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Introduction générale

Les problémes de santé publique liés a I’exposition a des polluants environne-
mentaux sont aujourd’hui, au cceur des préoccupations politiques et individuelles a tra-
vers le monde, notamment en Europe. Les trois compartiments de notre écosystéme
(sol, eau et air) sont impactés par la présence de composés anthropogeénes potentielle-
ment néfastes pour I’environnement et pour la santé humaine. A ce titre, en France et a
travers bon nombre de pays industrialisés ou en voie de développement se sont déve-
loppés des réseaux de surveillance. Ils s’intéressent principalement aux milieux aqua-
tiques (agence de bassin) mais plus encore a la qualité de I’air extérieur (agence agréée
de surveillance de la qualité de I’air ou AASQA). Le compartiment aérien est plus spé-
cifiquement visé, dans la mesure ou ces agences sont a I’origine des alertes pollution
qui sont régulicrement lancées sur le territoire Francais tant en milieu urbain que sur les
principales voies de transport. L air constitue, en effet, le premier des éléments essen-
tiels a la vie, un signe de vie en particulier pour les humains « sans respiration pas de
vie et sans [’air pas de respiration ». Quotidiennement, une dizaine de kilogrammes
d’air transite par nos voies respiratoires qu’il s’agisse d’air de milieu extérieur ou d’air
intérieur. Une mauvaise qualité de I’air peut ainsi, notamment pour les personnes sen-
sibles, conduire aux développements de certaines pathologies.

Les polluants présents dans I’air peuvent altérer la santé humaine principalement
par inhalation ou par contact. IIs peuvent engendrer chez I’homme des maladies graves
(cancers, insuffisances respiratoires et pulmonaires, maladies cardio-vasculaires) lors
d’expositions chroniques ou aigiies ou encore des nuisances diverses (altération de ren-
dement agricole, dégradation du bati, odeurs, ...). La pollution de I’air peut aussi avoir
des conséquences sur le climat (pluies acides, réchauffement climatique, ...) et dégrader
les écosysteémes par dépot sur les sols, les végétaux ou dans I’eau. Cette dégradation de
I’air extérieur est généralement appelé « pollution atmosphérique ». Elle correspond
a une modification de la composition de I’air impliquant la détérioration de sa qualité
par la présence de polluants chimiques, physiques ou biologiques, ayant des consé-
quences nuisibles pour la santé humaine, les étres vivants, le climat, et les biens maté-
riels. De maniére plus ciblée, les polluants chimiques de I’atmosphére peuvent avoir des
origines diverses mais sont, pour 1’essentiel, liées aux activités humaines telles que 1’in-
dustrie et la production d’énergie (fumées, composés organiques volatils ou COV, CO,
COa, SOy, NOy, Pb, particules,...), I’agriculture (aérosols associés a 1’épandage d’in-
secticides, d’engrais azotés, de pesticides et de fongicides) les transports notamment
routiers (CO, CO2, COV, NOy, particules,...) ou encore les batiments qu’ils soient ré-
sidentiels ou de travail (CO, CO2, COV, NOy, particules produites par les dispositifs de
chauffage au bois, au fioul ou encore au gaz).

Certains polluants atmosphériques sont associées a des sources naturelles comme
les plantes (pollens, COV dont I’isopréne et I’ a-pinéne a I’origine d’aérosols organiques


https://fr.wikipedia.org/wiki/Polluant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sant%C3%A9_humaine
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%8Atres_vivants
https://fr.wikipedia.org/wiki/Climat
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secondaires ou SOA), les éruptions volcaniques (SOx, H2S, HCI,...), les incendies
d’origine naturelle (particules fines, NOx, CO, COy,...) ou encore la foudre (NOx).

L’air respiré dans nos habitations ou sur nos lieux de travail n’est pas exempt de
polluants, on parle ainsi de « pollution de I’air intérieur » ou de pollution indoor. Il
peut s’agir de COV ou de composés semi-volatils contenus dans les produits d’entretien
et de bricolage ou encore dans les matériaux agglomérés (panneaux de particules) mais
aussi dans les plastiques, les parfums d’intérieur, les produits d’hygiene ou les insecti-
cides, I’ozone produit en particulier par les photocopieurs, les particules fines et les
fibres, les bio-contaminants (bactéries, virus, champignons, moisissures,...) ou encore
les produits (gazeux et particulaires) issus de processus de combustion (feu en foyer
ouvert ou fermé, tabagisme) ou de cuisson. De maniére plus spécifique, les gaz produits
par combustion sont associés aux différents oxydes d’azote, de carbone et de soufre
mais aussi a des COV ou encore aux hydrocarbures aromatiques monocycliques (ben-
z€ne, toluene,...) ou polycycliques (HAP). La phase particulaire quant a elle est cons-
tituée principalement de suies ou carbon black sur lesquelles peuvent étre adsorbée des
composés organiques volatils, semi-volatils ou non volatils.

La pollution de 1I’air intérieur liée au tabagisme nécessite une attention particu-
liere pour plusieurs raisons. Elle conduit a une exposition chez les fumeurs réguliers
(tabagisme actif) mais également pour les personnes de leur entourage (tabagisme pas-
sif). Elle touche une large part de la population (hommes et femmes issus de milieux
sociaux variés). Selon des statistiques de 2015, le tabagisme qui constitue la premicre
cause de mortalité prématurée évitable en France conduit a pres de 79 000 morts par an.
Il est en outre responsable de prés de 90% des cancers du poumon dans notre pays.
L’exposition aux fumées de cigarette peut étre considérée comme chronique dans la
mesure ou, la fraction gazeuse et la fraction particulaire qui lui sont associ€s persistent
de longues heures dans les atmosphéres intérieures. Apres leur formation, la phase par-
ticulaire des fumées peut venir se déposer sur les tissus intérieurs, les tapis, les rideaux,
les murs et les meubles et étre remise en suspension avant d’étre inhalée. Les dangers
liés a I’exposition des fumées de cigarette sont considérables pour les fumeurs et leur
entourage et sont associés a des risques de maladies respiratoires, de cancers (poumon,
gorge, systéme digestif,...) et de maladies cardiovasculaires. Le tabagisme actif ou pas-
sif est également un facteur aggravant pour certaines pathologies comme 1’asthme ou le
diabete. Ces risques sont relatifs a la présence de substances toxiques dans la phase
gazeuse ou dans la phase particulaire des fumées de tabac. Le fumage d’une cigarette,
conduit a la formation de milliers de composés dont le CO et le CO», les NOx, les COV,
les HAP (fluoranthéne, benzo(a)-pyrénes,...), les aldéhydes, les cétones, les BTEX
(benzéne, toluéne, éthyl-benzéne, xylénes, styréne,...) et les nitrosamines.! Une part de
ces composés se trouve a 1’état de traces, ce qui en rend 1’étude délicate. Un nombre
important de ces composés, principalement ceux relatifs a la phase particulaire, sont
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encore tres peu renseignés. Ils sont cependant du point de vue de la santé humaine ex-
trémement importants dans la mesure ou les particules de taille microscopique (voire
nanométrique) sur lesquelles ils sont adsorbés, pénétrent profondément dans les voies
respiratoires et atteignent les alvéoles pulmonaires si¢ges des échanges avec le sang.

Il existe différents types de fumée de cigarette qui sont produites au cours du
fumage par combustion et pyrolyse des différents ingrédients de la cigarette (tabac, pa-
pier, additifs,...). Celles qui sont inhalé€es par le fumeur sont appelées fumeées du courant
principal ou mainstream smoke (MSS) et correspondent a I’exposition principale des
fumeurs actifs. Une partie des composés inhalés reste dans 1’organisme du fumeur. Il
peut s’agir de certains composés gazeux, des particules elles-mémes ou bien de certains
composés qui sont adsorbées a leur surface. Les fumées de cigarette qui sont exhalées
et rejetées par le fumeur en atmosphere intérieur (EXS), sont par conséquent potentiel-
lement différentes des MSS tant en nature qu’en ce qui concerne les composés adsorbés.
Entre deux bouffées, des fumées sont également produites au niveau de la braise de la
cigarette, elles correspondent au cours secondaire ou sidestream smoke (SSS). Asso-
ciées aux EXS, elles constituent les fumées de tabac environnementales ou ETS (envi-
ronnemental tobacco smoke) et sont celles qui sont inhalées par les fumeurs passifs. Les
effets toxiques des fumées de cigarettes qu’il s’agisse des MSS ou des ETS sont direc-
tement liés a leur composition chimique et a leur comportement dans l'organisme, no-
tamment au niveau du systéme respiratoire. >

Si I’étude de la phase gazeuse a conduit & de nombreux travaux, celle de la phase
particulaire est bien moins documentée.* Une grande partie des travaux qui traitent de
I’analyse de la fraction particulaire correspond a des études ciblées ne s’intéressant qu’a
certains composés comme la nicotine, les HAP ou encore les amines aromatiques. Seuls
deux groupes a travers le monde s’y intéressent réellement. Le premier est celui du
Professeur Ralf Zimmerman a Rostock qui a mis en place une analyse on-line couplée
a I’ionisation SPI ou REMPI.” Si les résultats obtenus sont d’une grande importance et
tout a fait pertinents, la distinction en composés associés a la fraction gazeuse et a celle
des particules est rendue délicate par le dispositif employé. Le diagnostic obtenu est
¢galement limité aux especes volatiles et semi-volatiles. Le second groupe est le notre.

146 ce travail s’est d’abord con-

Initié dans le cadre de la thése de Sébastien Schramm,
sacré a comparer les fumées de cigarettes inhalées et exhalées par le fumeur avant,

d’étudier celles inhalées par tabagisme passif.

L’objectif de ce travail de theése est d’approfondir notre connaissance de la com-
position chimique de la matiere particulaire des fumées de cigarette inhalées (MSS). La
démarche entreprise est celle d’une analyse non-ciblée assurant la mise en évidence du
plus grand nombre possible de constituants de la fumée de cigarette inhalée par le fu-
meur. La mise en place de méthodologies sensibles et hautement résolutives est ainsi
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nécessaire pour obtenir de nouveaux ¢léments sur la composition de cette matiere par-
ticulaire qui constitue un des polluants les plus importants des atmosphéres intérieures.
A ce titre, la combinaison de la spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des
ions par transformée de Fourier (FT ICR-MS) et des sources d’ionisation par désorp-
tion/ionisation laser (LDI) et par €électro-nébulisation (ESI) apparaissent comme un outil
de choix pour, d’une part ioniser des especes aux propriétés physico-chimiques pouvant
étre tres différentes et pour, d’autre part assurer la détection et la distinction des cen-
taines de composés présents dans ces milieux complexes. De manicre plus spécifique,
I’établissement d’une méthode analytique robuste a permis d’étudier 1’influence d’un
certain nombre de parameétres liés a la cigarette sur la nature des fumées associées au
tabagisme actif. Ainsi, I’étude de I’influence de la morphologie du filtre, de la présence
¢ventuelle d’additifs et de I’origine géographique de la cigarette sur la nature est la dis-
tribution des composes présents dans la matiere particulaire a pu étre menee.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres, le premier sera consacré a
I’établissement du contexte geénéral de 1’é¢tude. La description générale du tabac, celle
de la cigarette et des différentes fumées produites au cours du fumage sera dressée. Une
revue bibliographique de 1’analyse de la composition des fumées de cigarette au cours
de la derniére décennie sera également réalisée.

Le second chapitre décrira les matériels et méthodes d’analyse utilisés dans cette
¢tude. Un accent sera porté sur les protocoles opératoires mis en place, sur le traitement
et la représentation des données.

Le troisiéme chapitre constituera le premier chapitre de résultats et portera sur la
mise en place et la validation de la méthode de production et de préléevement des MSS
ainsi que sur 1’établissement de la méthode non-ciblée d’étude de la fraction particulaire
des fumées inhalées par tabagisme actif a I’aide des techniques LDI FT ICR-MS et ESI
FT ICR-MS.

Dans le dernier chapitre, 1’application de la méthodologie mise en place permet-
tra de déterminer I’influence de (i) la nature du filtre (plein ou de type O-ring), (ii)
I’origine géographique et (ii1) la présence d’agents de saveur sur la distribution et la
nature des especes contenues dans les MSS.
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L’objectif de ce premier chapitre est de définir quelques termes et d’introduire
certaines notions de base sur ’histoire du tabac, sa culture et sa composition chimique
ainsi que de donner les ¢léments les plus pertinents associ€s a la cigarette pour cette
étude.

Tout d’abord, la description de la composition chimique du tabac sera donnée en
detaillant pour certains de ses constituants leur impact sur I’organisme. Celle-ci sera
¢tendue a certains additifs couramment employés notamment certains agents de saveurs
comme le menthol ou le clou de de girofle.

Dans une seconde partie, les différents éléments contribuant a la fabrication
d’une cigarette seront détaillés avant que soit abordée la description des différents types
de fumées de cigarette. L.’accent sera ensuite porté sur les différentes étapes qui se dé-
roulent au cours du processus de fumage et sur la nature et les effets potentiellement
toxiques sur 1’organisme des substances contenues dans ces fumées. Enfin, la granulo-
métrie des particules des fumées de cigarette en particulier celles inhalées par le fumeur
(tabagisme actif) sera abordée.

Nous terminerons ce chapitre par une revue bibliographique concernant les
¢tudes publiées au cours de la derniére décennie qui portent sur I’analyse des fumées de
cigarette. Dans cette derniére partie, nous présenterons ainsi, les modes d’échantillon-
nage employ¢ ainsi que les méthodes et les techniques utilisées pour I'analyse des fu-
mées de cigarette.

I.1. Tabac et tabagisme

Le tabac est un produit issu du mode végétal dont la culture est soumise aux aléas
météorologiques, il est produit a partir de feuilles séchées de plantes appartenant au
genre botanique Nicotiana dans la famille des Solanacées. Dans 1’ Antiquité, le tabac
¢tait utilisé comme un produit médicinal et sacré par les indiens d’Amérique (fumer
¢tait moyen de purification lors de différentes cérémonies). Originaire d’Amérique, le
tabac a ét¢ introduit en Europe aprées la découverte de ce continent par Christophe Co-
lomb, Luis de Torres et Rodrigo de Jerez en 1492. L’usage du tabac s’est alors progres-
sivement répandu dans le reste du monde.’

Le tabac est utilisé sous plusieurs formes, il peut s’agir de tabac a fumer ou de
tabac non fumé.
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- Le tabac non fumé

Le tabac non fumé est utilisé¢ sous forme de tabac a chiquer (feuille de tabac
roulée et mastiquée), de tabac a priser (tabac émietté et introduit dans le nez) ou de tabac
a sucer.

- Le tabac a fumer

Le tabac peut étre fumé de différentes manicres. Les plus répandues sont I’emploi
de pipe ou celle de narguilé également appelé chicha ou alors conditionné sous forme
de cigarette ou de cigare. Le mode le plus répandu pour la consommation du tabac est
la cigarette. Sous toutes ses formes, la consommation représente un risque accru et un
danger pour la santé humaine mais également de maniére plus générale pour 1’environ-
nement.® Nous nous sommes intéressés a 1’étude des fumées de cigarette car il s’agit
du mode de consommation du tabac le plus répandu.

I.2. Conséquences du tabagisme sur I’organisme

Le tabagisme est un probleme de santé publique majeur. L’Organisation Mon-
diale de la Santé (OMS) a classé le tabac parmi les principales causes de morbidité et
de mortalité dans le monde notamment dans les grands centres urbains dans les pays
développés et dans la plupart des pays en voie de développement. Elle considére la lutte
contre le tabagisme essentiel du point de vue de la santé publique mais également pour
veiller a la prévention et la protection de I’environnement.’

Les risques sanitaires liés au tabagisme concernent un accroissement des risques
de développer des pathologies délétéres pour la santé des fumeurs a travers le tabagisme
actif. IIs concernent également les non-fumeurs et les animaux (surtout les animaux de
compagnie) au travers du tabagisme passif par une détérioration de la qualité de I’at-
mosphere intérieure. De manicre plus précise, le tabagisme passif est a I’origine du dé-
veloppement ou de I’aggravation de pathologies chez les non-fumeurs et en premier lieu
chez les enfants. On peut ainsi évoquer, des problémes de toux et de sifflement respira-
toire, de bronchite, d’asthme, de pneumonie, d’infections des voies respiratoires infé-
rieures, de troubles ophtalmiques et auditifs, de maladies cardio-vasculaires, de cancers
voire une augmentation des risques de contagion de certaines maladies infectieuses
comme la tuberculose.’

S’ajoutent a ces risques sanitaires, pour les femmes enceintes, des problémes
d’hypoxie feetale (réduction de I’apport en oxygéne du feetus).!? Les fumeurs réguliers
s’exposent également a des maladies pulmonaires importantes comme le cancer du pou-
mon'! ou a des complications spécifiques aprés une intervention chirurgicale.!> Cet
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accroissement des risques sanitaires et directement li¢ a la composition des fumées in-
halées par le fumeur actif qui contiennent des milliers de composés. Certains sont re-
connus comme toxiques, mutagenes, reprotoxiques (avortement spontan¢, malforma-
tion des feetus chez les fumeuses...), irritants, cancérogénes mais I’essentiel des cons-
tituants de la phase particulaire de la fumée de cigarette n’a ni encore été renseigné ni
clairement documenté.*?

