés la
consommation de cigarette. Filipiak et coll. [108] tout comme Gaida et al [17] imposent 2 h
sans consommation de cigarette avant le prélevement. Alonso et coll. n'imposent rien avant
le prélevement [107]. Les rapports plus élevés dans notre cas peuvent donc étre expliqués par
un prélevement plus rapproché de la derniére cigarette. De plus, les cinétiques de ces
marqueurs ont été étudiées dans l'air expiré et montrent une diminution rapide des
concentrations au cours des 20 premieres minutes [107]. Concernant le 2,5-diméthylfurane, il
est retrouvé chez les trois fumeurs et la concentration dans I'air expiré des non-fumeurs se

situe sous la limite de détection pour les trois individus. D’autres travaux ont comparé ce
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marqueur chez des fumeurs et des non-fumeurs. Les résultats de Gaida et coll. [17]
retrouvent cette molécule chez 93 % d’une population de 86 fumeurs et chez 2 % d’une
population de 104 non-fumeurs. Etonnamment, cette molécule n’est pas retenue dans leur
modele pour séparer les fumeurs et les non-fumeurs. Dans le travail publié par Alonso et coll.
[107], le 2,5-diméthylfurane est retrouvé dans I'air expiré des 100 fumeurs et la concentration
de cette molécule se situe sous la limite de détection, 5 pptv, dans l'air expiré de 104 non-
fumeurs. Dans les travaux publiés par Filipiak et coll. [108], cette molécule est retrouvée dans
I"air expiré de 9 % des 68 non-fumeurs et dans l'air expiré de 81 % des 47 fumeurs. De plus,
dans ce dernier cas, 'aire du 2,5-diméthylfurane est en moyenne 50 fois plus élevée chez les
fumeurs que chez les non-fumeurs. Ainsi, la présence de cette molécule dans I'air expiré des
non-fumeurs pourrait s’expliquer par un tabagisme passif ou par une exposition
environnementale a cette molécule par un autre vecteur, la nourriture par exemple [319].
L"absence de ce marqueur chez certains fumeurs pourrait s’expliquer par une consommation
plus faible ou par le type de cigarette consommeée. Le 2,5-diméthylfurane est le composé le
moins intense parmi les trois marqueurs étudiés. C'est peut-étre pour cette raison que
I"’étude de Buszewski et coll. [30] propose le benzene et le toluene comme marqueurs mais
pas le 2,5-diméthylfurane. Dans cette étude [30], le composé est détecté chez un seul
fumeur. La concentration de ce composé doit se situer sous la limite de détection chez toutes

les personnes.

4.3.3.5 Cinétique des trois marqueurs dans I'air expiré d’un fumeur

La cinétique de ces trois marqueurs a été étudiée chez un seul fumeur pour comparer nos
résultats a ce qui est décrit dans la littérature [107]. Nous voulions également vérifier au bout
de combien de temps les concentrations de ces marqueurs reviennent a des niveaux
équivalents a ceux des non-fumeurs. L’étude de la cinétique ou le suivi au cours du temps de
COV dans I'air expiré peut également présenter un intérét pour d’autres applications : suivi de
sédation, efficacité de certains médicaments. Etudier la cinétique nous semble également une

bonne méthode de validation d’un marqueur d’'un évenement controlable.

Le méme WPC est utilisé pour tous les prélevements. Un nouveau prélevement est effectué
des que le uPC est a nouveau disponible pour stocker au minimum ['air expiré dans un sac
Tedlar. Une analyse GC-MS dure 15 min, il faut ensuite laisser refroidir le four et le uPC apres

I'analyse. Le transfert de I'échantillon d’air expiré du sac Tedlar vers le uPC dure 5 min et il
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faut installer le uPC dans le four pour I'analyse suivante. Cela explique gu’il a été possible

d’effectuer une analyse environ toutes les 25 min.

Les aires des trois marqueurs dans |'air expiré d’une personne pendant les 4 h qui suivent la
consommation d’une cigarette sont présentées dans la figure 4.30 pour le benzéne, dans la
figure 4.31 pour le 2,5-diméthylfurane et dans la figure 4.32 pour le toluene. Le
chromatogramme ionique extrait de I'ion le plus intense pour chaque molécule a été utilisé.
Un insert dans les graphes montre un agrandissement sur le signal a la fin de I'expérience
pour mieux observer les variations apres 50 min. Les lignes bleues sur les graphes servent
uniquement a mieux visualiser la tendance du signal au cours du temps et ne constituent pas

une tentative pour modéliser mathématiquement la cinétique de ces marqueurs dans l'air

expiré.
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Figure 4.30. Aire du m/z = 78 du benzéne au cours du temps dans I'air expiré d’un individu aprés avoir fumé
une cigarette
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2,5-diméthylfurane
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Figure 4.31. Aire du pic de m/z = 96 du 2,5-diméthylfurane au cours du temps dans I'air expiré d’un individu
apres avoir fumé une cigarette
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Figure 4.32. Aire du pic de m/z = 91 du toluéne au cours du temps dans I'air expiré d’un individu aprés avoir
fumé une cigarette

Le signal du benzéene diminue d’'un facteur 10 apres 235 min. Dans le cas du 2,5-
diméthylfurane, le signal est divisé par 20 apres 235 min. Ces résultats sont en accord avec

d’autres résultats publiés sur les cinétiques de ces molécules dans |'air expiré apres avoir

fumé une cigarette [107].

Pour le toluene, nous observons une diminution d’un facteur 20 aprés 25 min et d'un
facteur 60 apres 235 min. Alonso et coll. [107] décrivent une diminution d’un facteur 2 apres

20 min et d’un facteur 4 aprés 235 min. Cependant, dans le cas d’Alonso et coll. les cinétiques
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sont étudiées chez trois personnes différentes et les écarts-types semblent élevés. Cela est
aussi le cas chez Jo et Pack [320]. Cela laisse penser qu’il existe une grande variabilité des
cinétiques en fonction des individus et que nos résultats n’entrent pas en contradiction avec

ceux déja publiés.

Les signaux du benzene et du toluene retrouvent au bout de deux heures des niveaux proches
des signaux observés chez les non-fumeurs, ce qui correspond bien a d’autres résultats
publiés précédemment [53,107]. Cela pourrait également expliquer pourquoi les résultats
obtenus pour la plus grande cohorte [42] ne proposent pas le benzéne ni le toluene comme
marqueur. |l semble en effet que pour cette étude le prélevement d’air expiré ait eu lieu plus

de deux heures apres la derniere cigarette.

4.3.4 Conclusion sur les marqueurs du tabagisme dans I'air expiré

Les marqueurs du tabagisme dans |'air expiré ont été choisis pour illustrer les performances
du pPC sur un cas réel simple. En effet, des données disponibles dans la littérature proposent
différents marqueurs, avec une explication de leurs structures et obtenir des échantillons de

personnes qui fument est simple.