I1.3. Les effets des composés des fumées de cigarette sur 1’orga-
nisme

Les effets du tabagisme sont nombreux et variés. Le tabagisme cause des mala-
dies souvent treés graves et de longue durée. Ils peuvent également conduire a I’aggra-
vation d’affections sérieuses dont le fumeur est déja atteint. Certains d’entre eux peu-
vent étre associés aux effets connus de composés identifiés dans les fumées de ciga-
rettes.

Les risques auxquels s’expose un fumeur sont généralement en relation directe
avec un composé¢, une classe de composés ou un cocktail de composés contenus dans
les fumées de cigarette. Ainsi certains peuvent étre :

v Cancérogénes et/ou mutagénes comme les hydrocarbures aromatiques polycy-
cliques (HAP), les amines aromatiques, les nitrosamines, les métaux, les métal-
loides et les radioéléments, les aldéhydes, les phénols mais également les com-
posés condensés (liquides ou solides) regroupés sous le terme « goudron » qui
se déposent en particulier dans les bronches et les poumons ;

v’ toxiques comme le benzéne, le toluéne, le CO et les NOX ;

v’ irritants comme les produits de combustion de la cellulose par exemple.

D’autres composés des fumées de cigarette peuvent également étre a I’origine de
la dépendance au tabac, et rendent le sevrage tabagique difficile. Il s’agit en particulier
de la nicotine et de ses dérivés.!?

I.4. Les constituants des cigarettes

Les cigarettes sont des produits emblématiques de la consommation du tabac.
Une cigarette est formée d’un papier fin et poreux roulé en forme de cylindre. Il contient
un mélange de tabac (Virginie, Maryland, Kentucky, Burley, Oriental, principalement)
et d’additifs (menthol, vanille, cacao, clou de girofle, ...). Ce cylindre comporte a I’un
de ses extrémités un filtre qui peut étre de morphologie classique ou de type O-ring.
Dans ce cas le filtre est constitué de deux parties, I’un est un filtre plein, I’autre un filtre
creux. Une cigarette contient, selon la marque, entre 0,5 et 1 g de tabac.'#!3
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1.4.1. Composition chimique du tabac a fumer

La composition du tabac a fumer dépend principalement des conditions de cul-
ture (période de cultures, sols), de la variété du tabac et des conditions de séchage des
feuilles. Cinq variétés de tabac peuvent étre assemblées pour la confection d’une ciga-
rette : le Virginie (tabac blond), le Burley, le Maryland, le Kentucky (tabac brun), et
’Oriental (Figure 1).!'%!7 Avant de pouvoir les employer comme tabac a fumer, les
feuilles de tabac doivent étre séchées. Différents procédés sont employés. Le Virginie
est séché a I’air chaud ou dans les fours artificiels alors que le Maryland et le Kentucky
sont séchés a 1’air libre et le Burley sous des hangars a tabac traditionnels. La quantité
de sucre et de nicotine est fortement dépendante des variétés de tabac et des conditions
de séchage. Ainsi, le Virginie est trés sucré avec une teneur en nicotine €levée alors que
I’Oriental contient moins de nicotine. Le tabac Burley renferme quant a lui des teneurs
en sucre plus faibles mais il contient aussi une quantité trés importante en nicotine.!”-!3
Par ailleurs, le tabac contient également des additifs utilisés au cours du séchage pour
faciliter le processus de dessiccation mais également pour limiter le développement de
micro-organismes (moisissures, champignons et bactéries).

.‘.\ ...- '
A g
s Pl U i

Eﬁh £ ,
Tabac Virginie Tabac Burley Tabac Brun Tabac Oriental
Figure 1 Les différents types de tabac

1.4.2. Le papier a cigarettes

Dans la production de cigarettes, le papier a cigarettes est utilis¢é comme matériau
d'emballage.

Dans une cigarette il existe trois différentes couches de papier :

v" le papier cigarette : visible de I’extérieur il est directement en contact avec
le tabac et forme le "boudin de tabac" ;

v' le papier de grainage: non visible de ’extérieur, il est en contact avec la
matiere de filtration et forme le batonnet filtre ;

v' le papier manchette : généralement imprimé, il sert a 1’assemblage des
deux papiers précédent.'”
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Les bandes circonférentielles de papier a cigarettes sont placées périodiquement
le long de la tige et comprennent généralement des substances réductrices de perméa-
bilite telles que 1'alginate, I'amidon, le tapioca, le carraghénane, la gomme de guar, la
pectine ou encore la cellulose.?”

Dans I’industrie du papier a cigarettes, la mesure de la perméabilité du papier a
cigarettes est définie comme le débit (cm?® min™') passant a travers un échantillon de 1
cm? de matériau d'essai a une pression appliquée de 1,00 kPa.?!?? L unité de mesure est
appelée Coresta (CU).

1.4.2.a. Constituants du papier a cigarettes

Le papier a cigarettes est composé essentiellement de 60-70% de cellulose, 30-
40% de carbonate de calcium et de 1 a 5% d'additif comme des sels de potassium ou de
sodium, ainsi que des modificateurs de la vitesse de combustion (spécifiquement le ci-
trate de sodium).?* A noter que, le carbonate de calcium est un matériau inorganique
non toxique, et par conséquent, il peut étre ajouté en toute sécurité dans le papier a
cigarettes, il contribue largement a la formation de la cendre.?* Il a une influence directe
sur la porosité du papier et sur la combustion de la cigarette.

De méme que le tabac, de nombreux composants sont couramment utilisés
comme additifs dans I’industrie du papier a cigarettes afin de donner une odeur agréable
et d’accélérer la combustion lors du fumage de la cigarette comme par exemple le citrate
de sodium qui conduit a réduire le nombre de bouffées par cigarette.?> L augmentation
du dosage des additifs de combustion peut entrainer une réduction du taux de monoxyde
de carbone.® En revanche, le goit de la cigarette peut étre influencé par l'utilisation
accrue d'additifs de combustion.?®

Il est intéressant de noter que, pendant le fumage la proportion de monoxyde de
carbone, de goudron et d'autres composés, peut dépendre également des caractéristiques
du papier a cigarettes comme par exemple, la porosité, le grammage, la concentration
en carbonate de calcium.?

1.4.2.b. Role du papier a cigarettes

Le papier a cigarettes a un rdle esthétique sur l'apparence d’une cigarette en mo-
difiant certaines caractéristiques telles que 1'opacité et la brillance du filtre de la ciga-
rette.
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D’autre part, il joue un réle trés important sur la nature des réactions associées a
la combustion de tabac, et a celles entre les produits de combustion et 1’oxygene ou
I’humidité avant I’inhalation par le fumeur.?’

1.4.3.  Le filtre a cigarettes

Les filtres a cigarettes sont des matériaux fibreux constitués essentiellement
d'acétate de cellulose. Ils ont pour réle principal, de réduire dans les fumées la proposi-
tion de certaines substances en particulier la teneur en goudron, et de retenir les parti-
cules les plus lourdes avant I’inhalation de la fumée de cigarette par le fumeur. Par
contre, les composés gazeux et les fines particules traversent librement le filtre. Ils peu-
vent étre photodégradables sous l'exposition du rayonnement UV. Par contre, ils sont
non biodégradables. Différentes études ont montré comme celle de Gaworski et al?® ont
effet démontré la faible biodégradabilité de 1'acétate de cellulose.

La présence de micropores sur les filtres a cigarettes a une importance capitale
lors du fumage d’une cigarette :

v ils facilitent I’aspiration de ’air et la dilution des fumées (permet a 1’air ambiant
de diluer la fumée et de réduire la proportion de certains composés aspirés par le
fumeur, principalement la proportion de goudrons et de nicotine).?’

v' les trous présents a la périphérie des filtres de certaines cigarettes permettent au
fumeur d’abaisser la quantité fumée de tabac inhal¢ en diluant la fumée de ciga-

rette.3?

En outre, la ventilation réduit le flux d'air a travers le charbon en combustion
¢galement appelé braise, la tige de tabac et le filtre, modifiant ainsi la composition chi-
mique de la fumée tout en permettant la diffusion vers l'extérieur des composés ga-

24
Zeux.

De nombreux matériaux sont utilisés comme additifs dans les filtres a cigarettes
classiques afin d'améliorer I'efficacité de 1'élimination de certains produits toxiques.
Parmi eux, les nano-cages de carbone sont utiles pour l'adsorption de composés
toxiques,’! I’oxyde de titane nano-structuré pour éliminer sélectivement les nitrosa-
mines,” des composites a base de nanotubes de carbone sont efficaces pour 1'élimina-
tion du benzo[a]pyréne ou des composés phénoliques.*

Le charbon actif peut étre utilisé dans la filtration de la fumée du courant prin-
cipal.’® En effet, le charbon actif se caractérise par une surface spécifique et une porosité
¢levées, ce qui facilite I'adsorption des composés volatils et semi-volatils des MSS, en
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particulier les aldéhydes, les amines aliphatiques et les composés aromatiques monocy-
cliques.®*

Les filtres a cigarettes en cellulose offrent un avantage important par rapport
filtres synthétiques. Apres usage, ceux-ci nécessite de 7,5 a 14 ans avant de disparaitre.
En revanche, les filtres en cellulose se dégradent plus rapidement.>® Au niveau de
I’image, les cigarettes dotées d’un filtre rassurent a tort, les consommateurs quant au
risque sanitaires des produits contenus dans les filtres. Il est bon de noter que pour les
particules les plus fines, les filtres diluent les fumées sans changer la taille des particules
ni les retenir.® Les filtres usagés constituent un risque pour I'environnement puisqu’une
lixiviation des composants toxiques des filtres et du tabac fumé issus des mégots de
cigarettes jetés dans la nature peut conduire a la libération de substances nuisibles no-
tamment pour l'environnement aquatique. Il s’agit ici, principalement d’une libération
de métaux lourds, mais aussi d'éthylphénol ou encore de résidus de pesticides.’’

I1.4.4. Les additifs du tabac (menthol, clou de girofle et autres)

Les additifs sont utilisés dans 1’industrie du tabac principalement pour modifier
le gotit et atténuer 1’acreté des fumées de cigarette. En outre, certains comme I’ammo-
niac, constitue un moyen de rendre plus addictive la consommation du tabac. Cela con-
duit & créer une dépendance importante pour les fumeurs, en particulier pour les nou-
veaux fumeurs.®

De manicre plus générale, les additifs sont employés pour

v’ rendre aisée la combustion du tabac ou permettre 1’oxydation rapide du tabac ;

v’ permettre I’humidification du tabac afin d’augmenter la durée de conservation
en évitant le séchage de la cigarette. Il s’agit du propylene glycol, du glycol ou
encore du glycérol ;¥

v modifier I’odeur des fumées et développer une odeur agréable en employant par
exemple le menthol, le clou de girofle ou la vanille. %!

v réduire I’irritation des voies respiratoires.!”

La plupart des ingrédients sont ajoutés aux cigarettes a des concentrations trés
faibles.*%*? Par exemple, le cacao et les produits a base de cacao a 0,060% (0,5 mg/cig)
et a 0,003% (0,026 mg/cig) pour les ardmes naturels et artificiels dans les cigarettes
commercialisée par la firme Marlboro.*

Nous allons développer de maniére plus importante deux additifs employés dans
les cigarettes sur lesquelles porte cette étude : le clou de girofle et le menthol.
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I1.4.4.a. Le Clou de girofle

Le giroflier est un arbre originaire d’Asie qui produit une épice tres aromatique,
le clou de girofle ( Figure 2). Le clou de girofle est utilis¢ pour ses vertus médicinales
(analgésique) et culinaires. Il est également employé comme un additif dans 1’industrie
de la cigarette, en particulier dans les cigarettes aux clous de girofle, appelées Kretek.
Les quantités de produits issus du clou de girofle dans les cigarettes Kretek peuvent
constituer jusqu’a 30% de la masse d’une cigarette. 444

La plupart des cigarettes Kretek viennent d’ Asie notamment d’Inde mais aussi
de Java, Sumatra, Bali et Lombok. Plus récemment, il est entré dans la composition de
certaines cigarettes en Amérique du Nord.***¢ Elles sont fabriquées essentiellement a
partir de tabac et de clous de girofle mais contiennent également d’autres agents de
saveurs appelés globalement sauce qui correspond a un mélange de clous de girofle,
d’huile de clou de girofle et d’essence de clous de girofle.*’

Figure 2 Clous de girofle

1.4.4.b. Le menthol

Le menthol est une substance naturellement présente dans les plantes a la menthe
de type menthe poivrée et la menthe verte (Figure 3). Il peut étre également obtenu a
travers des procédés de synthése.*® Il est utilisé depuis I’ Antiquité dans 1'alimentation
et dans les produits pharmaceutiques.*

Le menthol est un additif aromatisant couramment utilisé dans les cigarettes a
cause de sa saveur, de son arome et de ses effets sur le fumeur.’*>! 11 a notamment, un
effet d’anesthésie local, d’agent anti-irritant et de refroidissement des voies aériennes
et concourt a augmenter la sensation agréable des fumées de cigarette,’>**>* Le menthol
est utilisé généralement dans 1’industrie de la cigarette a des doses faibles dans la ma-
jorité des cigarettes "non-mentholées" et a des doses variables dans les cigarettes dites
" au menthol".*> Le menthol méme a une faible quantité dans la cigarette peut provoquer
des sensations agréables. Il peut masquer I’apreté des fumées en atténuant ou adoucis-
sant l'irritation de certains composés des fumées de cigarette.’®’ La plupart des fumeurs
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de cigarettes au menthol sont jeunes et appartiennent a une tranche d’age comprise entre
12-40 ans.>8

La présence de menthol peut entrainer un risque accru de pénétration plus pro-
fonde des particules des fumées de cigarette dans I’organisme des fumeurs.”’

Menthol

OH

Figure 3 Le Menthol et la Feuille de Menthe dont il peut étre extrait

I.5. Processus de fumage et composition des fumées de cigarette

I.5.1.  Les différentes classes de fumées de cigarette

Les fumées de cigarette sont produites par des processus de combustion/pyrolyse
lors du fumage d’une cigarette. Il s’agit d’un terme générique qui correspond a diffé-
rents types de fumées. Il peut s’agir des fumées de cigarette du courant principal ou
Mainstream Smoke (MSS), des fumées expirées ou Exhaled Smoke (EXS), des fumées
du courant secondaire ou Sidestream Smoke (SSS) ainsi que des fumées de tabac envi-
ronnemental ou environnemental Tobacco Smoke (ETS) et des fumées du courant ter-
tiaire ou Third Hand Smoke (THS).®

I.5.1.a. Le courant principal de fumée (MSS)

Le courant principal de fumée (MSS) correspond aux fumées qui traversent le
filtre et sont inhalées par le fumeur actif. Il est constitué d'une phase vapeur et d'une
phase particulaire. Dans I'ensemble de la fumée, la phase vapeur et l'air représente
95,5%, tandis que la phase particulaire ne correspond qu’a 4,5%. Si la contribution de
l'eau est retirée de la masse de maticre particulaire, la maticre particulaire séche ne re-
présente que 3,6% de la masse de 1'ensemble de la fumée.®0-64

Apres inhalation du courant principal de fumée par le fumeur,
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v’ une partie reste dans son organisme, en particulier les microparticules qui sont
piégées dans les voies respiratoires (bouche, trachée artere, et alvéoles pulmo-
naires) avant d’entrer dans la circulation sanguine.*°

v" Tautre partie est expirée dans 1’atmosphére et constitue les fumées expirées ou
EXS.

L.5.1.b. Les fumées expirées (EXS)

Comme son nom I’indique, elles correspondent aux fumées expirées par les fu-
meurs actifs dans I’atmosphére entre deux bouffées.® Sa composition chimique est dif-
férentes de la fumée inhalée par le fumeur du fait notamment de processus de transfert
entre les MSS et ’organisme.®® Ces fumées sont susceptibles d’étre inhalées par les
fumeurs passifs.

L.5.1.c. Le courant secondaire de fumée (SSS)

Le courant secondaire de fumée représente les fumées qui se dégagent lorsque la
cigarette se consume entre deux bouffées.® Il est principalement issu de la pyrolyse du
tabac et des autres ingrédients de la cigarette. Les composés qui le constituent sont eux
aussi susceptibles d’étre inhalés par les fumeurs passifs.

1.5.1.d. Les fumées de tabac environnemental (ETS)

Les fumées du tabac environnemental correspondent a I’ensemble des fumées
expirées par les fumeurs actifs et des fumées du courant secondaire.® Elles englobent
I’ensemble des fumées de cigarette émises dans 1I’environnement.

I.5.1.e. Le courant tertiaire de fumée (THYS)

Les ETS peuvent se combiner avec les poussicres et se déposer sur différentes
surfaces telles que les meubles, les textiles, la peau ou les cheveux. Leur remise en
suspension apres d’éventuelles transformation chimique (oxydation principalement)
conduit aux THS.%®

I.5.2.  Les différentes étapes associées au fumage d’une ciga-
rette

Au cours du fumage d'une cigarette, plusieurs milliers de réactions se déroulent

en parallele ou de manicre successive. En raison de la complexité de la fumée de ciga-
rette, il est impossible de déterminer précisément les mécanismes par lesquels chaque
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composant de fumée est généré. Une description schématique de ces processus est don-
née sur la Figure 4.

Combustion (600 - 950 °C)

0, élevé Pyrolyse (200 - 600 °C)

Pauvre en O; et H; élevé
~ZF "y
4 ~ ) i Filtre
ooy 4

Figure 4 Les différentes processus associées au fumage d’une cigarette

1.5.2.a. Zone de combustion

De nombreux mécanismes se produisent dans la zone de combustion et contri-
buent a la génération d’un certain nombre de composés inhalés par le fumeur. A ceux-
ci s’ajoutent, les produits issus de la pyrolyse du tabac, de la distillation des composés
volatils du tabac sous I’effet des gaz chauds des fumées de cigarette lorsqu’ils traversent
la partie de la cigarette encore imbrulée.

La zone de combustion est riche en oxygeéne. Elle peut étre divisée en deux ré-
gions. Une zone de combustion exothermique et une zone de pyrolyse/distillation en-
dothermique. Les températures dans la zone de combustion varient entre 600 et 950°C
lorsque la cigarette est dans une phase de combustion lente et stable.®’

1.5.2.b. Zone de pyrolyse

La zone de pyrolyse est riche en hydrogene et pauvre en oxygene, elle se situe
directement derriére la zone de combustion (dans la direction du filtre de cigarette), et
les températures sont comprises entre 200 et 600°C. Dans cette région, la formation de
la matiére particulaire des fumées de cigarette est trés importante® et implique des réac-
tions principalement endothermiques.®®

I[.5.3. Composition chimique de la fumée de cigarette

La composition de la fumée de cigarette est tres complexe. Elle dépend de plu-
sieurs facteurs comme le type de mélange de tabac, le type de cigarette, la présence
d’additifs,*® la nature du filtre de cigarette et du papier (filtre classique ou de type O-
ring) et de 1’origine géographique de la cigarette. Elle dépend également de I’intensité
d’inspiration de la fumée et d’un point de vue général, du comportement du fumeur
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comme la maniére de tirer une bouffée, d’inhaler plus ou moins profondément la fumée,
ou encore de fumer ou pas la cigarette jusqu’a la consommation totale du tabac.®

La fumée de cigarette est un a€rosol constitué d’un mélange de gaz (phase ga-
zeuse) et de particules (phase particulaire). Elle contient au moins deux fois plus de
composés que le tabac et plus de 5 000 composés ont déja identifiés, !-2%-60-62.68.70-73
Certains auteurs rapportent que le nombre de constituants pourrait atteindre le nombre
de 100 000 substances.

De maniére plus précise, la phase vapeur est arbitrairement définie comme étant
la partie de 1'aérosol de fumée qui passe a travers un filtre en fibre de verre de porosité
de I’ordre du micron. Elle est constituée d'environ 4 000 a 5 000 composés, et la plupart
d'entre eux sont présents a I'état de traces. La phase particulaire quant a elle, est la partie
piégée sur le filtre en fibre de verre. La taille de ces particules varie d’une centaine de
nanometres a quelques micromeétres de diametre. Cette définition ne refléte pas pleine-
ment les conditions qui prévalent dans la fumée de cigarette fraichement générée. Cer-
tains composés semi-volatils, tels que le phénol, apparaissent dans une certaine mesure
dans la phase vapeur. Certains des phénols substitués, les N-nitrosamines semi-volatils
et les composés volatils, tels que le cyanure d'hydrogene et les aldéhydes a point d'ébul-
lition bas sont partiellement piégés ou adsorbés dans la matiére particulaire. Les com-
posés de la phase vapeur représentent entre 90 a 96% du poids de la fumée principale
d'une cigarette sans filtre. Les composés principaux sont I’azote ~ 60%, 1'oxygene
~13%, le dioxyde de carbone ~13%, le monoxyde de carbone 3,5%, l'eau 2 %, 1'argon
1%, I’hydrogéne 0,1-0,2%, 1'acétone ~1%, les oxydes d'azote (NO, NO2, N>O) <0,1%,
et les composés soufrés volatils <0,1%. La phase vapeur contient aussi de nombreux
composés organiques volatils (COV) et semi-volatils (COSV) associé€s aux gouttelettes
de liquide/solide qui constituent les particules et aérosols. Les principaux composants
de la phase particulaire sont la nicotine (0,2 a 0,6% du poids de la fumée totale), d’autres
alcaloides (~0.02%), et des composés spécifiques tels que les nitrosamines (le 4-
(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone ou NNK), des solanacées, en particu-
lier, le n-hentriacontane (C31He4) et le solanésol C4sH740 (0,1-0,2%). En outre, la phase
particulaire contient différents catéchols (~1%), des hydrocarbures a 3 et 4 noyaux aro-
matiques ~0.0003-0.007% soit (3 a 70 ppm) et des HAPs carcinogenes (0,3 a 0,7 ppm
comme le benzo[a]pyréne). Ces proportions relatives de composants de la fumée varient
d’un type de cigarette a 1’autre mais, offrent un ordre de grandeur assez juste de leur
répartition. Certaines substances sont tres réactives et conduisent a considérer que ce
mélange est en constante évolution,!-2%:60-62.70.70-74

En général, les constituants chimiques présents dans les courants principal et se-
condaire sont qualitativement les mémes, mais leur concentration varient.®”-%® I faut
¢galement noter que leur concentration est également fonction de la température,

20



Contexte général de I’étude

du pH et du degré de dilution avec 1'air des fumées. L’ensemble des composés présents
dans les MSS et les SSS sont associés aux différents phénomenes qui prennent place au
cours du fumage d’une cigarette comme nous I’avons vu dans le paragraphe précédent.
Lorsque l'air est aspiré dans la cigarette par le fumeur durant une bouffée, 1'oxygene est
d'abord consommé au cours de la combustion de la matiere organique du tabac et con-
duit a la formation de CO, de CO: et d'eau et permet la libération de chaleur qui main-
tient I’incandescence du charbon au bout de la cigarette. Par contre, la zone intérieure
du charbon est pauvre en oxygene, la matiere organique du tabac subit alors des proces-

sus de décomposition de type pyrolytique.

67,68

Les particules contiennent également de nombreux sels mais aussi des métaux

comme le nickel, le cadmium, le plomb, le mercure ou encore le chrome.

3,17,63

Tableau 1 Composition de la fumée de tabac dans le courant principal et le courant secondaire
Quantité dans le Ratio courant
Phase Composés Type de toxicité . c?urant : secondaire/cou-
principal par ci- rant
garette principal
Monoxyde de car- Toxique 26,8-61 mg 2,5-14,9
bone
Benzene Cancérogene 400-500 pg 8-10
Formaldéhyde Cancérogene 1500 pg 50
3-vinylpyridine Suspect cancéro- 300-450 pg 24-34
gene
Gazeuse Cyanure d’hydrogene  Toxique 14-110 ng 0,06-0,4
Hydrazine Suspect cancéro- 90 ng 3
gene
Oxyde d’azote (NOx) Toxique 500-2 000 pg 3,7-12,8
N-nitrosodiméthyla-  Suspect cancéro- 200-1 040 ng 20-130
mine gene
N-nitrosopyrrolidine ~ Suspect cancéro- 30-390 ng 6-120
géne
Goudrons Cancérogene 14-30 mg 1,1-15,7
Nicotine Toxique 2,1-46 mg 1,3-21
Phénol Promoteur 70-250 pg 1,3-3,0
Catéchol Suspect cancéro- 58-290 pg 58-290 pg
gene
O-toluidine Cancérogene 3pg 18,7
2-naphtylamine Cancérogene 70 ng 39
Particulaire 4-aminobiphényl Cancérogéne 140 ng 3,1
Benz(a)anthracéne Cancérogéne 40-200 ng 2-4
Benz(a)pyréne Cancérogene 40-70 ng 2,5-20
Quinoléine Cancérogene 15-20 pg 8-11
N-nitrosonornicotine ~ Suspect cancéro- 0,15-1,7 pug 0,5-5,0
gene
Nor nitrosonicotine Suspect cancéro- 0,2-1,4 g 1,0-22
gene
N-nitrosodiéthanola-  Cancérogene 43 ng 1,2
mine
Cadmium Cancérogene 0,72 pg 7,2

Source « Composition et nocivité du tabac »'”
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Le Tableau 1 permet d’avoir un apercu de quelques composés les plus fréquem-
ment observés dans les fumées du courant principal (MSS) et du courant secondaire
(SSS) de la cigarette.!”

La présence d’additifs au tabac a une influence sur la composition chimique des
fumées de cigarette. C’est, en particulier le cas de I’addition du menthol ou du clou de
girofle.”>’® D’une maniére générale, les cigarettes aux clous de girofle (Kretek) con-
tiennent 60 a 70% de tabac et 30 a 40% de clous de girofle moulus, d'huile de clou de
girofle et d'autres agents de saveur. Les clous de girofle séchés peuvent contenir jusqu'a
20% de composés aromatisants volatils. La fraction volatile est composée principale-
ment (~85%) d'eugénol (2-méthoxy-4- (2-propényl) phénol) alors que le tabac et les
additifs employés ne présentent que 7% d'eugénol. D’autres composés volatils, en par-
ticulier 1'acétate d'eugénol, le caryophylléne, I’a-humuléne et le méthyleugénol présents
dans les fumées de cigarette sont également directement li€s a la présence de la sauce
et des clous de girofle. Ceux-ci peuvent contenir jusqu'a 20% de composés volatiles.””

Ces quelques données sur la composition chimique des fumées de cigarette mon-
trent que les composés présents peuvent étre extrémement variés en terme de nature, de
propriétés chimiques et de réactivité. Par conséquent, pouvoir les prélever, les identifier
voire les quantifier lors d’un processus de fumage nécessite la mise en place de mé-
thodes d’analyse adaptées. Dans la partie suivante, les modes d’échantillonnage des fu-
mées de cigarette, les méthodes et techniques d’analyse de la composition de sa phase
gazeuse et de sa phase particulaire seront décrites. Les avantages, contraintes et limita-
tions associées a ces approches seront également énoncées.

1.5.4. La taille des particules du courant principal de fumée
de cigarette

La taille des particules est un facteur trés important dans 1’étude de la pollution
atmosphérique, en particulier pour les fumées de cigarette. Dans la mesure ou la péné-
tration des particules des fumées de cigarette dans I’organisme est fonction de leur taille,
il est bon de détailler ce parametre de taille. En effet, plus la taille des particules est
petite, plus la probabilité de pénétration dans 1’organisme est élevée, notamment dans
les voies respiratoires, pulmonaires et sanguines.’®

Les particules en suspension sont caractérisées par leur granulométrie” :

v" PMyo : particules de diamétre aérodynamique moyen est inférieur a 10 um ;
v' PMys : particules de diamétre aérodynamique moyen est inférieur a 2,5 pm ;
v" PMi : particules de diamétre aérodynamique moyen est inférieur a 1 um ;

v' Ultrafines : particules de diamétre aérodynamique moyen est inférieur a 0,1 um ;
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v Nanoparticules : particules de diamétre aérodynamique moyen inférieur a 0,05

ou 0,03 um.

Il est important de noter qu’un aérosol est considéré comme inhalable, lorsque
le diametre médian aérodynamique massique (mass median aerodynamic diameter ou
MMAD) calculé a partir de la distribution de taille mesurée est inférieure a 2,5 pm.°

Au cours des derniéres décennies, différents instruments ont été utilisés dans les
études des fumées de cigarette afin de déterminer la taille des particules du courant
principal de fumée de cigarette. Ces techniques présentent a la fois des avantages et des
inconvénients suivant les parameétres physiques des aérosols qui sont mesurés. En par-
ticulier, les techniques d’impaction sont souvent utilisées pour la caractérisation des
aérosols. L'impacteur en cascade a plusieurs étages est bien approprié pour la caractéri-
sation physique d’un aérosol et pour la détermination du diameétre médian aérodyna-
mique massique.®!

En général, la taille des particules du courant principal de fumée varie entre 0,1
et 0,27 + 0,03 um.%3® Des études ont révélé que d’autres méthodologies de mesure con-
duisent a des distributions de tailles allant de (0,2 a 0,9 um) pour la fumée du courant
principal %2

I1.6. Revue bibliographique de I’analyse des fumées de cigarette

Au cours de la derniére décennie, plusieurs auteurs ont fourni des informations
importantes sur la nature et les effets des composés des fumées de cigarette ainsi que
sur les possibilités ou méthodes employées pour les caractériser. Il s’agit en particulier
de la spectrométrie de masse (MS) et de ses différents couplages avec chromatographie
gazeuse (GC-MS) ou la chromatographie liquide (LC-MS).

I1.6.1. Echantillonnage

En raison de la nature complexe de la fumée de cigarette, la conception d'un
systeme de collecte parfait est difficilement envisageable. Les critéres importants d'un
systéme de collecte de fumée idéale sont reportés dans la revue de Dube et Vert.?* 11
doit permettre une collecte efficace de la fumée, étre simple, facile a nettoyer, assurer
une bonne reproductibilité tant qualitative que quantitative, fiable, n’induire tout au plus
que de faibles chutes de pression et de faibles variations de volume tout en éliminant la
formation d’artefacts. Il n'existe pas de systeéme de prélevement de fumée qui remplisse
toutes ces exigences pour la collecte totale de la fumée. Plusieurs dispositifs de collecte
de composés de la fumée de cigarette sont disponibles. On peut en effet utiliser la pré-
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cipitation électrostatique,®* des adsorbants comme les charbons actifs, les tamis molé-
culaires ou le Tenax, des barboteurs ou encore un filtre en quartz. Ainsi, les MSS sortant
du filtre de la cigarette peuvent Etre aspir€s a travers un filtre Cambridge CM-113 en
fibre de verre stabilisé par un liant organique. Avec ce filtre, il est possible de capter les
particules présentes dans 1'aérosol de la fumée de cigarette avec une efficacité de pres
de 99,9% pour les particules de diametre aérodynamique supérieur a 0,1 um de dia-
métre.®® Classiquement, lorsque les études ne portent que sur 1’étude des composés de
la fumée de cigarette de la phase particulaire, les filtres en fibres de verre sont privilé-
giés. On les place habituellement dans des cassettes de prélévement situés entre la ci-
garette et un dispositif de pompage permettant d’assurer le fumage selon les conditions
normalisées. Apres collecte, les filtres a quartz sont retirés des cassettes et stockés a
température et pression ambiantes pendant 30 min avant leur passage pendant 1h dans
une ¢étuve a l'air ventilé a 30°C. Cette procédure permet la collecte des composés non
ou peu volatils qu’il s’agisse des MSS ou des SSS.*

La collecte de la fumée du courant secondaire (SSS) est effectué¢e dans des jarres
ou la cigarette est placée pour étre fumée. On collecte ainsi ’ensemble des fumées du
courant secondaire. Il est important de noter ici que pour mener a bien la collecte des
SSS, les cigarettes doivent étre fumées horizontalement.?! Il faut noter que 1’efficacité
de collecte de ces différents dispositifs peut varier quelquefois sensiblement, qu’il
s’agisse de la phase gazeuse ou de la phase particulaire.%*

Afin d’obtenir des prélevements répétables et reproductibles, il est essentiel que
les conditions de fumage des échantillons étudié€s soient normalisées. Ainsi, plusieurs
conditions de fumage ont été proposées notamment la procédure de fumage ISO 4387.
Cette norme internationale précise les conditions de fumage : un volume de bouffée de
35mL, une durée d’aspiration de 2 s et une bouffée toutes les 58 s. Avant I'analyse, les
cigarettes doivent étre stockées a 22 + 1°C avec une humidité relative de 60 + 3% pen-
dant plusieurs jours.32%536061,63,70,72,73.86-97
[1.6.2.  Méthodes et techniques d'analyse des fumées de ciga-

rette

L'analyse de la fumée de cigarette est le plus souvent réalisée en utilisant les
techniques de chimie analytique en mode différé (off-line), plus rarement en employant
des méthodes en ligne (on-line).

D’apres la littérature, la plupart des auteurs se sont intéressés spécifiquement a
I’analyse ciblée d’un ou plusieurs composés. Différentes techniques ont été employées.
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La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS), est une méthode couramment employées pour 1’analyse des compos€s volatils des
fumées de cigarette, en particulier les COV,>*61% Jes HAP 3% et les composés carbo-
nylés.” Alors que la plupart de ces analyses comprennent un piégeage de ces composés
sur un support solide suivi d’une extraction par un solvant organique, des méthodes
alternatives limitant ces étapes ont ¢té¢ développées. C’est le cas par exemple, de la mi-
cro-extraction en phase solide (SPME) *°-1% qui aprés exposition de la fibre aux fumées
a permis par désorption dans I’insert de I’injecteur d’'un GC-MS d'identifier et de quan-
tifier des constituents des MSS et SSS.°! Cette technique a une reproductibilité similaire
a celle des méthodes classique par piégeage a froid et par impacteur, avec un débit
d’échantillons nettement supérieur et une utilisation de faible volume de solvant. Cette
méthode a permis de quantifier de maniere routiniere certains COVs dans les MSS.

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-
MS) est ¢galement une technique utilisée pour étudier les composés polaires et/ou
moins volatils. En particulier, la LC-MS / MS a permis la détection ciblée et la quanti-
fication de composés comme, la pyridine, la picoline et la quinolone,’* ainsi que des
composés spécifiques du tabac tel que la nicotine et les nitrosamines.'°! Cette technique
nécessite, une étape d’extraction liquide—liquide et/ou sur phase solide (SPE). La sépa-
ration chromatographique est couramment réalisée en phase inverse sur des colonnes
Cis avec un gradient d’acétonitrile (ou méthanol)/tampon acétate d'ammonium pour
permettre 1’¢lution. L'identification de chaque analyte est établie par le temps de réten-
tion chromatographique, les profils de fragmentation spécifiques (ion précurseur/ion
fils) et la quantification est réalisée par intégration de la surface des pics chromatogra-
phiques.