Nos résultats obtenus sur trois fumeurs et trois non-fumeurs sont en accord avec ce qui est
décrit dans la littérature. Cela est vrai aussi bien en ce qui concerne 'intensité des marqueurs
chez les fumeurs que la cinétique de ces marqueurs chez un fumeur unique. Les différences
observées peuvent étre liées aux types d’instruments, aux conditions de prélevements, aux

marques de cigarettes ou encore a la consommation tabagique.

Les uPC utilisés pendant cette thése permettent donc de retrouver des résultats compatibles
avec ceux décrits dans la littérature en utilisant des machines de laboratoire pour I'analyse de
COV marqgueurs de tabagisme dans I'air expiré. Le faible nombre d’analyses effectuées avec le
UPC nécessiterait cependant une confirmation de ces résultats préliminaires sur des groupes

plus grands.

L’emploi du pPC permet de diminuer le volume d’échantillon nécessaire a I'analyse et il peut
étre intégré dans un systeme portable alimenté par batterie. Le faible volume d’échantillon
nécessaire pour une analyse ouvre la possibilité d’un prélevement sur respiration unique. Le
UPC pourrait constituer une technologie clé dans le développement d’un systéme portable

d’analyse d’air expiré pour des applications biomédicales.
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Comme I"'ont montré les blancs du sac Tedlar, utiliser ces contenants provoque des pollutions
dans les chromatogrammes. Un prélevement direct d’air expiré sur un uPC semble donc
intéressant et permettrait de s’affranchir des manipulations nécessaires lors de I'utilisation de
Primosamp. La partie suivante présentera le travail effectué pour le développement d'un

instrument dédié a I’échantillonnage direct d’air expiré sur un uPC.
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4.4 Intégration du micropréconcentrateur dans un échantillonneur
d’air expire, stage de Morgan Cellier

4.4.1 Introduction

Jusqu’a présent, nous avons uniquement utilisé des sacs Tedlar pour prélever de I'air expiré
lorsqu’un UPC servait a la préconcentration. Nous avons montré que ce dispositif n’est pas
completement adapté pour ces applications en raison des pollutions qu’il engendre et des
nombreuses manipulations qu’il oblige a effectuer. Nous avons également montré dans le
chapitre 3 que le pPC permettait de réduire le volume d’échantillon nécessaire pour obtenir
des résultats identiques a ceux obtenus avec un TD. En plus de ce premier avantage, le uPC
permet également de simplifier I'architecture de linjecteur et peut s’intégrer dans des

systemes nécessitant de faibles puissances électriques.

Afin de valoriser les avantages des pPC pour l'analyse de l'air expiré et de tenter de nous
affranchir des inconvénients des échantillonneurs existants, nous avons travaillé au
développement d’un échantillonneur d’air expiré spécifique au pPC. Ce travail a été effectué
par Morgan Cellier, dans le cadre de son stage de fin d’études, et nous a permis
d’appréhender les parametres importants pour le développement d’un échantillonneur d’air
expiré et de mieux comprendre le fonctionnement des systemes déja existants. Cette partie
reprend majoritairement le travail qu’il a effectué ainsi que le rapport de stage qu’il a produit

[321].

Nous commencerons par décrire le développement d’un échantillonneur d’air expiré sur uPC
qui fonctionne grace a un suivi du taux de CO,. Ce premier prototype nous a permis de
comprendre les différents problemes liés aux systemes de prélevement de I'air expiré. Nous
ferons ressortir des inconvénients liés spécifiquement au prototype que nous avons fabriqué
et des inconvénients liés au choix de prélever I'air expiré en suivant la concentration en CO,.
Pour tenter de résoudre ces inconvénients, nous présenterons ensuite une étude des
avantages et des inconvénients des échantillonneurs existants. Elle nous permettra de faire
ressortir un cahier des charges qui sera utilisé pour proposer une nouvelle architecture

d’échantillonneur dont le but est d’effectuer un prélevement sur expiration unique.

Les figures reprises directement ou adaptées du rapport de stage de Morgane Cellier seront

explicitement signalées.
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4.4.2 Une architecture basée sur le suivi du taux de CO,

4.4.2.1 Description du dispositif

Nous nous sommes inspirés de I’échantillonneur le plus utilisé actuellement. Ce dispositif de
prélevement d’air expiré sur tube de TD, le ReCIVA, fabriqué par Owlstone, a été présenté
dans la partie 1.3.1.4. Il permet de sélectionner la portion de 'air expiré prélevé en suivant le
taux de CO, dans l'air expiré. En effet, I'air de fin de respiration est plus riche en CO, que l'air
de début de respiration. Lorsque le CO, atteint la gamme de concentration souhaitée, une
pompe transfere |'air expiré directement sur des tubes de TD placés devant le visage de la
personne. Nous avons réadapté cette architecture pour développer un échantillonneur de ce

type adapté aux uPC. Pour commencer, le schéma proposé dans la figure 4.33 a été réalisé.

Filtre antibactérien

Piece imprimée

Capteur CO,

uPC

Pompes

Figure 4.33. Proposition d’architecture, adapté de [321]

Lors du prélevement d’air expiré, une personne respire par la bouche a travers le filtre
antibactérien. La pompe reliée au capteur de CO, fonctionne en permanence et permet de
suivre la concentration en temps réel. La pompe reliée au uPC est enclenchée quand le CO,
atteint une certaine concentration. Cela permet de prélever la portion souhaitée de l'air
expiré. Lorsque la fin de I'expiration est détectée grace a la chute du taux de CO; le
prélevement sur le uPC s’arréte. Cela est répété pour plusieurs expirations jusqu’a obtenir le
volume souhaité d’échantillon prélevé sur le pPC. Lintégration de ce mode de

fonctionnement dans un prototype est présentée dans la partie suivante.
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4.4.2.2 Fabrication du dispositif

Afin d’intégrer ces différentes possibilités dans un dispositif portable, le prototype présenté
dans la figure 4.34 a été congu. Le schéma montre uniquement |'extérieur du dispositif, mais
le prototype contient également une pompe, une batterie, un capteur de CO, et

Iélectronique.

Le systéme de molette qui permet une fixation rapide des cartouches contenant le uPC sans
outils a été repris du systeme Primosamp. Il permet de mettre et d’enlever facilement la

cartouche contenant le uPC dans le prototype.

Molettes pour
connexion rapide

uPC

Encoches pour la
main

Figure 4.34. Dessin CAO du prototype de prélevement d’air expiré sur uPC basé sur le fonctionnement du
ReCIVA, d’apres [321]

Un emplacement pour les mains est prévu pour pouvoir tenir facilement le prototype, comme
montré dans la figure 4.35. Elle permet au patient de tenir le dispositif pendant le

prélevement.

Les premieres secondes du prélevement servent a analyser la maniere de respirer de la
personne pour déterminer a partir de quelle concentration en CO, prélever l'air expiré.

L"écran affiche le volume restant a prélever.