La chromatographie liquide est également couplée a d’autres modes de détection
dans le cadre de I’analyse des MSS. En particulier, la fluorescence UV pour la la quan-
tification des HAP dans la fumée principale de cigarettes.®® L extraction est alors réali-
sée avec du cyclohexane et un fractionnement sur colonne de silice est employ¢ avant
une étape de purification et de concentration sur colonne possédant des greffons ami-
nopropyle. Bien que peu sélectif, les détecteurs UV sont également utilisés en couplage
ala LC. Ce couplage a permis la détermination de I'acroléine et d'autres composés car-
bonylés dans la fumée principale de cigarette.!”? Dans cette étude deux cartouches sont
utilisées pour la collecte. La premiére cartouche contient de 1'hydroquinone (HQ) pour
inhiber la polymérisation de I'acroléine et la seconde de la 2,4-dinitrophénylhydrazine
(DNPH) pour la dérivation des composés carbonylés. Les hydrazines formées ont pu
étre complétement séparées par LC et détectées par UV.

La torche a plasma couplée a la spectrométrie de masse ou a la spectrométrie
d’émission atomique (ICP-MS, ICP-AES) est la technique qui permet de quantifier un
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grand nombre composés inorganiques présents dans les fumées apres une étape de mi-
néralisation des particules collectées.!®® L’ICP-MS a également pu étre utilisée en
ligne.?” Cette méthode a permis d’identifier de nombreux éléments (As, B, Ba, Br, Cd,
Cl, Cs, Cu, Hg, I, K, Li, Mn, Na, Pb, Rb, Sb, Sn, Tl et Zn) dans les MSS, , la majeure
partie (B, Ba, Cs, Cu, K, Li, Mn, Na, Pb, Rb, Sn, Tl et Zn) dans la phase particulaire.
D’autres ¢léments comme As, Br, Cd, Cl, I et Sb se distribuent entre la phase gazeuse
et la phase particulaire alors que le mercure ne se trouve qu’en phase gazeuse.

Ces méthodes développées sur ces techniques pour rechercher spécifiquement
des composés dans la phase gazeuse et particulaire des fumées de cigarette sont parti-
culierement performantes. Elles permettent leur identification et leur quantification. Ce-
pendant, les analyses ne s’intéressant qu’a un nombre limité¢ de composés cibles ne per-
mettent qu’une description partielle de la composition des fumées de cigarette. Ainsi,
afin de mettre en évidence des composés ou des classes de composés non encore iden-
tifiés, I’é¢tude des fumées de cigarette sans a priori est une approche nécessaire. Celle-
ci consiste a limiter les risques de discrimination de composés lors de 1’analyse. Dans
cette optique, les étapes de préparation d’échantillon avant analyse sont réduites et des
techniques d’analyse sur des appareils extrémement résolutifs sont employées. Pour-
tant, peu de travaux ont été réalisés sur 1’analyse non-ciblée des fumées de cigarette.
Peuvent étre cités, les travaux réalisés par I’analyse on-line couplée a I’ionisation SPI
ou REMPI des espéces volatiles et semi-volatiles.” En ce qui concerne les études des
composés plus lourds présents en phase particulaire des fumées de cigarette, des ana-
lyses ont été réalisées par désorption/ionisation laser de ces particules, la mesure en
masse étant conduite par spectrométrie de masse a trés haute résolution (FTICRMS). 146
Ces derniers travaux ont été réalisés au laboratoire et la démarche analytique est adaptée
de la « pétroléomique ». Cette approche a permis la mise en évidence de plusieurs mil-
liers de composés dont une partie est spécifique a chaque fumée MSS, SSS et EXS.
L’¢étude menée durant ma thése étant la continuité de cette approche pour différents
types de cigarette, la démarche entreprise et ’ensemble des résultats obtenus seront
décrits dans les chapitres suivants.

1.6.3.  Les effets liés a I'échantillonnage sur les analyses des fu-
meées de cigarette

L’ensemble des méthodes classiques de prélévement peuvent conduire a I’intro-
duction de biais en modifiant ou en ne sélectionnant qu’une fraction de la fumée étu-
diée.®%194105 Pour remédier a ces possibles artefacts, les méthodes off-line peuvent étre
employées. Elles permettent une analyse spécifique de chaque bouffée par introduction
directe dans le dispositif analytique.* Nous avons néanmoins choisi d’employer dans ce
travail les méthodes d’analyse off-line seules capables de réaliser une analyse globale.
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Dans le cadre de I’étude menée dans cette thése, les risques de non-représentati-
vité d’un échantillon doivent impérativement €tre pris en compte et controlés. Un exa-
men de ceux-ci est nécessaire tout comme un référencement des facteurs influengant la
composition des fumées de cigarettes au cours du fumage.

Lors du fumage d'une cigarette, la concentration des composants volatils peut
étre modifiée par un certain nombre de facteurs lorsqu'ils traversent la tige de tabac
imbrulé. Ils peuvent s'échapper de la cigarette par diffusion a travers 1'enveloppe de
papier perméable ou étre dilué par diffusion d'air dans la tige. L'ampleur de la perte ou
de la dilution dépend du débit d'écoulement du composant de la fumée a travers la tige
et la longueur restante de la tige. Dans certains cas, un composant en phase gazeuse issu
d’une bouffée précédente peut se condenser sur le tabac ou sur le filtre de la cigarette et
étre désorbé et entrainé par les bouffées suivantes ou encore étre engagé dans les pro-
cessus de combustion/pyrolyse.!? De nombreuses études assurant une analyse bouf-
fée par bouffées ont montré que la concentration de certains composés organiques vo-
latils (COVs) dans la fumée principale (MSS) augmente avec le nombre de bouffées.
L'effet peut étre attribué a une diminution de la filtration des composés présents dans la
phase particulaire par le tabac présent dans la partie non brilée de la cigarette qui dimi-
nue au fur et a mesure que la cigarette est consommée. D’autre part, certains composés
peuvent s’accumuler au cours de la procédure de fumage dans le filtre de la cigarette.
Ceux-ci peuvent ensuite étre libérés a mesure que la braise de la cigarette se rapproche
du filtre et que la chaleur induite conduit & la vaporisation de ces COVs.”

D’autres méthodes sont aussi utilisées pour la filtration sélective de la fumée du
courant principal, elles ont été réalisée avec différents degrés d'efficacité par différents
matériaux comme des charbons actifs,!?71% des polyméres synthétiques,'?® des résines
échangeuses d'ions** et des adsorbants a base polymériques.!'®!!! Les facteurs qui peu-
vent influencer la filtration sélective de la fumée du courant principal correspondent
aux propriétés du matériau filtrant, a la volatilité et aux propriétés chimiques des cons-
tituants de la fumée.''>!13

De maniére générale, la nature des espéces présentes dans les fumées de cigarette
peut étre affectée par différents paramétres comme la marque des cigarettes étudiées, la
nature de fumée (courant principale ou secondaire) mais, également pour les THS
d’autres éléments extérieurs comme d’autres sources de pollution de Iair intérieur.?

En outre, la nature du filtre de la cigarette a également une influence sur la quan-
tit¢ des especes produites. Pour les cigarettes lights, I’emploi de filtres plus ventilés
modifie les conditions de pyrolyse en augmentant le temps de séjour des gaz de la fumée
dans la colonne de tabac et en changeant 1'écoulement de la fumée dans le filtre de la
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cigarette.!'* Une diminution de la perméabilité du filtre entraine une augmentation si-
gnificative des teneurs en hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs).”?7+115

L’¢étape de collecte peut €tre conditionnée par la nature de la technique analytique
employée. C’est le cas dans 1’étude proposée récemment pour I’analyse quantitative de
la nicotine dans les MSS bouffée par bouffées a I’aide de la technique MALDI-FTI-
CRMS. Pour obtenir des signaux répétables, I’homogénéité du dépot MALDI doit étre
optimale. Pour cela, I’emploi de glycérol en plus de la matrice MALDI employée est
nécessaire, il est introduit dés 1’étape de collecte.”’ Minimiser I'influence de ces varia-
tions améliore la précision et la sensibilité.®®

La grande variét¢ des composés présents dans la fumée de cigarette a pousser
certains auteurs a proposer l'utilisation de traceurs comme une alternative a une analyse
exhaustive. Plus précisément, la maticre particulaire (PMzs) peut étre utilisée comme

116

traceur des particules alors que le CO, la nicotine® ou le 2,5-diméthylfurane!'® sont

employés comme traceurs des composés organiques volatils (COVs).!

Globalement, pour un méme type de fumées (MSS ou SSS), la variabilité de la
composition chimique des fumées peut €tre relice a la nature des mélanges de tabac
employés (Burley, Virginia, Oriental et Maryland), la perméabilité ou la porosité du
papier de la cigarette (cigarettes normales ou 1égéres)®® ou encore la nature du filtre.
D’autres facteurs peuvent €galement étre invoqués comme la ventilation des fumées au
travers du filtre ou du papier de la cigarette.5! Ce paramétre influence la composition de
la fumée principale (MSS) en hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), mais
n’a aucun effet sur la teneur et la nature des HAPs dans la fumée secondaire (SSS), qui
détermine 1'exposition globale (ETS) aux HAPs de la fumée de tabac ambiant pour les
fumeurs passifs.!!” Par ailleurs, le rendement de production de la fumée de cigarette et
les composés qui sont associés dépendent aussi des parametres physiques propres a la
nature de la cigarette comme sa longueur et sa circonférence mais aussi de la finesse de
découpe du tabac et de la quantité de tabac utilisé.

Certaines études ont montré que I’augmentation de la longueur de la cigarette de
50 a 130 mm conduit a une augmentation de la quantité d'oxygene dans la fumée du
courant principal (MSS) et a une diminution des niveaux d'hydrogéne, de CO, de COz,
de méthane, de 1'éthane, et d'éthyléne. La principale raison de ce phénomeéne réside dans
la diffusion de 1'oxygéne au travers le papier dans la fumée du courant principal.! Par
ailleurs, ce phénomene est confirmé par I’augmentation de la teneur en CO des MSS au
fur a mesure que le nombre de bouffées augmente, tandis que la surface du papier encore
intact diminue. Cette augmentation de la longueur de cigarette entraine également
I'augmentation des rendements globaux de production de goudron, de nicotine, de HAPs
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et d’autres composants particulaires.>*>!!® Certains auteurs rapportent que les émis-
sions des MSS sont sensibles a la vitesse de combustion (fréquence et débit d’aspiration
du fumeur) et a la nature du filtre de la cigarette. Ces facteurs n’ont que peu d'effets sur
les émissions des SSS. La fumée secondaire (SSS) produite entre les bouffées a I’extré-
mité de la cigarette est, d’apres ces mémes auteurs, constituée d’une plus grande variété
de composés que la fumée principale (MSS) inhalée par le fumeur a travers la ciga-
rette 9011

L’accroissement du taux de ventilation n’a pas qu’un effet de dilution des fumées
mais affecte aussi la composition de la fumée par des changements de processus chi-
miques ou physico-chimiques prenant place lors de la combustion de la cigarette comme
par exemple I’accroissement des processus de désorption des composants de la phase
particulaire.%® Les cigarettes présentant des taux de ventilation élevés conduisent a une
combustion plus incompléte, mais également a une baisse des rendements de production
des constituants de la fumée en raison de la dilution par 1'air ambiant.?

L’emploi d’une machine a fumer, lorsque le débit ne varie pas, conduit a ce que
les bouffées restent constantes tout au long de la procédure de fumage.!!” Les méthodes
de fumage a la machine ne reproduisent pas exactement 1'exposition des fumeurs. Cer-
tains auteurs ont suggéré que les fumeurs bloquent les trous de ventilation (les micro-
pores sur les filtres)'?*1?2 ce qui a pour conséquence d'augmenter le taux de nicotine
des fumées.'?*!1?* En revanche, d’autres auteurs ont rapporté des corrélations significa-
tives entre les constituants des fumées de cigarette chez les fumeurs actifs et ceux obte-
nus avec une machine a fumer,!'2%-123.124

La température atteinte lors de la combustion de la cigarette a une influence sur
la production d'ammoniac qui augmente lorsque la température est plus faible (entre les
bouffées).”! A I’inverse, les températures élevées atteintes au cours de la combustion
d'une cigarette sont plus favorables a des réactions de pyrolyse et a la formation d'es-
peces radicalaires. Certains de ces radicaux peuvent réagir avec différents composés
présents dans la fumée de cigarette, ce qui conduit a la formation de nouveaux compo-
sés.! Lorsque les processus de pyrolyse ont lieu a des températures plus faibles (condi-
tions douces de pyrolyse), une plus grande variété de composés est produite avec des
rendements plus €levés qu’a plus haute température pour lesquelles des processus de
dégradation thermique ont lieu.”® Si les processus de pyrolyse ont lieu en présence de
quantités limitées d’oxygene et a basse température (conditions rencontrées dans la pé-
riphérie de la braise entre les bouffées), une diminution importante des dihydroxy-ben-
zénes est observée.?>!12° D autre part, le pH de la fumée et la quantité d’ammoniac formé
affectent la formation d'aérosols organiques secondaire dans I'atmospheére a partir des
SSS.126
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De maniére générale, lors de 1'analyse de la fumée de cigarette, la premiére bouf-
fée n’est pas prise en considération de par la variabilité de sa composition en fonction
de la nature du dispositif d’allumage employée (briquet, allumette, ...). De la méme ma-
nic€re, on ne considére pas non plus la derniére bouffée a cause de la proximité du filtre
de la cigarette avec la braise et de la possibilit¢ d’endommagement de celui-ci par dé-
gradation thermique ou de la possibilité qu’ait lieu des processus de désorption des
composés semi-volatils condensés sur le filtre de la cigarette.®” D'autre part, la teneur
des MSS en PAH, qu’il s’agisse de leur nature ou de leur concentration, est grandement
affectée par le type de flammes utilisée pour allumer la cigarette, en raison notamment
de la « contamination » par les produits de combustion associés a la production de cette
flamme.!*?

Les facteurs limitants de nombreuses techniques dédi€es a 1’¢tude des fumées de
cigarettes tant du point de vue prélévement qu’analytique sont la faible résolution tem-
porelle, le risque d’artefacts (emploi de composés chimiques pour le prélévement et
I’analyse) ou le fait que seul un petit nombre de substances est généralement analysé
(méthodes ciblées) mais également le vieillissement de la fumée en cours de préleve-
ment ou avant I’analyse dans le cadre de I’emploi de méthodes off-line.

Pour pallier au moins en partie a ces limitations, des méthodes en ligne non-
ciblées ont été mises en place. Elles utilisent la spectrométrie de masse a temps de vol
(TOFMS) couplées a I’ionisation SPI (singles photonionisation : photoionisation a
I’aide d’un seul photon dans le domaine des UV lointains) ou a I’ionisation REMPI
(resonance enhanced multiphoton ionisation : ionisation multiphotonique a I’aide de
rayonnement UV-C et UV-B). Le spectre de masse obtenu permet d’obtenir une analyse
exhaustive des composés gazeux, volatils et semi-volatils produits lors de la combustion
d’une cigarette, 0-118.133

Pour analyser un plus grand nombre de substances des particules de fumées de
cigarettes, les méthodes d’analyses non-ciblées sont extrémement peu développées.
Seules les études réalisées au LCP A2MC ont montré ’apport de cette approche.®

Conclusion

Ce premier chapitre a eu pour objet de donner une description générale des fu-
mées de cigarette en rappelant notamment leurs effets sur la santé des fumeurs actifs et
passifs et sur I’environnement. Les caractéristiques des cigarettes et de leurs fumées ont
été détaillées. Nous avons ainsi pu montrer que la composition chimique des fumées de
cigarettes est particulicrement complexe et dépendante de nombreux facteurs. Ces fu-
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mées sont constituées d’un mélange de composés gazeux et particulaires et le condi-
tionnement de cigarettes, la composition du tabac, la présence d’additifs et les para-
metres de fumage ont un effet reconnu sur la teneur en certains composés de ces fumées.

Différentes méthodes d’analyse sont couramment employées pour rechercher
certains composés dans les fumées de cigarette. L’objectif de cette étude étant une re-
cherche sans a priori, I’approche non-ciblée a €té privilégiée. Nous avons €galement
relevé I’importance du contrdle de I’échantillonnage des fumées de cigarette sur la com-
paraison des fumées de cigarette réalisée par différentes méthodes d’analyse.

Dans le chapitre suivant, nous allons nous attacher a décrire 1’approche que nous
avons adoptée, en intégrant les étapes clés : la production et I’échantillonnage contrdlés
des fumées de cigarette et les techniques d’analyse résolutives par spectrométrie de
masse a trés haute résolution.
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Introduction

L’objectif de ce chapitre est de décrire les matériels, les techniques analytiques
ainsi que les méthodes d’exploitation et de traitement des spectres de masse des fumées
de cigarettes utilisées dans ce travail.

Dans un premier temps, nous aborderons les moyens mis en ceuvre pour la col-
lecte de la fraction gazeuse et particulaire des fumées de cigarette ainsi que le dispositif
mis en place pour le fumage des cigarettes. Dans cette partie, nous allons décrire égale-
ment les échantillons utilisés, notamment les différents types de cigarettes étudiées.