La partie suivante présente les résultats obtenus avec de prototype.
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Figure 4.35. Photographie du prototype fini, d’apres [321], crédits Morgan Ceillier

4.4.2.3 Résultats obtenus avec le dispositif

Pour le prélevement, la personne souffle le plus normalement possible, par la bouche, a
travers le filtre, ce qui permet de prélever la portion souhaitée de |‘expiration. Le
prélevement dure une dizaine de minutes. Pour tester ce dispositif, nous avons prélevé un
échantillon d’air expiré avec ce prototype sur un pPC en méme temps qu’un échantillon était
prélevé avec un sac Tedlar puis également transféré sur un uPC. Nous avons ensuite analysé
ces échantillons par GC-MS. Les chromatogrammes obtenus ainsi qu’un agrandissement de la
base sont présentés dans la figure 4.36. Le chromatogramme en rouge est obtenu en utilisant
I’échantillonneur développé et le chromatogramme en vert est obtenu en utilisant un sac

Tedlar. Les parametres expérimentaux sont précisés dans la légende.
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Figure 4.36. Comparaison des chromatogrammes d’air expiré obtenus avec I'échantillonneur développé, en

rouge, et un sac Tedlar, en vert. Colonne 5ms, 15 m, 0,25 mm, 0,25 um, 69 kPa d’hélium, 50 °C pendant
1 min, 10 °C/min jusqu’a 230 °C

inten

Les chromatogrammes obtenus sont assez étonnants car ils ne comportent pas beaucoup de

pics contrairement aux autres chromatogrammes d’air expiré présentés auparavant.
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Les deux chromatogrammes sont toutefois assez proches et utiliser I’échantillonneur que
nous avons développé ne semble pas apporter un bénéfice quant a la possible contamination
par l'air de début d’expiration. Il permet cependant d’automatiser completement le
prélevement sur le uPC. Plus aucune manipulation n’est nécessaire comme lors de |'utilisation
d’un sac Tedlar, il suffit a la personne de respirer dans le dispositif et le prélevement

s’effectue directement sur le puPC.

4.4.2.4 Retours sur l'utilisation du prototype

Quatre problémes ont été rencontrés lors de I'utilisation du dispositif. Comme expliqué
précédemment, le débit de préléevement est d’environ 30 ml/min sur les uPC a cause de la
perte de charge de ces derniers et de la différence de pression applicable par les pompes.
Ainsi, méme si le UPC nécessite moins d’échantillon qu'un tube de TD, le temps de
prélevement reste a peu pres identique. En effet, le uPC nécessite environ cing fois moins
d’échantillon, mais le débit de prélevement est 5 fois plus faible. Au final, la durée du
prélevement est d’une dizaine de minutes environ comme avec le ReCIVA et entraine deux

problémes spécifiques a notre échantillonneur.

Le premier probleme est lié au choix d’effectuer le prélevement par une expiration par la
bouche dans un embout pendant une dizaine de minutes. Ce choix nous permettait de
réutiliser des filtres bactériens disponibles pour d’autres applications. Cependant, expirer par
la bouche dans un tube pendant 10 min ne permet pas de fermer la bouche et d’avaler sa
salive ce qui a pour conséquence de faire beaucoup baver. Avec un prélevement d’une
dizaine de minutes, ce phénomeéne est particulierement désagréable. Le choix d’Owlstone
d’utiliser un masque pour le prélevement avec le ReCIVA semble plus adapté. De plus, en
utilisant un masque, la personne respire dans des conditions plus proches de la normale,

méme si le port du masque peut étre quelque peu incommodant.

Le second probleme est lié a la taille du prototype. La possibilité de le faire fonctionner sur
batterie nous a amené a intégrer toutes les fonctions dans un unique boitier. Cela rend
finalement le boitier de prélevement assez volumineux et lourd. Comme le prélevement se
fait par la bouche, le boitier doit étre tenu a bout de bras pendant toute cette période, soit
pendant une dizaine de minutes. Cela est finalement assez désagréable et probablement

fatigant. Poser le boitier sur un support semble une solution intéressante.
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Un autre probleme est lié a I'arrét du prélevement a la fin de chaque expiration. Il existe un
décalage entre la fin de I'expiration et la fin du prélévement. Ce décalage peut étre lié au trop
grand volume de tubulures entre le capteur de CO, et I'endroit ou le patient souffle. Cela peut
aussi étre lié a I'algorithme utilisé. Le ReCIVA résout ce probléme en incluant un capteur de
pression dans le dispositif de prélevement. Le capteur de pression détecte facilement la fin de

I"expiration car la pression chute brusquement lors du passage de I'expiration a l'inspiration.

Enfin, un dernier probléme est lié au capteur de CO,. Il est nécessaire d’allumer le prototype
une dizaine de minutes avant le début du prélevement. Cela permet de chauffer le capteur de
CO,. Si cette étape préliminaire n’est pas effectuée, I'eau peut condenser sur le capteur ce
qui empéche son fonctionnement. Si ce phénomene a lieu, la valeur renvoyée par le capteur

est fausse et indique 1000000 ppm. Le ReCIVA rencontre le méme genre de probleme.

Pour tenter de s’affranchir des problemes qui viennent d’étre évoqués, la partie suivante
analyse les avantages et les inconvénients des différents échantillonneurs existants pour faire

ressortir le cahier des charges d’un échantillonneur idéal.

4.4.3 Avantages et inconvénient des systemes existants

4.4.3.1 Analyse des dispositifs existants

Le UPC ne nécessite qu’une seule expiration pour obtenir assez de matiere pour une analyse.
Cependant, les systémes compatibles avec le uPC ne permettent pas d’obtenir une quantité
suffisante d’air de fin de respiration avec une seule expiration. Le BIO-VOC n’est pas
compatible avec un transfert vers un uPC et les sacs Tedlar ne permettent pas de prélever

uniquement I'air de fin de respiration.

Les trois systemes majoritairement utilisés dans la littérature pour préconcentrer I'air expiré
pour des analyses hors ligne ont été décrits précédemment. Il s’agit du systeme BIO-VOC, du
systeme ReCIVA et des sacs Tedlar. Le tableau 4.4 compare les différentes caractéristiques

des échantillonneurs existants.
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Tableau 4.4. Comparaison des caractéristiques des trois systémes les plus utilisées pour I'échantillonnage
de I'air expiré, d’aprées [321]

BIO-VOC ReCIVA Sac Tedlar
@

J

Compatibilité avec le uPC -

Contamination de I"échantillon + --
Temps de conservation - + -
Réutilisable - ++ +
Volume prélevable -- +
Confort du patient ++ o ++
Facilité d’utilisation

Séparation air alvéolaire

Temps de prélévement

Protection bactérienne

Parmi les trois systémes présentés, seul le sac Tedlar est compatible avec le uPC, mais il ne

permet pas de sélectionner la partie de I'air expiré qui est prélevée.