Le principe des techniques analytiques employées dans ce travail sera ensuite
décrit. Nous allons détailler le principe de la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC/MS) et la spectrométrie de masse en tandem (GC/MS/MS),
méthodes utilisées pour I’analyse des marqueurs de la phase gazeuse des fumées du
courant principal de cigarette (MSS) comme les BTEX (benzene, toluene, ¢thylbenzeéne
et xylénes) ou de la phase particulaire comme la nicotine. Le principe de la spectromé-
trie de masse a transformée de Fourier (FTICRMS) sera précisé dans un second temps.
Nous détaillerons les avantages de cette approche, ses limites ainsi que certains de ses
domaines d’application. Le principe des différentes sources d’ionisation couplées a la
FTICRMS sera donné dans une troisi¢me partie. Il s’agit de la désorption/ionisation
laser (LDI) et de 1’¢lectro-nébulisation ou electrospray (ESI). Les paramétres utilisés
pour l'acquisition de données par ces sources d’ionisation ainsi que les différents do-
pants usuellement employés par ESI et notamment dans cette étude seront décrits.

La derniere partie de ce chapitre est consacrée a I’exploitation et au traitement
des spectres de masse des fumées de cigarettes par FTICRMS. Nous allons décrire les
procédures de calibration des spectres obtenus et les outils de représentation permettant
I’interprétation et la comparaison plus aisées des spectres de masse. Les notions de DBE
(équivalent double liaison), d’indice d’aromaticité ainsi que les diagrammes de Van
Krevelen et de Venn, et les Cartes de Kendrick seront introduites.

II.1. Le prélévement

I1.1.1. Introduction

Dans le domaine de la chimie analytique la procédure de prélévement et de pré-
paration de 1’échantillon est une étape cruciale. Elle conditionne la qualité des informa-
tions obtenues par la technique analytique employée, ici la spectrométrie de masse. Il
est donc important qu’elle puisse étre validée.
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I1.1.2. Les échantillons

Les cigarettes d’une méme marque (Lucky Strike — British American Tobacco)
distribuées dans cinq pays différents (France, Italie, Egypte, Qatar et Indonésie) ont été
sélectionnées. Dans certains cas, plusieurs types de cigarette ont été étudiées, elles pré-
sentent alors des différences au niveau du filtre (normaux ou de type O-ring) ou con-
tiennent différents agents de saveur (menthol ou clou de girofle). Ainsi, huit types dif-
férents de cigarettes ont été considérés : trois viennent de France, deux d’Indonésie et
un d’Egypte, d’Italie et du Qatar. Une photographie des différentes cigarettes étudiées
dans ce travail est donnée sur la Figure 5.

Qatarie a filtre O-ring

Italienne a filtre O-ring

Frangaise au menthol a filtre O-ring
Francgaise a filtre normal
Egyptienne a filtre normal
Indonésienne a filtre normal

Kretek Indonésienne a filtre normal

Figure 5 Photographie des différents types de cigarettes utilisées dans cette étude

Les informations concernant la quantité de nicotine, de goudron et de monoxyde
de carbone sont données dans le Tableau 2.

Tableau 2 Quantité de nicotine, de monoxyde de carbone et de goudron produit par cigarette,
conformément aux informations fournies par le fabricant.

Cigarette Nicotine (mg/cig) CO (mg/cig) Goudron (mg/cig)
Francaise 0,7 8 7
Indonésienne 0,6 n.d. 8
Kretek Indonésienne 1,1 n.d. 16
Egyptienne 0,6 8 7
Ttalienne 0,7 8 8
Qatarie 0,6 8 6

n.d : donnée non disponible
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I1.1.3. Le dispositif de collecte et de fumage

Afin de prélever la fraction particulaire et la fraction gazeuse des MSS de ma-
nic¢re reproductible, un dispositif spécifique a été mis en place au sein de la machine a
fumer que nous avons utilisée. La fraction particulaire est collectée sur un filtre de
quartz et la fraction gazeuse sur du charbon activé.

II.1.3.a.  Le dispositif de prélévement et de fumage

Une machine a fumer a €té¢ congue de maniere a prélever manuellement la fumee
du courant principal. Un schéma est donné sur la Figure 6. Outre les dispositifs de pré-
lévement qui seront décrits dans la section suivante, la machine a fumer utilisée est
constituée d'un porte-cigarette, de deux vannes trois voies et d'un systeme de pompage
associé a une pompe a membrane KNF Neuberger N 740,3 FT.18 (Freiburg Munzingen,
Allemagne) permettant de générer un vide de 15 mbar. Le débit nécessaire a I’applica-
tion de la procédure de fumage ISO 4387, soit 63L/h est contrdlé et mesuré en con-
tinu en amont du systéme de pompage par un débitmetre EM-Technik 4L100G (EM-
Technik, Maxdorf , Allemagne).

MSS N
=1 | — | — el = m— -
Pompe

Cassette
Vanne P Vanne C J

Prélévement de la phase gazeuse ———— Tube (Adsorbant): charbon actif (COV)

Prélévement de la phase particulaire ———= Cassette: Filtre en fibre de quartz

Figure 6 Dispositif de prélévement des fumées de cigarette

I1.1.3.b.  Les dispositifs de collecte des MSS

La fumée du courant principal de cigarette est collectée a 1’aide de deux disposi-
tifs différents, I’un pour la phase particulaire et 1’autre pour la phase gazeuse :

v" un filtre en quartz R-100 d’un diamétre de 37 mm et de porosité 1,2 um (Figure

6) placé dans une cassette SureSeal™

de 37 mm de diametre pour collecter les
particules. Ces deux dispositifs sont distribués par SKC Inc. (Eighty Four, PA,

USA);
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v" un tube d’adsorbant Anasorb CSC (SKC Inc. Eighty Four, PA, USA) contenant
du charbon actif pour piéger les composé€s organiques volatils (COV) en particu-
lier les BTEX (benzeéne, toluéne, éthyl-benzéne et xylénes). Ce tube d’une lon-
gueur de 110 mm par 8 mm de diameétre est divisé en deux sections d’adsorbant
séparées par de la laine de verre (Figure 7). La premiére section appelée zone
d’analyse est remplie avec 400 mg d’adsorbant. La seconde contient 200 mg de
charbon activé. Elle est appelée zone de contrdle et ne trouve son utilité que dans
la mesure ou les capacités d’adsorption du charbon actif ont été dépassees. Elle
permet de s’assurer, si elle ne contient pas de COV a ’issue du prélevement, que
le volume de percage (saturation de I’ensemble des sites d’adsorption) de la zone

d’analyse n’a pas été atteint.

La Figure 7 présente les dispositifs de collecte (tube et filtre) des MSS avant et
apres prélevement.

Avant Apres
e | Avant prélévement
)} s Aprés Dfélévement
Phase gazeuse Phase particulaire
Figure 7 Dispositifs de prélevement des fumées du courant principal de cigarette (MSS)

I1.1.4. La procédure de fumage et de prélévement

Les cigarettes sont fumées selon la procédure de fumage de la norme ISO 4387
(Organisation Internationale de Normalisation).

Le volume d’une bouffée est fixé a 35 mL et a une durée de 2 s. Le temps entre
chaque bouffée est de 58 s ce qui conduit a avoir finalement une bouffée par minute. Le
nombre total pour une cigarette s’établit quel que soit le type de cigarette fumée a 7.>1°
Cette procédure de fumage est réalisée manuellement en actionnant les vannes trois-
voies. Comme cela a été proposé par certains auteurs, la premiére bouffée n’est pas
¢chantillonnée afin de s’affranchir de la variabilité de cette premiére bouffée au cours
de I’étape d’allumage.?*1% Elle est dirigée directement vers le dispositif de pompage en
by-passant les dispositifs de collecte par le biais d’une connexion directe des deux
vannes trois voies (voir la Figure 8; phase 1). La simulation des bouffées de cigarette
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consiste en la succession de trois phases (voir la Figure 8; phases 2, 3 et 4). Apres dé-
connexion des vannes C et P, maintenues en position fermée, la Phase 2 débute. Cette
¢tape simule la combustion naturelle de la cigarette entre deux bouffées. Au cours de la
phase suivante (simulation d’une bouffée), les vannes C et P sont ouvertes pendant 2 s.
A T’issue de cette étape, la vanne C est fermée alors que la vanne P est maintenue ou-
verte (phase 4) jusqu’a I’évacuation totale des fumées résiduelles (typiquement une di-
zaine de secondes) avant que la vanne P ne soit refermée et que 1’on se trouve a nouveau
dans une situation correspondant a la phase 2. Le temps cumulé des trois phases est de
une minutes.®

Avant chaque nouveau prélevement, et pour chaque type de cigarette, un blanc
de cette méme cigarette est effectué¢ avec la procédure décrite dans le paragraphe pré-
cédent sans toutefois allumer la cigarette. Afin d’éviter toute contamination croisée des
¢chantillons, I’ensemble des ¢léments de la machine a fumer est nettoyée avant chaque
prélevement avec la séquence de solvants suivante (acétone, méthanol et dichloromé-
thane).

Phase 1 : Allumage

Vanne P

Vanne C

Pompe
1050 mL/min

Charbon actif

Flux d’air Cassette Flux d’air

=

-

~
Supports isolés Pompe

. 400 mL/min
Phase 2 : combustion naturelle

Vanne P Vanne C
Pompe | l 4 [ —
1050 mL/min

Phase 3 : Simulation d’une bouffée
Vanne P Vanne C

Pompe — '/—\‘ = [ |
:LOSOmL/mmI \I]/ \ ' ;

Phase 4 : Evacuation des fumées résiduelles

Vanne P Vanne C W
Pompe — | — | [ I ]

1050 mL/min

Figure 8 Description des différentes phases d’un prélévement.”
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II.1.5. Préparation des échantillons
II.1.5.a.  Les composés associés a la phase gazeuse

Immeédiatement apres le prélevement, pour éviter toute perte de composés vola-
tils, 612! e charbon actif de la partie analyse du tube d’adsorbant est extrait avec 25 mL
de dichlorométhane sous ultrasons a température ambiante pendant 20 minutes. La so-
lution est ensuite filtrée. Une seconde extraction du charbon actif selon la méme procé-
dure a conduit a ne pas détecter de BTEX dans le second extrait. On peut ainsi considé-
rer qu’une seule extraction par 25 mL de dichlorométhane est nécessaire pour désorber
la totalité des BTEX adsorbés sur le charbon actif. L’application de ce méme protocole
au charbon actif présent dans la zone de contrdle n’a pas permis la détection des BTEX
et de conclure que le volume de pergage de la zone d’analyse n’a pas été atteint.

A un volume de 1 900 pL de filtrat est ajouté 100 uLL d’une solution de n-décane
420 ug.mL! dans le dichlorométhane. Le n-décane a la concentration de 1 pg.mL™! est
utilisé comme standard pour de I’analyse GC/MS de ces extraits.

II.1.5.b. Les composés associés a la phase particulaire

Le filtre de quartz est pesé avant et apres prélevement afin de déterminer la quan-
tit¢ de particules collectées. Ces pesées sont systématiquement précédées d’un séjour
pendant une journée dans un dessiccateur pour s’affranchir de la contribution de 1’hu-
midité. Avant I’analyse par LDI ou ESI FT ICR-MS, le filtre est conservé a température
ambiante dans un dessiccateur pour une période d’au moins 24 h.

Pour I’analyse de la nicotine par GC/MS/MS, le filtre subit deux extractions aux
ultrasons (deux fois 20 min) a I’aide de dichlorométhane (deux fois 50 mL). L’ensemble
est ensuite regroupé dans un flacon adapté a une évaporation par le dispositif Turbovap
(Biotage, Uppsala, Suéde) puis placé dans I’enceinte associée a un bain thermostaté a
28°C. Un courant d’azote est ensuite envoyé¢ a la surface de I’échantillon pour accélérer
I’évaporation. Celle-ci est stoppée lorsqu’il ne reste environ plus quel0 mL de solvant
dans le tube. Ce volume est ensuite filtré sur 0,2um pour évacuer toutes les fibres de
quartz en suspension, ajusté a 20 mL puis transféré dans un flacon adapté au passeur
d’échantillon du chromatographe. Le naphtaléne deutéré est utilisé comme standard in-
terne.

L’analyse par LDI FT ICR-MS est réalisée sans aucune autre étape de prépara-
tion. Une portion du filtre est découpée et collée sur le porte-échantillon a 1’aide d’un
adhésif conducteur en aluminium. Pour I’analyse ESI FT ICR-MS, un filtre complet est
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soumis a une extraction avec 25 mL de dichlorométhane sous ultrasons pendant 20 mi-
nutes a température ambiante. Apres filtration de la solution, une évaporation a sec de
I’échantillon est réalisée a température et pression ambiante. L’échantillon sec obtenu
est alors repris dans 2,5 mL d’une solution de méthanol acidifié avec 0,1% en volume
d’acide formique.

I1.2. Principe de la chromatographie gazeuse couplée a la spectro-
métrie de masse (GC/MS) ou a la spectrométrie de masse en
tandem (GC/MS/MS)

I1.2.1. Introduction

Les techniques de chimie analytique ont pour but principal de caractériser la
composition chimique de I’échantillon et de doser les éléments qui le constituent. Ainsi,
la chromatographie est une méthode d’analyse physico-chimique qui assure la sépara-
tion, I’identification et le dosage des constituants chimiques d’un mélange complexe en
fonction de différentes caractéristiques (chimiques et physico-chimiques).

De maniere idéale, les techniques chromatographiques ont vocation a séparer
chacun des constituants d’un mélange pour faciliter 1’identification a 1’aide d’un des-
cripteur qui est le temps de rétention. En réalité, pour des mélanges complexes des co-
¢lution (composés possédant des temps de rétention identiques) ont fréquemment lieu.
L’ajout d’un second descripteur est alors nécessaire pour accroitre la sélectivité de
I’analyse. Le couplage de la chromatographie a la spectrométrie de masse voire a la
spectrométrie de masse en tandem, est ainsi devenu une technique extrémement puis-
sante dans le domaine de la chimie analytique en combinant deux descripteurs : le temps
de rétention et le spectre de masse de chacun des constituants du mélange étudié. De
manicre ultime, il est possible, si ceux-ci ne sont pas suffisants d’en ajouter d’autres au
travers de la spectrométrie de masse en tandem MS/MS voire MS". C’est par conséquent
cette approche qui a été retenue pour ’analyse qualitative et quantitative des BTEX
contenus dans la phase gazeuse des MSS et la nicotine dans la fraction particulaire.

I1.2.2. Principe de la chromatographie couplé a la spectromé-
trie de masse

La chromatographie repose sur le partage des solutés entre une phase mobile et
une phase stationnaire. La phase stationnaire est généralement une phase solide alors
que la phase mobile peut étre gazeuse, liquide voire constituée d’un solvant en phase
super critique. Les techniques associées sont respectivement, la chromatographie en
phase gazeuse (GC), liquide (LC) et supercritique (SFC). Une derniere technique chro-
matographique appelée exclusion stérique repose sur la perméation de macromolécules
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dans un gel comportant des pores. Dans la mesure ou seule la chromatographie gazeuse
a été employée dans cette étude, nous nous limiterons a sa description. La séparation a
lieu dans des colonnes chromatographiques de faible diamétre interne (de I’ordre du
micron) et de grande longueur (quelques dizaines de metres). Ces colonnes sont rem-
plies typiquement par de la silice poreuse sur laquelle ont été greffées des fonctions
chimiques telles que des groupements méthyles ou phényles par imprégnation. Il cons-
titue ainsi la phase stationnaire de la colonne. Cette phase stationnaire est balayée par
un courant gazeux typiquement de 1’hélium qui constitue la phase mobile. L’échantil-
lon a analyser doit €tre vaporisé€ lors de son introduction dans la colonne et maintenu en
phase gazeuse. Pour cela I’injecteur est porté a une température supérieure a la tempé-
rature de vaporisation des composés présents dans 1’échantillon et la colonne est placée
dans un four pour maintenir 1’ensemble des analytes en phase vapeur. La température
de ce four est par ailleurs programmable. En fonction de leur affinité avec les greffons
de la phase stationnaire, les molécules d’analyte se partagent entre phase mobile et
phase stationnaire. Si 1’affinit¢ est faible, le coefficient de partage entre les deux phases
conduit a un fort déplacement vers la phase mobile et le composé traverse rapidement
la colonne chromatographie pour attendre le détecteur. Son temps de rétention est faible.
Si au contraire, 1’affinité est importante pour la phase stationnaire, sa rétention est plus
importante et il est moins facilement entrainé par la phase mobile ce qui accroit son
temps de rétention. Afin de réduire le temps de I’analyse, un programme de montée en
température est généralement appliqué. L’accroissement de la température déplace en
effet la constante de partage entre phase mobile et phase stationnaire vers la phase ga-
zeuse.

Apres ¢€lution, les composés peuvent étre détectés a I’aide de dispositifs variés.
On peut en particulier citer I’ionisation de flamme (FID) et la spectrométrie de masse,
voire la spectrométrie de masse en tandem. Ils assurent I’obtention d’informations quan-
titatives, dans le cas des deux détecteurs cités précédemment, sous la forme d’un cou-
rant ¢lectrique d’intensité proportionnelle a la quantité de molécules. La spectrométrie
de masse permet ¢également 1’obtention d’information moléculaire voire structurale. Les
deux modes d’ionisation les plus utilisés en GC/MS étant I’impact électronique (IE) et
I’1onisation chimique (CI), il est possible avec la seconde d’observer des 1ons pseudo-
moléculaires et d’obtenir une information structurale avec la seconde par analyse des
ions fragments et interrogation de banques de données. Une derniere possibilité permet-
tant ’analyse structurale est relative, en mode MS/MS a I’examen des ions fragments.
Le schéma général du couplage entre chromatographie et spectrométrie de masse est
donné sur la Figure 9.
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Chromatographie gazeuse
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Spectrométre de Masse
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Figure 9 Schéma du couplage chromatographie gazeuse - spectrométrie de masse

I1.2.3. Analyse des BTEX par GC/MS

La quantification des BTEX contenus dans la phase gazeuse des MSS aprés leur
extraction a été réalisée par GC/MS en mode SIM (single ion monitoring). Un GC qua-
dripdle Bruker Scion 456 TQ (Bruker, Bremen, Allemagne) a été employ¢. Les para-
metres instrumentaux utilisés pour la chromatographie gazeuse et la spectrométrie de
masse sont données dans le Tableau 3.