Le mode de fonctionnement du BIO-VOC est extrémement simple et permet en partie de
sélectionner I'air de fin de respiration. Cependant, la rigidité du dispositif ne permet pas
d’utiliser une pompe pour transférer I"échantillon sur un uPC. De plus, le volume est fixé par

avance.

Le prélevement avec le ReCIVA est basé sur un suivi en CO,. Cependant, le débit de
prélevement sur le tube est bien inférieur au débit d’expiration. Le débit expiratoire vaut
environ 10 I/min et le débit de prélevement et de 1 I/min maximum. Ainsi, lors de chaque
expiration, seule une partie de l'air expiré est prélevée sur le tube. Cela explique en partie la

durée du prélevement. De plus, lors de I'injection avec le TD une partie de "échantillon est
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perdue. Finalement, seule une faible partie de I'air expiré est injectée dans le systéme

d’analyse.

4.4.3.2 Cahier des charges
L'étude des avantages et inconvénients des échantillonneurs existants permet de faire

ressortir le cahier des charges présenté dans le tableau 4.5.

Tableau 4.5 Cahier des charges de I"échantillonneur d’air expiré développé pour fonctionner avec la puce,
d’apres [321]

Fonctions Contraintes

Le systeme doit inclure la

Préconcentration B} )
préconcentration sur la puce

Au moins égale a celle obtenue

Sensibilité de I'analyse .
y en utilisant un sac Tedlar

Type d’expiration

Réutilisable Oui

Temps de prélevement Une expiration

Pas de masque

Confort du patient N ———

Facilité d’utilisation Utilisable sans formation

L Puce amovible facilement sans
Fixation de la puce

outils
Prix <1000 €
Alimentation Batterie 12V, 2 A

Non pour étre complétement

Arrivée d’air pur
autonome

Ce cahier des charges a permis de faire ressortir une architecture qui sera décrite. Le but de
cette architecture est de pouvoir prélever assez de matiere avec une seule expiration tout en
sélectionnant spécifiquement l'air de fin de respiration. Pour cela, il est nécessaire de
prélever l'intégralité d’une expiration malgré le débit de prélévement faible sur le uPC.

Utiliser un pPC dans ce cas est un avantage, car comme montré dans le chapitre 3,
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I'intégralité de I’échantillon prélevé est injectée dans le systeme d’analyse. Un second but de
cette architecture est de limiter les éléments nécessaires au prélevement. Ainsi, nous nous
sommes affranchis du capteur de CO, qui ne permettait pas de sélectionner simplement la

portion de I'air souhaité.

4.4.4 Vers un prélevement sur expiration unique

4.4.4.1 Description de I'architecture

Sur la base du cahier des charges décrit précédemment, le dispositif imaginé pour prélever
I'air de fin de respiration sur une expiration unique peut étre considéré comme un mélange

entre un sac Tedlar et un BIO-VOC. Un dessin 3D du dispositif est présenté la figure 4.37.

Pompe

Filtre antibactérien

uPC

Embout
Sac Tedlar

Sortie

Entrée

Figure 4.37. Dessin 3D de I'architecture proposé, d’apres [321]

Le volume du sac Tedlar est fixé aux alentours de 200 ml, comme pour le BIO-VOC. A ce
dispositif, nous avons ajouté un embout développé par nos soins, composé d’une entrée par
laquelle la personne expire, une sortie par laquelle I'air expiré ressort, et une troisieme voie

sur laguelle est branché le uPC. Une expiration est composée de 300 ml d’air de début de

respiration et de 300 ml d’air de fin de respiration. En effectuant une expiration complete a
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travers le dispositif le sac se remplit d’abord avec I'air de début de respiration qui est ensuite
expulsé hors du sac par 'air de fin de respiration. Ainsi, apres une expiration compléte dans le
dispositif, seul I'air de fin de respiration est conservé a lintérieur du sac. Le BIO-VOC
fonctionne sur ce principe. Dans notre dispositif, une pompe transfere ensuite I’'échantillon
vers le UPC branché sur la troisieme entrée du sac. L'échantillon préconcentré sur le uPC peut
ensuite étre analysé. Pour tester ce dispositif, nous avons fabriqué un prototype qui puisse

étre utilisé avec Primosamp. La partie suivante présente des résultats prélimaires.

4.4.4.2 Fabrication du dispositif basé sur un sac a trois voies

Un sac Tedlar possédant trois voies est nécessaire pour obtenir le dispositif qui vient d’étre
décrit. Ce type de sac n’existe pas commercialement. De plus, une expiration forcée par un
petit orifice, comme ceux présents sur les sacs Tedlar, peut influencer la composition de I'air
expiré. Pour ces raisons, nous avons développé les éléments de ce prototype. L'embout a
trois voies a été concu par CAO et réalisé par fabrication additive. Du film de type Tedlar a été
acheté en rouleau pour donner la forme souhaitée au dispositif. Le Tedlar n’est pas le
matériau le plus adapté pour le prélevement de I'air expiré, mais il est facilement disponible
sous de nombreuses formes. C’est pour cela que nous I'avons choisi pour réaliser les premiers

dispositifs. Le prototype réalisé est présenté dans la figure 4.38.

Entrée

Filtre
antibactérien

Tedlar

Embout obtenu par fabrication
additive

Sortie

Valve anti retour

Connection pour le uPC

Figure 4.38. Dispositif construit pour le prélevement de I'air expiré
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Pour obtenir un sac de la forme souhaitée nous avons thermosoudé deux feuilles de Tedlar
entre elles. Une des feuilles comporte un trou de la taille de I'embout afin de pouvoir I'insérer
a l'intérieur. L'embout est congu a partir de deux piéces obtenues par fabrication additive.
Une piéce est positionnée a l'intérieur du sac et une a I'extérieur du sac. Le film de Tedlar est
blogué entre les deux pieces en collant les deux parties ensemble et le collage est censé
assurer I'étanchéité du dispositif. Nous n’avons cependant pas réussi a obtenir des dispositifs
totalement étanches car lorsqu’une personne souffle dans le dispositif I'air expiré fuit au

niveau de la jonction entre le sac Tedlar et I'embout.

Au début du stage nous avions également commandé des sacs Tedlar deux voies, afin
d’étudier I'intérét de ce genre d’architecture. En effet, si un sac Tedlar deux voies permettait
de prélever sélectivement l'air de fin de respiration, cela présenterait également un intérét.
La figure 4.39 montre une photographie de ce sac Tedlar deux voies. Des résultats

préliminaires obtenus avec ces sacs sont présentés dans la partie suivante.

Figure 4.39. Photographie d’un sac Tedlar deux voies de 200 ml

4.4.4.3 Résultats préliminaires avec des sacs Tedlar deux voies

Nous avons demandé a plusieurs personnes de remplir un sac Tedlar de 1 | avec une entrée et
des sacs Tedlar de 200 ml. Puis 115 ml sont transférés sur un YPC et les échantillons sont
analysés par GC-MS selon les conditions présentées précédemment. Ces tests ont été
effectués pour deux personnes. Les chromatogrammes obtenus pour la personne A sont

présentés dans la figure 4.40 et ceux pour la personne Bdans la figure 4.41.
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Figure 4.40. Comparaison des chromatogrammes obtenus par uPC-GC-MS en utilisant un sac Tedlar de 1|
avec une voie, en rouge, ou un sac Tedlar de 200 ml avec deux voies, en vert, pour le préléevement, pour le
patient A, d’apres [321]
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Figure 4.41. Comparaison des chromatogrammes obtenus par uPC-GC-MS en utilisant un sac Tedlar de 1|
avec une voie en rouge, ou un sac Tedlar de 200 ml avec deux voies, en vert, pour le prélevement, pour le
patient B, d’aprés [321]
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Comme le montrent les quatre chromatogrammes, nous n’observons pas de grandes
différences entre les chromatogrammes obtenus avec le sac qui possedent deux voies ou le
sac a une voie, aussi bien pour la personne A que pour la personne B. Cela peut signifier que
lors de I'expiration dans le sac deux voies, 'air de début de respiration et I'air de fin de
respiration se mélangent et que ce mode de sélection de I'air de fin de respiration n’est pas
adapté. Pour vérifier si un sac Tedlar de 200 ml permettait de prélever uniquement I'air de fin

d’expiration sans se mélanger avec l'air de début de respiration, nous avons réalisé le

montage présenté dans la figure 4.42.

Entrée, air de fin de
respiration, concentrée

en COV

Sortie, air de début de

respiration, moins

concentrée en COV

Figure 4.42. Montage utilisé pour vérifier si le sac Tedlar deux voies de 200 ml permet de sélectionner
uniguement I'air de fin de respiration, (adapté de [321])

Il s"agit de quatre sacs Tedlar deux voies de 200 ml reliés entre eux. Lorsqu’une personne
remplit ces sacs lors du prélévement d’air expiré, le sac le plus proche de la personne devrait
étre rempli d’air de fin de respiration et le sac du début étre rempli d’air de début de
respiration. 115 ml du sac1 et du sac4 sont analysés avec un PPC pour comparer la
composition de ces deux prélévements différents. Cette expérience a été effectuée trois fois
pour la méme personne. Les six chromatogrammes obtenus sont présentés par deux pour

chaque expérience dans la figure 4.43.
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Figure 4.43. Comparaison des chromatogrammes d’air expiré contenu dans le sac 1 proche de la personne,
en vert, et le sac 4 le plus éloigné de la personne, en rouge, pour trois essais
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Les pics signalés par des étoiles correspondent aux artéfacts des sacs Tedlar. lls sont présents
dans la deuxieme analyse, en vert, car I'échantillon a été stocké plus longtemps. La
comparaison de chromatogrammes issus du premier sac et du dernier sac ne montre pas de
grosses différences. Le deuxieme échantillon est stocké plus longtemps ce qui peut entrainer
la disparation de certaines molécules a cause de la dégradation ou de |'adsorption sur le sac,

ou entrainer I'apparition d’autres molécules.

Il semble donc que les sacs Tedlar de 200 ml deux voies ne permettent pas de sélectionner
I"air de fin de respiration. Cela peut étre lié a la taille des entrées et des sorties qui entraine

un mélange de 'air de début et de fin de respiration

4.4.5 Conclusion sur les échantilloneurs d’air expiré
Dans ce sous-chapitre, nous avons présenté un travail d’instrumentation et de caractérisation
de deux prototypes développés pour valoriser la réduction des volumes d’échantillon permise

par les uPC.

Un premier prototype basé sur le suivi du taux de CO, dans l'air expiré nous a permis
d’appréhender les différentes problématiques importantes pour un échantillonneur d’air
expiré. Le prélevement par la bouche n’est pas adapté pour de longues périodes car il
empéche d’avaler sa salive. La détection des différentes portions de I'air expiré grace au taux
de CO, doit étre soignée et nécessite des algorithmes adaptés. L'intégration de tous les
éléments, pompes, électroniques, écran, dans un boitier porté a la main est inadaptée pour

des prélévements qui durent une dizaine de minutes.

Suite a l'étude de ces inconvénients et des avantages et des inconvénients des
échantillonneurs existants, nous avons proposé une seconde architecture. Nous voulions
simplifier au maximum l'architecture de [I"échantillonneur et souhaitions obtenir le
prélevement d’une quantité suffisante d’air de fin de respiration grace a une unique
expiration. Les expériences concernant ce deuxieme prototype, n‘ont pas pu étre menées a
leurs termes. Nous avons également effectués quelques tests, peu concluants, en utilisant des
sacs Tedlar deux voies qui ne sont cependant pas représentatifs du mode de fonctionnement

du second prototype que nous avons proposeé.

Tous ces travaux nous ont permis d’engendrer beaucoup de savoir-faire sur les

échantillonneurs d’air expiré et méritent d’étre poursuivis. En effet, un dispositif de
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prélevement fonctionnant sur une expiration unique grace a l'utilisation de UPC présente
deux avantages pour le développement de I'analyse de 'air expiré. Il faciliterait beaucoup le
prélevement et rendrait possible l'intégration de I'étape de préconcentration dans un

systeme simple.
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Conclusion genérale et perspectives

L’analyse de I'air expiré présente de nombreux avantages pour des applications médicales. En
effet, le prélevement de cet échantillon est a la fois non invasif, simple a effectuer pour les
personnels médicaux, peu pathogene, et répétable a une fréquence élevée. Afin de
développer l'usage de cet échantillon, différents points nécessitent d’étre étudiés plus en

détail.

Dans le premier chapitre consacré a I'étude de la bibliographie, nous avons montré que I'air
expiré constitue un échantillon complexe et variable. Les sources de variabilité, aussi bien
physiologiques qu’environnementales, sont nombreuses. Différentes techniques analytiques
sont utilisées pour résoudre cette complexité. Malgré leur diversité et leurs avantages
respectifs, des difficultés demeurent tout au long de la chaine analytique, tant sur les
conditions du préléevement de I’échantillon, de son transfert au systeme d’analyse que sur
I'injection, I'analyse et le traitement de données. La mise en place de la méthodologie de
validation des marqueurs nécessite également d’étre minutieuse. Les pratiques spécifiques a
chaque laboratoire amplifient ces différents problemes. Cela complique la comparaison des
résultats entre les études et la compréhension des étapes qui nécessitent le plus de travail.
Ces différentes raisons expliquent, entre autres, que seuls quelques tests simples sont
autorisés a I'heure actuelle. Cependant, de nombreux essais cliniques utilisent actuellement
le dispositif de préléevement ReCIVA de la société Owlstone medical ainsi que des méthodes
d’analyse identiques. Ces essais réalisés sur de grandes cohortes multicentriques, surement
supérieures a 3000 personnes, permettront de savoir si cette méthodologie résout certains

des problemes évoqués.