Tableau 3 Parameétres instrumentaux utilisés lors de 1’analyse GC/MS des BTEX contenus dans

la phase gazeuse des MSS

Conditions chromatographiques

Colonne Bruker Br-5ms (30m x 0.25mm x 0.25pm)

Phase stationnaire
Température de I’injecteur
Mode d’injection
Volume injecté
Débit du split
Nature et débit du gaz vecteur
Température du four
Température de la ligne de trans-

5% phenyl, 95% dimethylarylene siloxane

250°C

Split — rapport du split (50:1)

1uL
10 mL/min
Hélium, 1mL/min

30°C, 1min; 10°C/min from 30 to 265°C and; 265°C, 10min

250°C

fert
Ionisation EIL: 70eV
Température et courant du fila- 280°C, 50 pA
ment
Mode d’acquisition SIM
Fréquence d’acquisition S Hz

Six BTEX sont étudiés : le benzene, le toluéne, 1’éthyl-benzene ainsi que 1’ortho,
le méta et le paraxyléne. Pour le benzéne, I’ion moléculaire radicalaire C¢He™" a m/z 78
est suivi. Pour tous les autres composés, il s’agit du cation tropyllium C7H7" a m/z 91.
L’ion phényl a m/z 77 pour le benzéne et les ions moléculaires pour le toluéne a m/z
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92, pour I’éthyl benzeéne a m/z 106 et pour les xylénes a m/z 106 sont utilisés comme
ions de confirmation.

Les solutions étalons a des concentrations de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;
1,25 et 1,50 ug.mL"! pour chacun des BTEX étudiés sont préparés par dilution dans du
dichlorométhane d’une solution étalon a 200 pg.mL~! en benzéne, toluéne, éthyl-ben-
zéne ainsi qu’en ortho, méta et paraxyléne dans le methanol (Restek Corporation, Bel-
lefonte, PA). Le n-décane a une concentration de 1pg.mL~! est systématiquement em-
ployé comme standard interne. Le rapport du pic chromatographique des BTEX est ainsi
normalis¢€ par rapport a celui du n-décane afin de s’affranchir, tout au moins en partie,
des fluctuations instrumentales ou d’injection.

Les analyses des BTEX sont reproduites huit fois afin d’évaluer la variabilité de
la procédure de fumage, de prélevement et de préparation d’échantillon ainsi que celle
relative a I’analyse par GC/MS. Afin de préciser cette derniére source de variation, un
méme extrait est analysé six fois. Pour les extraits, les concentrations en BTEX sont
systématiquement reportées en pg/cig.

I1.2.4. Analyse de la nicotine par GC/MS/MS

La quantification de la nicotine extraite des particules de MSS est réalisée a 1’aide
d’un GC/MS-MS Varian 240MS (Varian, Walnut Creek, CA) en mode MRM (Multiple
Reaction Monitoring) en employant un ion pour réaliser la quantification et un ion de
confirmation. Les parametres instrumentaux utilisés pour la chromatographie gazeuse
et la spectrométrie de masse en tandem sont données dans le Tableau 4.

Tableau 4 Parameétres instrumentaux utilisés lors de 1’analyse GC/MS/MS de la nicotine conte-
nue dans la phase particulaire des MSS.

Conditions chromatographiques

Colonne Rxi-5Sil MS (30m x 0.25mm x 0.25pm)
Phase stationnaire 100 % 1,4-bis (diméthylsiloxy)phényléne diméthyl polysiloxane
Température de I’injecteur 300°C
Mode d’injection Split
Volume injecté 2ul
Débit du split 10 mL/min (2:1 ratio)
Nature et débit du gaz vecteur Helium, 2 mL/min
Température du four 70°C, 0.5 min; 25°C/min from 70 to 245°C
Température de la ligne de trans- 250°C
fert
Ionisation - Activation EI: 70eV - CID
Température et courant du fila- 280°C, 50 A
ment
Mode d’acquisition Transition MRM m/z 161 [M — H]* — m/z 159 [M — H, — H]"
Fréquence d’acquisition 5Hz
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Pour I’étape de quantification, des solutions standard possédant des concentra-
tions en nicotine comprises entre 0,5 et 10 pg.mL~! sont également analysées. L aire du
pic de la nicotine est normalisée par rapport a celle du naphtaléne-d8 qui est systémati-
quement ajouté aux échantillons analysés a une concentration de 2 pg.mL!. La concen-
tration en nicotine est donnée en pg/cig.

I1.3. La spectrométrie de masse a transformée de Fourier (FT
ICR-MS)

11.3.1 Introduction

La spectrométrie de masse par résonance cyclotronique a transformée de Fourier
(FT ICR-MS) assure la mesure précise de la fréquence de giration des ions dans un
champ magnétique intense produit typiquement par un aimant solénoide supraconduc-
teur. Elle combine 1’analyse simultanée en mode haute résolution FWHM (full width at
half maximum) de 100 000 & plus d’un million et, haute précision sur la mesure de
masse (rapport pour un ion entre la différence des valeurs mesurées et théoriques du
rapport m/z et la valeur de m/z théorique exprimée en partie par million ou ppm) typi-
quement inférieure a 1 ppm. L’association de cette technique a une grande variété de
techniques d’ionisation en fait un outil puissant dans le domaine de la spectrométrie de
masse.'3* Ses caractéristiques en font un outil indispensable a I’analyse directe de mé-
lange complexe en mode non ciblé dans les domaines de la pétroléomique, de 1’envi-
ronnement et de la métabolomique, notamment.

I1.3.2. Origine de la FT ICR-MS et principe de la mesure

En 1929, aux Etats-Unis, Lawrence (prix Nobel en 1939) découvre le principe
du cyclotron.'*> En 1949, I’équipe de Hipple détermine la fréquence de résonance cy-
clotronique du proton a I’aide d’un instrument appelé Omégatron.!3® Ces deux travaux
sont a la base de la technique de spectrométrie de masse par résonance cyclotronique
des ions (ICR-MS). C’est en 1974 que Comisarow et Marshall!** associent le traite-
ment par transformée de Fourier rapide (FFT) a I’analyse des ions par ICR-MS. Le
premier instrument doté d’un aimant supraconducteur est commercialis¢ en 1983.
Jusqu’alors, des électroaimants de 1 a 1,6 Teslas étaient employés. Actuellement, la
force du champ magnétique des appareils commerciaux est comprise entre 7 et 15 Te-
slas. Deux instruments dotés d’un aimant de 21 Teslas ont récemment été¢ développés
au laboratoire des hauts champs magnétiques (MagLAB) a Tallahassee en Floride sous
la direction d’Alan Marshall et au Pacific Northwest National Laboratory (PNNL) a
Richland sous la direction de Richard Smith.
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Figure 10 Principe du mouvement cyclotronique

L’¢étude du mouvement cyclotronique est a 1’origine de la mesure du rapport m/z
d’un ion par la technique FT ICR-MS. Un ion de masse m et de charge q possédant une
vitesse v, adopte lorsqu’il est plongé dans un champ magnétique Bo une trajectoire cir-

culaire uniforme de rayon r, résultant de I’action de la force de Lorentz Fl) et de la force

centrifuge FZ) Ces deux forces agissent simultanément et en sens opposé. Elles condui-
sent a I’établissement d’'un mouvement stable si leur module est égal (Figure 10).

Expression de la force de Lorentz :
F, = qx BAB, = quB,k

Expression de la force centrifuge :

F, =— k
2 r
|F1| = |F2|

muv?
quBy = ——

qBy, v

— T — wc
m r

Avec q = ze
eB,
W, = —m/z

W, 1 eB,
Ve = o= 5 - Xm;
21 21 /Z

L est appelée fréquence cyclotronique, elle est exprimée en Hertz. La fréquence
cyclotronique dépend du champ magnétique Bo, appliqué. Elle est inversement propor-
tionnelle au rapport m/z et indépendante de la vitesse initiale des ions présents dans la
cellule d’analyse. La précision de la mesure du rapport m/z va dépendre de la qualité de
la mesure de la fréquence cyclotronique. Il est nécessaire que le champ magnétique soit
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intense (> 4,7 Teslas) et tres homogene, principale raison de 'utilisation d’aimants so-
Iénoides supraconducteurs.

11.3.3. Source d’ionisation interne ou externe

Avant de réaliser une analyse de spectrométrie de masse par FT-ICR, il est né-
cessaire de produire des ions a 1’aide d’une technique d’ionisation comme par exemple
I’interaction laser-matiére ou 1’¢électro-nébulisation. Dans le cas, de la désorption/ioni-
sation laser, deux géométries peuvent étre envisagées. La production des ions peut avoir
lieu au sein de la cellule FT-ICR, on parle alors d’instruments a source interne. De
facon alternative, les ions peuvent étre produits en dehors de la cellule ICR et étre ache-
minés ensuite par des dispositifs de guidage d’ions, il s’agit alors d’instruments a source
externe. Actuellement, la plus grande partie des instruments disponibles dans les labo-
ratoires sont dotés d’une source externe pour limiter les contraintes de pompage, prin-
cipalement lors de I’introduction de I’échantillon. Dans ce cas, la pression au sein de la
cellule FT-ICR est bien plus basse (~1071° mbar) que celle des dispositifs a source in-
terne, ce qui assure un temps de vie plus long des ions et des conditions plus favorables
pour atteindre des résolutions FWHM proches de 1 000 000.

I1.3.4. Dispositif expérimental utilisé

Les études décrites dans la suite de ce manuscrit ont été conduites a 1’aide d’un
spectrometre de masse FT-ICR doté d’un champ magnétique de 9,4 T.

= S Champ
magnétique 9,4T

Source MALDI Source ESI

| i .

Figure 11 Spectrométre de masse FT ICR-MS
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Ce spectrométre de masse « Explorer QFT-9 » installé en novembre 2005 au la-
boratoire a été congu par la société Ion Spec (IonSpec, Palo Alto, Ca, USA). Il est doté
d’une cellule FTICR cylindrique et d’une source d’ionisation externe « ProMALDI »
(IonSpec, California, Lake Forest, USA) équipée d’un laser Nd:Y AG Orion (New wave
research, Fremont, USA), triplé en fréquence, délivrant une énergie maximale de 8
mJ/impulsion a la longueur d’onde de 355 nm. Un autre module est installé sur ce spec-
trometre de masse, il correspond a une source d’ionisation externe par électronébulisa-
tion de type « Z-SprayTM » développée par Micromass/Waters. La Figure 11 présente
le spectrometre de masse FT-ICR, avec I’aimant supraconducteur au centre et les deux
modules d’ionisation Electrospray a droite et « ProMALDI » a gauche.

I1.3.5. L’analyse FT ICR-MS

Pour les instruments disposant de sources externes, 1’analyse FT ICR-MS re-
quiert la succession de trois €tapes : 1) la production des ions suivie de leur stockage
dans un hexapdle ; 2) le transfert des ions de la source vers la cellule FT ICR ; 3) leur
détection et analyse. L’enchainement de ces différents événements est piloté par le lo-
giciel Oméga. Une interface graphique permet de suivre et de modifier les parametres
instrumentaux.

Les paragraphes suivants vont permettre de décrire de facon détaillée les diffé-
rentes étapes associées a 1’obtention d’un spectre de masse.

L’ionisation

Deux modes d’ionisation sont employés dans cette étude (leur principe sera dé-
taillé dans les sections suivantes).

En désorption/ionisation laser, I’échantillon analysé est fixé sur un porte échan-
tillon en acier inoxydable a I’aide d’un adhésif en aluminium. Celui-ci est introduit dans
la source d’ionisation par un sas permettant de ne pas mettre I’ensemble de I’enceinte
associée a la source d’ionisation a la pression atmosphérique. La pression dans cette
partie de I’instrument est maintenue a une pression de 10~ Torr. Le porte échantillon
est placé sur une table de déplacement équipée de deux moteurs pas-a-pas selon les axes
x ety. Au cours d’une analyse, le laser Nd: YAG triplé en fréquence (A =355 nm) délivre
8 tirs d’une durée d’impulsion de 5 ns sur I’échantillon. Apres chaque impulsion laser,
les ions produits sont collectés dans un hexapole de stockage dont le potentiel sur la
plaque d’entrée est momentanément mis a la terre au moment de I’impulsion laser.
L hexapole fonctionne en mode RF-only. Tous les ions possédant un domaine de stabi-
lité compatible avec les parameétres instrumentaux appliqués ou associés a cet hexapole
(amplitude et fréquence de la RF, distance entre les barreaux) adoptent une trajectoire
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stable. Ils sont maintenus a I’intérieur de I’hexapdle par I’application de potentiels con-
tinus identiques et adéquats (fonction de la polarité des ions piégés) sur les plaques
d’entrée et de sortie. Afin de diminuer I’énergie cinétique et 1’énergie interne des ions
produits au cours de I’interaction laser—matiere, ils sont thermalisés par 1’introduction
d’azote. L’énergie du faisceau laser est maintenue a une valeur proche du seuil de dé-
sorption/ionisation pour limiter les processus de fragmentation ou de recombinaison.

En analyse par électronébulisation, I’échantillon est introduit dans la source a
I’aide d’un dispositif pousse-seringue a un débit de 2 pL/min. Le potentiel du capillaire
est porté a une valeur de = 3500 V. Afin d’éviter 1’activation des ions dans la source,
les potentiels de cone et d’extraction sont pris égaux a 10 et 40 V, respectivement.
L’azote est utilis¢ comme gaz de nébulisation. La température de la source et du capil-
laire est maintenue a 80 °C.

Le transfert des ions

Les ions pié¢gés dans 1’hexapole de stockage sont acheminés vers la cellule d’ana-
lyse a I’aide d’un guide d’ions. De type hexapolaire, il fonctionne de maniere identique
a I’hexapdle de stockage. L’ajustement de I’amplitude et de la fréquence de la radiofré-
quence permet de sélectionner la gamme de rapport m/z pour laquelle le transfert des
ions se fait de maniere optimale. Le transfert des ions débute par I’abaissement du po-
tentiel continu a la sortie de I’hexapoéle de stockage et I’ouverture de la séparation phy-
sique entre la partie source (~10~* Torr) et la partie trés basse pression de I’instrument
(~1071° Torr) associée a la cellule FT ICR. Sous I’effet de la différence de potentiel
entre les deux extrémités de 1’hexapole de stockage, les ions sont accélérés dans 1’op-
tique de transfert électrostatique. Le potentiel de la plaque de piégeage de la cellule FT
ICR du coté "guide d’ions" est mis a la terre pendant une durée variable pour permettre
I’introduction des ions dans la cellule. Une bouffée d’azote est alors introduite a ce
niveau pour thermaliser les ions au sein de la cellule FT ICR.

La détection des ions au sein de la cellule

Le mouvement cyclotronique des ions, induit par I’interaction de ces derniers
avec le champ magnétique, prend place au sein de la cellule FT ICR (pi¢ge de Penning).
La pression dans cette partie de I’instrument est de ’ordre de 107!° Torr. A ces pres-
sions, le libre parcours moyen d’un ion est important (plusieurs centaines de métres) ce
qui accroit leur durée de vie. Un piege de Penning peut adopter plusieurs géométries
(cubique, parallélépipédique, cylindrique). Il est systématiquement constitué par trois
jeux (au moins) de deux plaques appariées. Ces trois paires de plaques permettent la
succession des trois étapes nécessaires a la production d’un spectre de masse FT ICR :
le piégeage, I’excitation et la détection des ions.
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Le piégeage

Le champ magnétique By assure le confinement des ions dans le plan perpendi-
culaire au champ magnétique. Pour les piéger dans la derniére direction, un puit de po-
tentiel est créé par application d’un potentiel sur une premicre paire de plaques dites de

piégeage.

Le signe du potentiel appliqué sur les plaques de piégeage est adapté a la polarité
des ions analysés. Il doit €tre le plus faible possible pour limiter les oscillations de pié-
geage afin de limiter la perturbation du mouvement cyclotronique. A cette fin, I’instru-
ment employé dans cette étude assure la création de deux puits de potentiel emboités.
Le premier permet un piégeage efficace des ions a des potentiels de 1’ordre = 15 V.
Apres thermalisation des ions, ce potentiel est abaissé typiquement a+ 1 V. Les especes
ioniques sont alors piégées par un second jeu de plaques de piégeage portées a un po-
tentiel de £ 0,2 V.

L’emploi d’une source d’ions externe et 1’utilisation d’une ligne de transfert im-
posent que le puits de potentiel s’ouvre pour laisser entrer les ions au cceur de la cellule
FT ICR. Cette étape est critique. Elle peut conduire a des discriminations au sein de la
population d’ions.