A la suite de ce constat, nous avons présenté l'intérét des micropréconcentrateurs et la
GC x GC, deux outils analytiques peu employés pour I'analyse de I'air expiré. Leur intérét
potentiel concernait quatre aspects : le prélevement, la préconcentration et l'injection, et
pour finir I'analyse. Nous avons d’abord décrit les systemes de prélevement miniaturisé a
base de puces en silicium qui existent dans la littérature et montré qu’ils permettent de
simplifier les étapes de prélevement et d’injection et de réduire les consommations

électriques. Nous avons ensuite décrit les quelques exemples publiés dans la littérature de
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dispositifs qui integrent des micropréconcentrateurs pour 'analyse de |'air expiré. Nous avons
également détaillé les avantages de la GC x GC pour I'analyse de |'air expiré et montré qu’une
vingtaine de publications existent actuellement dans ce domaine. Nous avons finalement
justifié de travailler avec un modulateur simple en décrivant le fonctionnement des différents
modes de modulation et en expliquant les problématiques du laboratoire : systemes
d’analyse simples et portables, sans consommables, facilement miniaturisables et alimentés

par batterie.

Ainsi, dans la partie expérimentale, nous avons commencé par caractériser un systeme de
prélevement et d’injection des COV, portable et fonctionnant sur batterie, basé sur un
micropréconcentrateur. Nous avons ensuite étudié la variabilité de ce systeme et nous avons
également comparé ses performances a un appareil de thermodésorption de laboratoire,
travail peu décrit dans la littérature. Nos expériences ont montré que les performances du
micropréconcentrateur pour la préconcentration et I'injection de mélanges simples et de COV
exhalés sont proches de celles de la thermodésorption de laboratoire avec trois avantages
majeurs : réduction du volume d’échantillon, simplification de I'architecture, intégration dans
un dispositif portable. Finalement, I'analyse des marqueurs exhalés du tabagisme présentée
dans le quatrieme chapitre a démontré I'intérét des micropréconcentrateurs dans un cas réel.
Nous avons également montré que ces résultats obtenus avec des micropréconcentrateurs
sont en accord avec des résultats déja décrits dans la littérature et obtenus avec des systemes
de laboratoire. Nous avons aussi travaillé sur une nouvelle architecture d’échantillonneur
d’air expiré afin de tirer pleinement profit des avantages du micropréconcentrateur :
réduction des volumes d’échantillon et intégrabilité. Ces travaux préliminaires nous ont
permis de comprendre les points importants pour le développement d’un échantillonneur
d’air expiré. Ces travaux méritent d’étre poursuivis afin d’atteindre un prélevement d’air de

fin de respiration sur une expiration unique.

Plusieurs points liés a la fabrication des micropréconcentrateurs peuvent étre perfectionnés.
Un procédé de fonctionnalisation collective des galettes de silicium, compatible en salle
blanche, présenterait un grand intérét pour éviter le remplissage manuel de chaque puce. De
plus, le dépot collectif de I'adsorbant pourrait peut-étre résoudre la variabilité de perte de

charge entre les puces. D’autre part, les connexions fluidiques sont également améliorables.
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En effet, les capillaires utilisés pour ces connexions sont pour le moment collés un par un. Des

méthodes collectives qui assureraient des connexions étanches présenteraient un intérét.

Malgré ces points a améliorer, tous les résultats obtenus durant cette these confirment
I'intérét des micropréconcentrateurs pour 'analyse des COV exhalés, aussi bien couplés a la

GC-MS de laboratoire que pour étre intégré dans un futur analyseur d’air expiré portable.

Nos travaux sur la GC x GC ont débuté par la construction d’'un modulateur fluidique
récemment décrit dans la littérature. Nous avons ensuite montré qu’il était compatible avec
une injection par thermodésorption. Nous avons montré que ce modulateur fluidique permet
de moduler les COV tres volatils présents dans I'air expiré. La comparaison de notre méthode
bidimensionnelle a la GC-MS montre bien une augmentation de I'espace de séparation avec
des rapports signal sur bruit équivalents a ceux obtenus par GC-MS, contrairement a ce qui
est observé avec d’autres types de modulateurs. Finalement, a partir des résultats obtenus a
I'aide de différents plans d’expérience, nous avons mis en évidence que I'amélioration de ce
modulateur nécessitait un travail minutieux malgré la simplicité de son architecture. Cela
s’explique par l'interdépendance des différents facteurs, comme discuté brievement dans la
conclusion du chapitre. La grande simplicité de fabrication et de fonctionnement de ce
modulateur présente tout de méme un intérét malgré les points que nous venons d’évoquer.
De maniere générale, nous estimons que la GC x GC présente un grand intérét pour I'analyse
des COV exhalés en raison des deux dimensions de séparation différentes qui permettent de
résoudre en partie la grande variabilité des structures, des volatilités et des concentrations

des COV contenus dans cet échantillon.

Finalement, nous avons travaillé sur les marqueurs d'une maladie métabolique, la
phénylcétonurie. Cette pathologie présente un intérét car les marqueurs sont bien décrits
dans la littérature et spécifiques. Cependant, les groupes acides carboxyliques et amines des
marqueurs compliquent I'analyse directe de ces composés par GC. Nous avons commencé par
travailler sur des simulants et montré que certains de ces marqueurs étaient analysables
directement par GC. Nous avons ensuite effectué des analyses sur des échantillons réels
d’urine et d’air expiré d’'une personne atteinte de phénylcétonurie. Malgré les travaux

préalables effectués pour améliorer I'analyse des marqueurs, nos conditions de prélevement
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et d’analyse ne nous ont pas permis d’observer ces composés dans |'air expiré d’une patiente.
Ces expériences nous ont cependant permis de sortir nos instruments du laboratoire,
d’effectuer des prélevements en milieu hospitalier et de confronter nos outils analytiques a

des échantillons réels.

Pour finir, nous citerons quelgues perspectives qui nous semblent intéressantes. Lors de
I"utilisation de nos nouveaux outils d’analyses, nous ne savions pas comment qualifier leur
intérét en particulier pour I'analyse des COV exhalés. Nous ne disposions pas de cas simples
et standards, d’ou nos recherches bibliographiques sur le tabagisme et les travaux effectués
sur la phénylcétonurie. Des mélanges de molécules représentatives de l'air expiré et des
procédures standards permettraient d’étalonner les nouveaux outils analytiques et de les
comparer facilement. Ce genre de propositions existe dans le domaine de la métabolomique,
domaine dont fait partie I'analyse des COV exhalés, et dans les sciences «omics» en général.
Cependant, la fabrication de matériaux de référence certifiés comme cela existe dans d’autres
domaines parait plus compliquée pour un mélange de COV a |'état gazeux. La définition d’un
cas réel standard pour effectuer des analyses simples permettrait également de mieux
comparer les méthodes d’analyse et d’appréhender les limites des différentes étapes,
conditions d’échantillonnage, modes d’échantillonnage, systeme d’analyse. Ce cas simple ne
nécessiterait pas forcément d’étre utile d’'un point de vue médical, mais devrait étre peu
sensible a la variabilité environnementale ou physiologique. La création d’un consortium
autour du peppermint protocol [322] semble aller dans ce sens. Le cas étudié consiste a
administrer une gélule qui contient du menthol et certains de ses dérivés puis de suivre leur
cinétique d’élimination dans I'air exhalé. Ce protocole est inoffensif, non invasif et tres simple
a mettre en place, ce qui est moins le cas pour notre étude concernant des fumeurs. Cette
proposition, qui émane d’autres groupes de recherche plus implantés dans le domaine de I'air
expiré, démontre cependant l'intérét de suivre un évenement environnemental au cours du
temps pour étudier l'intérét d’une méthode d’analyse, comme nous l'avons fait pour
caractériser notre micropréconcentrateur. Un appel a participation a eu lieu en juin 2018 lors
du Breath Summit. Au vu des plannings présentés a ce moment-la, les premiers résultats