L’excitation

Apres leur introduction au sein de la cellule, les ions se trouvent sur une orbite
basse. Leur rayon de giration est de I’ordre de quelques dixiemes de millimétre. Leur
mouvement, de type brownien, n’est pas cohérent. L application sur la seconde paire
(plaques d’excitation) d’une radiofréquence permet, par un phénomene de résonance,
un transfert d’énergie aux différentes populations d’ions présentes dans la cellule. Le
rayon de la trajectoire augmente jusqu’a €tre porté sur une orbite haute. Cette étape a
¢galement pour effet d’augmenter la cohérence des ions possédant un méme rapport
m/z. Le rayon de I’orbite ne dépend que de la tension d’excitation et de la durée d’ex-
citation. Il faut alors contréler deux parametres importants pour 1’acquisition du spectre
de masse : I’intensité d’excitation et la durée d’irradiation (quelques millisecondes).

La détection et ’obtention d’un spectre de masse

Proches du troisiéme jeu de plaques, les ions induisent par leur mouvement cir-
culaire un courant alternatif (Figure 12) détecté par une électronique adaptée. La super-
position des signaux associés a des ions de rapport m/z différents conduits a 1’observa-
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tion d’un signal composite appelé interférogramme (transient en anglais) ou les sinu-
soides amorties de 1’ensemble des ions présents dans la cellule se superposent et se
combinent.

Pour extraire de ce signal complexe toutes les fréquences fondamentales qui le
composent, une opération de transformée de Fourier est utilisée (FFT, Fast Fourier
Transform). On obtient alors un spectre en fréquence (représentation de I’intensité du
signal mesuré aux différentes fréquences). Avant le traitement par FFT, le signal détecté
subit une opération d’apodisation par la fonction Blackman-Harris et un remplissage de
zéro pour augmenter le nombre de points. Ces opérations améliorent la qualité du
spectre obtenu. Par ailleurs, ’accumulation de plusieurs interférogrammes ou de plu-
sieurs spectres de masse pour constituer un spectre de masse augmente le rapport S/N
proportionnellement a la racine carrée du nombre de transients considérés.

Acquire

) > —

Time (ms)

66.5 Frequency (kHz) 160
WM. Keck FT-ICR Mass Spectrometry Laboratory

Figure 12 Différentes étapes de traitement du signal pour I’obtention d’un spectre de masse
a partir d’un interférogramme

I1.3.6. Avantages, limites et domaines d’application de la FT
ICR-MS

I1.3.6.a.  Avantages de la FT ICR-MS

Le spectrometre de masse a transformée de Fourier est un outil performant, sen-
sible et polyvalent. Il est utilis¢ dans de nombreux domaines d’application notamment
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dans les approches non-ciblées et d’analyse directe, au regard de ses capacités en termes
de trés haute résolution (permet d’éviter les interférences entre les composés de méme
masse nominale) et de son extréme précision sur la mesure de rapport m/z (inférieur au
ppm). Il peut également étre utilisé sur une gamme de m/z étendue (de 80 a pres de
20 000 pour notre instrument). La possibilité de pouvoir réaliser la mesure de la fré-
quence cyclotronique des ions sur des temps longs (pouvant atteindre plusieurs dizaines
de secondes), dans la mesure ou ceux-ci sont pi¢ges dans la cellule FT ICR permet
d’accroitre significativement la résolution. Il existe, en effet, une relation de proportion-
nalité directe entre pouvoir de résolution et temps de mesure de I’interférogramme.

Il offre également la possibilité de réaliser des €études de réactivité des ions en
phase gazeuse en permettant le stockage et la sélection d’ions spécifiques dans la cellule
FT ICR avant d’y introduire un gaz. La détection des espéces produites par ces réactions
en fonction du temps entre I’introduction du gaz réactif et ’obtention du spectre de
masse permet I’étude cinétique des processus mis en jeu.!3* Par ailleurs, il est possible
de mener des expériences de spectrométrie de masse en tandem pour obtenir des infor-
mations structurales avec des moyens variés d’activation. On peut citer la dissociation
par collision (CID : collision induced dissociation), par interaction avec des photons
infra-rouge (IRMPD : infra red multiphoton dissociation) ou des €lectrons (ECD : elec-
tron captured dissociation).

La flexibilité de cet instrument est aussi associée a sa capacité a étre couplée a
de nombreuses méthodes d’ionisation et aux techniques séparatives comme la chroma-
tographie gazeuse ou liquide voire 1’¢lectrophorese capillaire. Outre, les méthodes d’io-
nisation employées dans cette étude que sont la désorption ionisation laser LDI et I’elec-
tronébulisation ESI, il est possible d’utiliser des sources d’ionisation par impact élec-
tronique (IE), photoionisation a pression atmosphérique (APPI), ionisation chimique a
pression atmosphérique ou encore et sans que cela ne soit exhaustif par analyse directe
en temps réel (DART).

Il est également possible, au travers d’expériences de 2D FTMS qui sont depuis
quelques années implémentées sur les dispositifs les plus récents,'?” d’étudier de ma-
nic¢re simultanée la structure de 1’ensemble des ions d’un spectre de masse en réalisant
la dissociation. L’obtention de carte 2D permet ainsi d’obtenir et de visualiser en une
seule expérience 1I’ensemble des spectres de dissociation de toutes les especes présentes
sur le spectre de masse pour des temps d’acquisition de seulement quelques dizaines de
minutes. Il faut cependant noter que le temps de traitement des données pour obtenir la
carte 2D est bien plus important, de I’ordre classiquement de plusieurs heures.
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11.3.6.b. Limites de la FT ICR-MS

L’utilisation de la FT ICR-MS présente néanmoins quelques inconvénients et
limitations. Il s’agit en premier lieu de son prix, de I’ordre au moins du million d’euros
et de son colt de fonctionnement. L’obligation de disposer d’un champ magnétique
extrémement stable nécessite I’emploi d’aimants solénoides supraconducteurs qui se
révelent couteux a I’achat mais aussi a ’entretien. Il est en effet nécessaire de remplir
périodiquement les dewars en azote liquide (chaque semaine) et hélium liquide (toutes
les six semaines) afin de maintenir le matériau supraconducteur en dessous de sa tem-
pérature de Curie. De maniere empirique, le colit d’un aimant solénoide supraconduc-
teur varie de manicre quadratique avec la valeur du champ. La nécessité d’acquérir I’in-
terfogramme pendant des temps longs pour obtenir une tres haute résolution rend diffi-
cilement possible 1’obtention de spectres de tres haute résolution (> 250 000) lorsque
I’instrument FT ICR — MS est couplé avec les techniques chromatographiques. Il a alors
incompatibilité entre temps chromatographique et échantillonnage long du transient.
Cette limitation vient d’étre récemment dépassée par les deux équipes du PNNL et du
MaglL AB aux Etats-Unis avec des instruments dotés d’un aimant de 21 T en mesurant
la quatrieme ou la troisieme harmonique de la fréquence cyclotronique. Il est alors pos-
sible d’obtenir avec des temps d’acquisition de ’ordre de 250 ms des résolutions de
I’ordre de 200 000. Un autre parametre influant sur la résolution est plus encore la pré-
cision sur la mesure de masse est la quantité d’ions qui est introduite dans la cellule FT
ICR. Dans la mesure ou les ions piégés dans la cellule ICR sont de méme polarité, un
nombre d’ions trop important dans la cellule conduit au travers de répulsion coulom-
bienne a des effets de charge d’espace. Cela provoque une perte rapide de la cohérence
du mouvement des ions apres excitation (diminution de la résolution) et une modifica-
tion de la fréquence des ions de 1’ordre de quelques Hertz, notamment pour les ions peu
abondants (diminution de la précision sur la mesure de leur rapport m/z).

I1.4. Les méthodes d’ionisation couplée a la FT ICR — MS utilisées
dans le cadre de cette étude

Pendant le fumage d’une cigarette des milliers de composés sont produits tant
dans la phase gazeuse et que dans la phase particulaire. L’analyse de ces composés est
trés complexe, en particulier ceux de la phase particulaire, et nécessite pour en avoir
une description la plus exhaustive possible, I’utilisation de différentes méthodes d’ioni-
sation. Ainsi la combinaison de désorption/ionisation laser (LDI) et I’ionisation par
¢lectro-nébulisation apparait comme une combinaison de choix pour la description de
la composition de la phase particulaire des fumées de cigarette.
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Le contrdle fin des parametres relatifs a ces deux méthodes d’ionisation est a
méme de pouvoir générer des ions indicatifs des composés présents dans et a la surface
des particules dans la mesure ou des conditions d’ionisation douce sont respectées. Nous
alors décrire dans les paragraphes suivants les principes de ces méthodes d’ionisation
ainsi que les parameétres qui permettent d’assurer 1’ionisation douce des especes.

I1.4.1. La désorption/ionisation laser (LDI)

La désorption/ionisation laser (LDI) est une méthode d'ionisation qui peut étre
appliquée directement sur un matériau ou sur un dépot sans aucune préparation d’échan-
tillon. Elle assure ainsi I’analyse sans avoir recours a une étape de solubilisation préa-
lable, ce qui pour certains matériaux ou échantillons peut se révéler délicat a réaliser.

I1.4.1.a.  Principe de ’analyse par LDI-FTICRMS dans le
contexte de ’analyse des particules de la fumée
principale de cigarette

De maniere simple, 1I’échantillon, ici un filtre sur lequel se sont impactés des
particules de MSS est introduit dans la zone source. Un faisceau laser de longueur
d’onde 355 nm est focalisé sur cet échantillon pour induire le phénomene de désorp-
tion/ionisation. Une attention particuliére est attachée a 1’énergie du faisceau laser em-
ployé. Celle-ci doit étre suffisante pour induire la désorption et 1’ionisation des especes
présentes dans et a la surface des particules de fumées de cigarette et suffisamment
faible pour tout au moins limiter, s’il n’est pas possible de les éviter, les processus de
dissociation. Sous I’effet de I’irradiation laser, les photons apportent de I’énergie aux
molécules présentes pour produire leur désorption. Dans la mesure ou 1’énergie d’un
photon a 355 nm est relativement faible (~3,5 eV), les processus d’ionisation directe
par absorption bi- voire triphotonique sont peu favorisés ce qui explique en mode d’io-
nisation positif la présence faible d’espéces radicalaires qui ne représentent que quelque
pourcent du courant d’ions total. A I'inverse, les especes désorbées souvent dans leur
état excité peuvent conduire a des processus de transfert de protons comme cela est
classiquement observé dans les expériences MALDI. Les especes les plus acides, vont
conduire a la libération de protons et a la formation d’especes déprotonées observables
en mode de détection négatif sous la forme d’ions [M — H]". A I’inverse, les especes les
plus basiques vont étre en mesure de capter ces protons et conduire a 1’observation
d’ions protonés [M + H]".
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I1.4.1.b. Parameétres utilisés pour I'acquisition de données
par LDI

La troisiéme harmonique d’un laser Nd:YAG ORION (Fremont, CA, USA) re-
froidi par air (longueur d'onde 355 nm, durée d'impulsion 5 ns, énergie de sortie maxi-
male 4 mJ) est employée pour réaliser 1’étape de désorption/ionisation. La densité de
puissance du laser a été ajustée au seuil de désorption/ionisation des particules de fumée
de cigarette qui est proche de 2 x 107 W.cm™. La zone irradiée est d'environ 0,2 mm?.
Apres chaque impulsion laser, I'échantillon est déplacé de telle sorte que les ions sont
générés a partir d'une zone cible fraiche (non préalablement irradiée). Les ions résultant
de 8 interactions laser successives sont stockés dans un hexapole avant d'étre transférés
dans la cellule FT-ICR et d’y étre analysés (Figure 13).

Les spectres de masse présentés sont la somme de 45 spectres de masse indivi-
duels obtenus par désorption/ionisation de prés de 20% de la surface du filtre de quartz.

355 nm

Laser
Hexapdle de w

Source MALDI Sibckage (G

Guide diions e (84 Tesla

Maorceau de filtre
sur la plague
d'échantillonnage

Vanne de Pompe Pompe Pompe
séparation Turbo Turbo Turbo

Figure 13 Schéma du spectrométre ProMALDI-FTICR-MS

I1.4.2. Ionisation par électronébulisation ou 1’electrospray
(ESID)

L’¢lectronébulisation ou 1’electrospray (ESI) est une technique d'ionisation
douce. Elle assure 1’ionisation des molécules de maniére d’autant plus efficace, qu’il
s’agit de molécules polaires. Cette technique d’ionisation a également la faculté de ré-
duire la gamme de rapport m/z en assurant le développement de plusieurs charges pour
les composés de masse importante (production d’ions multichargés).
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I1.4.2.a.  Principe de la technique

L’ionisation ESI a lieu a la pression atmosphérique et a des températures proches
de ’ambiante dans le cadre de cette étude sous I’action d’un champ électrique de plu-
sieurs kV. Cela conduit a différents processus qui assurent de mani¢re concomitante la
désolvatation et I’1onisation des molécules dissoutes dans un solvant.

De maniére pratique, a 1’aide d’un pousse-seringue, la solution d’échantillon est
directement injectée dans la source d’ionisation au travers d’un capillaire en acier
inoxydable. Généralement avec un débit de I’ordre de quelques pL/min (dans notre cas
2 uL/min) dans une source chauffée a 80°C (température légerement supérieure a celle
de vaporisation du méthanol, solvant utilisé dans cette étude). Un flux d’azote, guid¢ a
contre-courant du trajet des ions est employé pour assister la désolvatation (Figure 14).

Contre_électrode
cone de Taylor

:

*
*

Echantillon liquide _wr w
"0.:. % L
| " . | E—
¥ Capillaire de
DDP= 0,8 & BKV transfert
- Sy
\ J
Pression atr-nospllérique
Figure 14 Schéma du principe de ’ionisation/désorption par électronébulisation dans le cas

d’une expérience en mode d’ions positifs. 138

Le champ électrique entre le capillaire d’infusion et la contre-électrode est de
quelques kV. Ce champ a pour role de produire une accumulation de charges a la surface
du liquide, située au bout du capillaire qui va se déformer pour former un cone dit de
« Taylor ».13% 11 va ensuite « se couper » pour produire des gouttelettes chargées en sur-
face. Sous ’effet de la température de la source et de la différence de pression entre la
pression atmosphérique et I’entrée du spectrometre de masse, le solvant présent dans
les gouttelettes va peu a peu s’évaporer. La taille des gouttelettes diminue. Les forces
de cohésion de la gouttelette diminuent alors que les répulsions coulombiennes aug-
mentent en accord avec la diminution de la distance entre les charges de méme signe
qui se trouvent en surface des gouttelettes. De maniére ultime, celles-ci I’emportent et
provoquent 1I’explosion dite coulombienne de la gouttelette. Ces processus se reprodui-
sent et conduisent a une succession d’explosions coulombiennes. Chaque explosion est
conditionnée par I’atteinte de la limite de Rayleigh qui gouverne le nombre moyen de
charges qrayleigh dans une gouttelette de rayon rmax en fonction de la tension de surface y
du solvant et de la permittivité du vide & :
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_ 3/2
CIRayleigh =8n Tmax Y €o

De maniére ultime, la production des ions peut avoir lieu en accord avec 1’un des
deux processus proposés par différents auteurs :

v’ I’éjection des ions a partir des gouttelettes (modéle IEM ou modéle de I’émission

d’ions) qui sous I’effet du champs ¢électrique se déforment pour former de mi-

nuscules cones de Taylor a leur surface.!4%:14!

v le modéle du résidu chargé. Aprés de multiples explosions coulombiennes, ne
demeure plus qu’une espece chargée dans la gouttelette qui est libérée par éva-

poration des derniéres molécules de solvant.!3®

Ces modeles sont complémentaires. Le modele de production des ions en phase

142,143 11 s’ applique prin-

gazeuse le plus cité est celui du modele de la charge résiduelle.
cipalement aux macromolécules qui conduisent a la formation d’ions polychargés de
type [M+nH]"" (Figure 15). Pour les molécules de petite taille, principalement mono-

chargé, c’est le modele IEM qui semble étre le principal responsable de leur ionisation.

] T T L MSHTHE s

Figure 15 Schéma relatif a la théorie de charge résiduelle de Dole et al (S représente une
molécule de solvant).!4?

I1.4.2.b. Parameétres expérimentaux utilisés pour I’ana-
lyse ESI des MSS

L’extraction des constituants des MSS est réalisée avec le dichlorométhane, un
solvant qui présente une constant diélectrique faible, ce qui n’est pas favorable a une
ionisation efficace par ESI des molécules contenues dans I’extrait. C’est la raison pour
laquelle, une évaporation a sec est réalisée suivie d’une reprise dans 2,5 ml de solution
de méthanol, solvant plus polaire que CH>Cl>. Afin d’accroitre I’efficacité de 1’1onisa-
tion des especes basiques en mode de détection positif, le méthanol est supplémenté a
hauteur de 0,1% (v/v) en acide formique.

Les mesures ESI FT ICR — MS sont réalisées selon la procédure définie précé-
demment, en ce qui concerne les paramétres d’infusion, de transfert des ions, d’analyse
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dans la cellule FT ICR ou d’accumulation de spectres. Il est important de noter qu’avant
leur transfert vers la cellule FT ICR, les ions produits par infusion de 1’extrait dans la
source d’ionisation pendant 10 secondes sont accumulés dans un hexapole de stockage.