seront disponibles d’ici un an.
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Plus généralement, les informations présentées dans ce manuscrit nous aménent a penser
gu’un dépistage précoce et large spectre de maladies grace a I'analyse des COV exhalés
nécessite encore de nombreuses recherches. D’autres applications comme le suivi de
maladies ou d’expositions nous paraissent nettement plus vraisemblables a I’heure actuelle.
Des marqueurs peu spécifiques dans I'air expiré pourraient permettre le suivi simple de
malades dont le diagnostic est déja établi, comme c’est déja le cas pour les alcanes
marqueurs de stress oxydatif dans le suivi de rejet de transplantation cardiaque. Les cas de
suivi d’expositions environnementales ou les marqueurs recherchés sont directement les
composés ou leurs métabolites semblent également plus favorables. En effet, ces deux cas de
figure permettent de s’affranchir d'une partie de la variabilité physiologique et
environnementale car chague personne constitue son propre témoin. Finalement, ces cas
plus simples permettraient également d’augmenter nos connaissances sur l'air expiré avant

d’utiliser ce type d’échantillon pour des applications plus complexes.
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Détails des tests anova pour le uPC

Benzene day 1 day 2 day 3 day 4
11215487 11765777 15652341 12132488
12474368 10887788 13958386 12937738
12537576 9504801 12662615 12751113
Anova :Single Factor
Summary
Groups Count Sum Average Variance
day 1 3 36227431 12075810.33 | 5.56116E+11
day 2 3 32158366 10719455.33 | 1.29926E+12
day 3 3 42273342 14091114 | 2.24783E+12
day 4 3 37821339 12607113 | 1.77659E+11
ANOVA
Source of variation SS df Mean of square F P-value Critical F value
Between Groups 1.74878E+13 3 5.82926E+12 | 5.446810831 | 0.024638891 4.066180551
Within Goups 8.56172E+12 8 1.07021E+12
Total 2.60495E+13 11
sr 1034511.702 CVr 8.36%
sj 1259502.714 Cvd 10.18%
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Toluene day 1 day 2 day 3 day 4
13627371 | 13876572 17232500 | 14479890
14647583 | 12378456 15853426 | 14743162
14911944 | 10819009 14424102 | 15302088
Anova :Single Factor
Summary S
Groups Count Sum Average Groups
day 1 3| 43186898 14395632.7 | 4.6014E+11
day 2 3| 37074037 12358012.3 | 2.3375E+12
day 3 3| 47510028 15836676 | 1.972E+12
day 4 3| 44525140 14841713.3 | 1.7629E+11
ANOVA
Source of
variation SS df Mean of square F P-value | Critical F value
Between Groups 1.9265E+13 3 6.4218E+12 | 5.19365853 | 0.02780694 4.06618055
Within Goups 9.8918E+12 8 1.2365E+12
Total 2.9157E+13 11
sr 1111968.91 CVr 7.74%
Sj 1314705.71 cvd 9.16%
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day 1 day 2 day 3 day 4

ethylbenzene 13913937 13124301 18443148 15481499

15035553 12734004 16815362 15668422

15179715 12156010 15443025 15624210
Anova :Single Factor
Summary

Groups Count Sum Average Groups
day 1 3 44129205 14709735| 4.8017E+11
day 2 3 38014315 12671438.33 | 2.3733E+11
day 3 3 50701535 16900511.67| 2.2556E+12
day 4 3 46774131 15591377 | 9543556399
ANOVA
Source of variation SS df Mean of square F P-value Critical F value

Between Groups 2.8392E+13 3 9.4641E+12| 12.6921338| 0.00207499 4.06618055
Within Goups 5.9653E+12 8 7.45666E+11
Total 3.4358E+13 11
sr 863519.707 CVr 5.77%
Sj 1704741.42 Ccvd 11.39%
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day 1 day 2 day 3 day 4

O xylene 12161077 10167113 13853711 | 12767675

13021072 9552805 12284470| 12749188

12981612 9442924 11441470| 13402812
Anova :Single Factor
Summary

Groups Count Sum Average Groups
day 1 3 38163761 12721253.7 | 2.3574E+11
day 2 3 29162842 9720947.33 | 1.5232E+11
day 3 3 37579651 12526550.3 | 1.4987E+12
day 4 3 38919675 12973225 | 1.3849E+11
ANOVA
Source of variation SS df Mean of square F P-value Critical F value

Between Groups 2.0814E+13 3 6.9379E+12|13.7028952 0.001616055 4.066180551
Within Goups 4.0505E+12 8 5.0631E+11
Total 2.4864E+13 11
sr 711552.355 Cvr 5.94%
Sj 1464190.52 Ccvd 12.22%
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Détails repétition TD

D
Peak areas
x10’

RSD

1.1 1.2 1.3 2.1 2.2 2.3 3.1 3.2 3.3 4.1 4.2 4.3 | Mean %

Benzene 1.24 1.26 1.17 1.17 1.09 1.07 1.27 1.17 1.28 1.36 1.27 1.20 1.21|6.75
Toluene 1.25 1.27 1.19 1.16 1.09 1.08 1.29 1.19 1.30 1.37 1.28 1.22 1.22|7.13
Ethylbenzene 1.28 1.31 1.32 1.21 1.19 1.21 1.35 1.32 1.47 1.53 1.46 1.40 1.34|8.16
Xylene 1.07 1.07 1.04 1.01 0.977 0.975 1.13 1.07 1.20 1.21 1.20 1.13 1.09|7.80
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Utilisation de Primosamp pour I'analyse de la qualité de 'air

Lors du développement du pPC et du systeme Primosamp, d’autres types d’échantillons ont
été analysés pour tester l'instrument et illustrer les différentes applications possibles. Une
des applications visées du systeme Primosamp est le prélevement de polluants de Iair sur
site. Pour illustrer ces applications, nous avons analysé I'air ambiant dans une chambre dont
la peinture et le papier peint avaient été refaits un mois auparavant. Le chromatogramme
obtenu est montré dans la figure 4.44. Les conditions analytiques sont différentes des

expériences précédentes et sont détaillées dans la légende.

TIC, UA
_ 11
10
1x10%
i 1 2 5> 6 7 8
'w\ma’ I ) \J"g oo
0 Nl A N e ) e

0 10 20 30 40
Temps de rétention, min

Figure 4.44. Chromatogramme de |'air ambiant d’une chambre 1 mois aprées des travaux de peinture et de
papier peint. Conditions analytiques : colonne 5 ms, 30 m, 0,25 mm DI, 0.25 um de phase, 96 kPa d’hélium,
50 ° C pendant 1 min, 3 °C/min jusqu’a 150 °C

Le chromatogramme comporte un peu plus d’une dizaine de pics dont plusieurs sont
identifiés et présentés dans le tableau 4.6. Une recherche sur internet et dans la littérature a
permis d’attribuer la provenance de ces molécules. Certains pics correspondent a des
solvants standards comme I'heptane le n-propyl acétate ou I'octane. Le toluene est aussi un
solvant utilisé pour les peintures et les vernis. Les attributions des pics 7 8 et 9 ne sont pas

forcément exactes, mais ces trois pics correspondent a des isomeres d’un solvant, le dowanol.



Tableau 4.6. Exemple de quelques molécules identifiées dans le chromatogramme présenté figure 4.44

Pic

N oo i A WwN

10
11

Tr, min

1,06

2,17
2,49
3,40
4,48
4,63
14,90

15,13

15,63

26,70
26,97

Identification

Methyl isocyanide

Heptane
n-Propyl acetate
Toluene
Octane
Hexanal

Dipropylene glycol
monomethyl ether

Dipropylene glycol
monomethyl ether

2- Propanol, 1 -(2-
methoxypropoxy)-

?

?

CAS
593-75-9

142-82-5
109-60-4
108-88-3
111-65-9
66-25-1
34590-94-8

34590-94-8

13429-07-7

Commentaires

Plutét volume mort mélange de
plusieurs molécules?

Solvant
Solvant
Solvant

Essence, solvant

Solvant, dowanol

Solvant, isomeére de position du
précédent dowanol

Solvant, isomere de position du
précédent dowanol

Solvant dérivé du dipropylene glycol

Solvant dérivé du dipropylene glycol
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Résumeé

L’air expiré présente un intérét pour des applications
meédicales comme le dépistage, le suivi de
pathologies ou d’expositions. En effet, cet échantillon
contient des marqueurs volatils endogénes ou
exogenes et son préléevement est non invasif. Méme
si le prélevement est simple, la complexité et la
variabilité de I'air expiré expliquent le peu de tests
autorisés par les autorités sanitaires.

Cette thése s’est intéressée a deux outils analytiques
pour lanalyse de lair expiré une puce de
préconcentration et la chromatographie en phase
gazeuse intégralement bidimensionnelle. Ces deux
techniques, peu explorées jusqu’a présents dans ce
domaine, peuvent présenter un intérét en simplifiant le
prélevement et en permettant une analyse plus
exhaustive des marqueurs

Le travail effectué sur la puce de préconcentration a
montré que les micropréconcentrateurs fabriqués au
laboratoire prélévent et injectent des mélanges de gaz
modeles et des échantillons d’air expiré avec des
variabilités proches des systéemes de laboratoires. De
plus, nos travaux ont montré que ces
micropréconcentrateurs présentent deux avantages
majeurs en réduisant les volumes d’échantillon
nécessaires et en s'intégrant dans des systemes
simples, portables et fonctionnant sur batterie. Afin
d’illustrer leur intérét sur un cas réel simple, nous
avons utilisé ces micropréconcentrateurs pour étudier
trois marqueurs du tabagisme dans I'air expiré de trois
fumeurs et de trois non-fumeurs et suivre les
cinétiques de ces composés dans l'air expiré d’'une
personne. Finalement, nous avons effectué un travail
préliminaire d’intégration dans des échantillonneurs
dédiés afin  dexploiter les avantages des
micropréconcentrateurs pour le prélevement de lair
expiré et tenter d’obtenir un prélevement sur une
expiration unique.

Nous avons ensuite choisi et reproduit une
architecture de modulateur fluidique simple, pertinente
pour la miniaturisation, basée sur un Dean’s switch.
Nous avons montré que ce modulateur décrit en 2016
était compatible avec une injection par
thermodésorption et comparé ses performances a la
GC simple pour I'analyse d’'un méme échantillon d’air
expiré. Ceci a montré que cette architecture présente
un intérét en modulant des composés exhalés trés
volatils ce qui permet de nombreuses levées de
coélution. Finalement, nous avons montré, grace a
des plans dexpériences, que I'amélioration des
performances de ce modulateur nécessitait un
contrdle minutieux des parameétres.

Enfin, nous avons confronté nos outils a des
échantillons d’'une malade atteinte d’'une maladie rare,
la phénylcétonurie. Des échantillons d’espace de téte
d’'urine et d’air expiré de la patiente ont été prélevés.
Les résultats, incomplets a ce stade, sont discutés
dans le manuscrit.
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Abstract

Breath is of interest for medical applications such as
screening, monitoring pathologies or exposures.
Indeed, this sample contains endogenous or
exogenous volatile markers and its sampling is non-
invasive. Although the sampling is simple, the
complexity and variability of breath explain the few
tests authorized by the health authorities.

This thesis focused on two analytical tools for the
analysis of breath: a preconcentration chip and two-
dimensional gas chromatography. These two
techniques, little explored so far in this area, may be
of interest by simplifying sampling and allowing a
more comprehensive analysis of markers

Work on the preconcentration chip has shown that
micropreconcentrators manufactured in the laboratory
sample and inject model gas mixtures and expired air
samples with variability close to laboratory systems. In
addition, our work has shown that these
microproconcentrators have two major advantages in
reducing the necessary sample volumes and
integrating into simple, portable and battery-powered
systems. In order to illustrate their interest in a simple
real-world case, we used these microproconcentrators
to study three smoking markers in the exhaled breath
of three smokers and three non-smokers, and to track
the kinetics of these compounds in a person’s breath.
Finally, we performed preliminary integration work in
dedicated samplers in order to exploit the benefits of
micropreconcentrators for the collection of breath and
attempt to obtain a single expiratory sampling.

We then chose and reproduced a simple fluidic
modulator architecture, relevant for miniaturization,
based on a Dean's switch. We showed that this
modulator described in 2016 was compatible with a
thermodesorption injection and compared its
performance to GC for the analysis of the same
breath sample. This has shown that this architecture
is of interest in modulating very volatile exhaled
compounds which allows many coelution lifts. Finally,
we showed, thanks to experimental designs, that the
improvement of the performances of this modulator
required a meticulous control of the parameters.
Finally, we confronted our tools with samples of a
patient suffering from a rare disease, phenylketonuria.
Samples of urine head space and exhaled air from the
patient were taken. The results, incomplete at this
stage, are discussed in the manuscript.
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