I1.5. Etalonnage, traitement des données et attribution

I1.5.1. Procédure de calibration et d’attribution

Avant l'acquisition, le spectrométre de masse est calibré de manicre externe en
infusant une solution de composés standard relatifs a des agrégats d’or en ESI FT ICR
— MS ou en utilisant des agrégats carbonés en LDI FT ICR — MS. Aprés acquisition du
spectre de masse, une calibration interne est effectuée en utilisant des séries d'ions
CxHyN, " parfaitement identifiés dans des échantillons des MSS. Une liste de pics pour
les signaux possédant un rapport signal sur bruit (S/B) supérieur a 4.5 est généré. Cette
liste est ensuite traitée a 1’aide du logiciel Composer (Sierra Analytics, Modesto, CA)
pour réaliser I’attribution des ions. Les criteres de recherche utilisés sont une formule
générale Ci-100H1-100N0-7S0-100-10"", avec une tolérance a £3 ppm et un équivalent double
liaison (DBE) compris entre -0,5 et 40 (une valeur de DBE de — 0,5 correspond a un
composé saturé cationisé par NHs"). Sur la base de ces signaux attribués avec une erreur
inférieure a 1 ppm, le spectre est recalibré en considérant 1’équation suivante :

m A B
— =4 —

z f f?

Pour les signaux non affectés ou les signaux assignés avec une erreur supérieure
a 1 ppm, une attribution manuelle est effectuée a 1'aide du logiciel Omega 8 Elemental
Composition (Varian-lonSpec Inc.) avec les critéres de recherche précédemment indi-
qués. Périodiquement, le spectre de masse est recalibré en prenant en compte tous les
ions attribués. La qualité de I'é¢talonnage est systématiquement vérifiée en considérant
la somme des erreurs, qui doit étre de 1’ordre de quelques ppm.

En dépit de ’attribution d’une formule brute aux différents signaux observés par
FT ICR — MS, il convient de vérifier la réalité¢ chimique de ces especes. Pour cela, les
régles d’attribution sont complétées par les « six régles d’or »'** de I’attribution :

1. Lalimitation du nombre d’atomes d’un ¢lément donné en fonction de la masse
du composé considéré sur la base des banques de données DNP et Wiley de
composés chimiques (Tableau 5) ;

2. L’application des régles de Lewis portant sur la valence des éléments, la no-
tion de paires liantes et non liantes, la valence des différents atomes, régle de
I’octet et extension ;
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3. L’utilisation de la distribution isotopique notamment des contributions isoto-
piques a M+1 et M+2 qui permet d’identifier les composés contenant du
soufre, du chlore ou du brome et d’obtenir une indication sur le nombre
d’atomes de carbone ;

4. Le rapport hydrogeéne/carbone est compris généralement entre 0 (carbone pur)
et 3 en relation avec la valence du carbone ;

5. La distribution relative des €léments. Cela constitue une extension de la regle
précédente a I’ensemble des atomes contenus dans 1’espéce analysée (Tableau
6) ;

6. Le nombre maximum d’hétéroatomes (N, O, P et S) en fonction de la masse
du composé sur la base de la banque de données Beilstein (Tableau 7).

Tableau 5 Restrictions au sein de petites molécules du nombre d’atomes pour chaque élément
chimique sur la base de I'examen des banques de données DNP et Wiley.!45
Mass Range [Da] Library Cmax Hmax Nmax Omax P max S max F max Cl max Br max Si max
<500 DNP 29 72 10 18 4 7 15 8 5
Wiley 39 72 20 20 9 10 16 10 4 8
<1000 DNP 66 126 25 27 6 8 16 11 8
Wiley 78 126 20 27 9 14 34 12 8 14
<2000 DNP 115 236 32 63 6 8 16 11 8
Wiley 156 180 20 40 9 14 48 12 10 15
<3000 DNP 162 208 48 78 6 9 16 11 8
Tableau 6 Rapports atomiques entre éléments chimiques classiquement observés sur la base des
45 000 composés référencés dans la banque de données Wiley dont la masse est com-
prise entre 30 et 1 500 Da.!¥
Element ra-  Common range (covering 99.7%) Extended range (covering 99.99%) Extended range (beyond
tios 99.99%)
H/C 0.2-3.1 0.1-6 <0.1 and 6-9
F/C 0-1.5 0-6 >1.5
Cl/c 0-0.8 0-2 >0.8
Br/C 0-0.8 0-2 >0.8
N/C 0-1.3 0-4 >1.3
o/C 0-1.2 0-3 >1.2
P/C 0-0.3 0-2 >0.3
s/C 0-0.8 0-3 >0.8
Si/C 0-0.5 0-1 >0.5
Tableau 7 Nombre maximum d’hétéroatomes présents dans des molécules de masse inférieure a
2 000 Da d’aprés la base de données Beilstein. !4
Element counts Heuristic Rule DB examples for maximum values
NOPS all > 1 N<10.0<20P<4S< Ci5H34NoOsPS, C22H44aN4014P2S2, C24H34N7019P3S
3
NOP all >3 N<11.0<22P<6 C20H28N10021P4, C10H18N5020P5
OPSall > 1 0<14P<3S8<3 C22H44aN4014P2S2, C16H36N4O4P2S2
PSN all > 1 P<3.S<3N<4 C22H44N4O14P2S2, C1sH36N4O4P2S2
NOS all > 6 N<190<14S<8 Cs9HeaN18014S7
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I1.5.2. Représentation graphiques et outils d’interprétation
des données

L’analyse par FT ICR — MS nécessite d’avoir recours a des représentations spé-
cifiques en raison de la forte complexité des spectres de masse obtenus. Ces outils doi-
vent étre en mesure de fournir des points de comparaison pertinents. Il s’agit en parti-
culier du calcul de I’équivalent double liaison pondéré ou brut (DBE). Les représenta-
tions graphiques utilisées sont quant a elles, les diagrammes de Van Krevelen et de
Venn ainsi que les cartes de Kendrick.

I1.5.2.a.  Equivalent double liaison

L’analyse par FTICRMS produit des ions radicalaires, protonés et déprotonés.
Afin d’obtenir facilement cette information 1’utilisation de 1’équivalent de double liai-
son (DBE) peut étre réalisée. Outre la détermination du nombre d’insaturation, une va-
leur de DBE entiere est obtenue pour tout ion radicalaire et une valeur de DBE demi-
entiere est associée a un ion protoné (en mode de détection positif) ou déprotoné (en
mode de détection négatif). Le calcul de la DBE est obtenu a 1’aide de la formule sui-
vante :

DBE =n+='+ 71+ 1

Les valeurs nc, nu et nny sont respectivement, le nombre d’atomes de carbone
d’hydrogene et d’azote contenus dans la molécule.

I1.5.2.b. Les Diagrammes de van Krevelen et de Venn —
Cartes de Kendrick

Les diagrammes de van Krevelen et de Venn ainsi que les cartes de Kendrick
sont des outils complémentaires, ils sont largement utilisés dans le domaine de I’é¢tude
des milieux complexes. Ils permettent de caractériser et comparer les différentes es-
peces issues de 1’analyse d’un échantillon complexe par FT ICR — MS.

La formule des composés étant établi au cours de 1’étape d’attribution, les com-
posés observés se distribuent sur un graphique qui reporte le rapport H/C d’un composé
(dépendant de son degré d’insaturation) en fonction du rapport O/C ou N/C. De telles

représentations sont appelées diagrammes de Van Krevelen. 44146

Une autre représentation utilisée dans cette étude est I’établissement de dia-
gramme de Venn' qui reporte les signaux communs ou spécifiques obtenus par FT ICR
— MS lorsque le mode d’ionisation utilis¢ varie ou lorsque des échantillons de fumées
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de cigarette différentes sont examinées. Un point de comparaison supplémentaire peut
étre associé au calcul de la valeur de DBE pondérée par I’intensité relative des différents
COmposes.

Les cartes de Kendrick sont obtenues en calculant en base CH> les masses de
Kendrick (KM) et les défauts de masse de Kendricks (KMD)! selon les formules sui-
vantes :

. : o 5 1400000
= Imasse exacte mesuree 14,01565

KMD = masse nominale — KM

Ce calcul permet de changer de référence, ainsi la masse de référence n’est plus
la masse du carbone 12 mais la masse d’un groupement méthyléne (CHz). Dans ces
conditions, la représentation de la valeur de KMD en fonction de la masse nominale de
Kendrick permet aux composés correspondants a des degrés différents d’alkylation de
s’aligner selon des lignes paralléles a I’axe des abscisses. Un autre alignement est éga-
lement observé selon des lignes obliques pour des composé€s renfermant un méme
nombre d’atomes de carbone mais présentant un degré d’insaturation plus ou moins
important.

Conclusion

Ce second chapitre a permis d’avoir une idée générale sur les différents matériels
utilisés dans ce travail de thése en définissant les différents échantillons étudiés, les
dispositifs de collecte et de fumage des cigarettes. Il a permis de décrire les différentes
méthodes employées pour I’échantillonnage des fumées de cigarette et la préparation
des échantillons. De plus, ce chapitre a rappelé les principes des techniques analytiques
mises en ceuvre. Il s’agit notamment du principe de la chromatographie en phase ga-
zeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS et GC/MS/MS) et de celui de la
spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions a transformée de Fourier
couplée a la désorption/ionisation laser (LDI-FTICRMS) et a I’electrospray (ESI- FTI-
CRMS). Ce second chapitre a permis également de préciser les modes d’exploitations
et traitements des spectres de masse des fumées de cigarette par FTICRMS utilisés dans
les deux chapitres suivants.
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CHAPITRE II1

MISE EN PLACE D’UNE
METHODE DE COLLECTE
ET D’ANALYSE NON-CI-
BLEE DE FUMEES DE CI-
GARETTES PAR LDI ET ESI
FT-ICR MS
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Etude des MSS de cigarette Francaise par LDI et ESI FT-ICR MS

Introduction

L’objectif de ce chapitre et de mettre en place une méthodologie d’analyse non-
ciblée des composés présents dans les fumées de cigarette du courant principal (MSS)
et ainsi d’établir la nature des especes auxquelles un fumeur actif est exposé. Le dernier
chapitre verra 1’application de cette méthodologie a I’examen et a la comparaison des
MSS produites par fumage de cigarettes d’un méme fabricant mais de morphologie ou
d’origine différente.

Avant d’engager 1’analyse de la phase particulaire des MSS, il convient d’établir
une méthode répétable de fumage et de collecte des échantillons qui seront a 1’étude.
Pour cela, la premiere partie de ce chapitre sera consacrée a la mise en place et a la
validation d’une méthode de prélévement. Il est également important que ces échantil-
lons soient représentatifs. Pour cela plusieurs descripteurs seront employés : la masse
des particules collectées et la concentration de différents marqueurs. Nous avons retenu
les BTEX pour la phase gazeuse et la nicotine pour la phase particulaire. Le prélévement
et I’analyse des BTEX sont réalisés a 1’aide de la méthodologie décrite dans le chapitre
précédent en employant la GC/MS en mode SIM. La concentration de la nicotine dans
les particules de MSS est quant a elle déterminée a 1’aide de la technique GC/MS/MS
décrite par Sébastien Schramm dans le cadre de sa thése.®

L’examen direct des MSS par LDI FT-ICR MS et aprés extraction par ESI FT—
ICR MS dans les modes de détection positif et négatif conduira a révéler la diversité
moléculaire des constituants de la phase condensée des MSS. 1l a €¢galement pour voca-
tion a démontrer la complémentarité des modes d’ionisation et des modes de détection
(positif et négatif). Pour cela, la description des résultats obtenus sera effectuée en fonc-
tion du nombre d’ions détectés, des classes de composés observées et de la valeur de
DBE pondérée.

II1.1. Mise en place et validation de la méthode de fumage des ci-
garettes et de la méthode de prélévement des fumées du cou-
rant principal de cigarette

Afin d’atteindre cet objectif, une machine a fumer a ét¢ mise en ceuvre. Elle est,
comme cela a été décrit dans le chapitre précédent, dotée de deux dispositifs de préle-
vement. L’un permet la collecte de la phase particulaire (filtre quartz) et I’autre celle
des composés organiques volatils (COV) (charbon actif) pendant une simulation de fu-
mage.

Afin de valider la méthode de collecte des MSS et la procédure de fumage de la
cigarette, la répétabilité de la procédure de fumage est d'abord évaluée en étudiant pour
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huit réplicats la masse des particules collectées. La valeur trouvée est de 5,6 = 0,3
mg/cig. Cette valeur est proche de celle fournit par le fabricant sur le paquet de cigarette
dans la mesure ou il indique une quantité de goudrons de 7 mg/cig. Il faut noter que
dans nos conditions de collecte, la premicre des huit bouffées n’est pas échantillonnée
dans la mesure ou des travaux antérieurs ont montre¢ la forte dépendance de sa compo-
sition aux conditions d’allumage de la cigarette. Dans ce cadre, on peut estimer que
seuls 87,5 % (sept huitiéme) de la quantité de particules produite par combustion de la
cigarette sont collectés sur le filtre. L’accord entre la valeur fournit par le fabricant et
celle corrigée (6,4 £ 0,3 mg/cig) est donc trés bon. On peut ainsi considérer que I’échan-
tillonnage et la collecte de la matiére particulaire a ’aide du dispositif mis en place
fournit des informations comparables a celles obtenues par les fabricants de cigarettes
ou les organismes de contrdle qui emploient des dispositifs standardisés et automatisés.
I1 est cependant également important d’évaluer, a 1’échelle de la composition molécu-
laire, la répétabilit¢ de la méthode de prélévement de la phase gazeuse et de la phase
particulaire. Parmi les COV, les BTEX (benzene, toluéne, éthyl-benzene, ortho- méta-
et para-xyleéne) ont été choisis comme traceurs de la phase gazeuse. La nicotine a été
retenue comme traceur de la phase particulaire. L’analyse des BTEX est menée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS), celle
de la nicotine par couplage de la chromatographie gazeuse avec la spectrométrie de
masse en tandem (GC/MS/MS). La variation de la concentration obtenue pour ces dif-
férents traceurs sur différents réplicats permettra de définir de degré de répétabilité des
méthodes de fumage et de prélévement des MSS.

III.1.1. Analyse quantitative de BTEX contenus dans la phase
gazeuse des MSS par GC/MS

Apres extraction dans le dichlorométhane, 1’analyse des BTEX est réalisée en
mode SIM par GC/MS en impact ¢lectronique (EI) en mode SIM en considérant le rap-
port m/z 78 pour le benzéne (radical cation moléculaire) et en prenant comme ion de
confirmation 1’ion phényl a m/z 77. Pour le toluene, I’éthylbenzene et 1’ortho-méta ou
para-xylene, le cation tropyllium a m/z 91 a été retenu pour réaliser la quantification et
les ions moléculaires (m/z 92 pour le tolueéne et 102 pour I’éthylbenzene et les xylénes)
sont employés comme ions de confirmation.

La durée de la séparation chromatographie est inférieure a 10 minutes. Un
exemple de chromatogramme reconstitué en mode SIM est reporté sur la Figure 16.
Dans les conditions chromatographiques employées, la séparation du méta- et de 1’or-
tho-xyléne n’est pas réalisée. En fait, la séparation de ces deux composés est générale-
ment difficile a obtenir sans une augmentation importante de la durée du chromato-
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gramme dans la mesure ou, ces deux composés présentent des températures de vapori-
sation extrémement proches (412,3 = 0.3 K et 411,4 = 0.5 pour le m-xylene et le p-
xylene, respectivement). Il a éte préfére de privilégier la rapidité de la séparation (moins
de 10 minutes). De plus, une grande partie des études portant sur la quantification des
BTEX combinent généralement la concentration du m-xyléne et du p-xyléne.

Benzéne @

Ethylbenzéne n;

Meta/Para-Xyléne a

Ortho-Xyléne o |

Figure 16
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Chromatogrammes reconstitués en mode SIM d’un extrait de fumée de cigarette

Le Tableau 8 présente les résultats de I'é¢tude des solutions standards des BTEX
a des concentrations comprises entre 0,04 et 0,25 pg.cig™!. Les aires des pics chromato-
graphiques BTEX sont normalisées par rapport a 1'aire de n-décane (étalon interne). On
obtient pour la gamme ¢étudiée, une relation linéaire entre aire normalisée et concentra-

tion.

Tableau 8 Temps de rétention (TR), limite de détection (LOD), limite de quantification (LOQ)

et parametres de régression linéaire obtenus dans ’analyse de BTEX par GC/MS.

BTEX RT LOD LOQ Ion de quan- Régression linéaire R?

(min) (ng/cig) (ng/cig) tification
(m/z)

Benzéne 2,89 0,25 0,84 78 Y =7,615x — 0,007 0,996
Toluéne 4,22 0,21 0,69 91 Y = 8,249x + 0,068 0,995
Ethvlben- 1 535 0,06 0,20 91 Y =5217x—0,138 | 0,995
m/p-xyléne 5,46 0,19 0,64 91 Y=16,821x—0,499 | 0,994
o-xyléne 5,66 0,04 0,13 91 Y =5,441x—0,134 0,995
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Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont évaluées en con-
sidérant, respectivement, trois et dix fois 1'écart type du signal obtenu lorsque le CH>Cl
seul est injecté. La LOD et la LOQ sont exprimées en pg/cig en accord avec les diffé-
rentes étapes de préparation de 1'échantillon décrites dans le chapitre II. Les limites de
detection (LOD) et de quantification (LOQ) pour ces BTEX sont comprises entre 0,06
et 0,25 ng/cig et entre 0,19 et 0,83 pg/cig, respectivement pour le LOD et la LOQ. Dans
la mesure ou les valeurs reportées dans la littérature pour les BTEX présents dans les
MSS sont au moins d’un ordre de grandeur supérieur aux LOD, la limite de quantifica-
tion pour les différents BTEX est considérée suffisamment faible pour garantir, dans
cette étude, la détermination de leur concentration dans les MSS collectées apres leur
extraction.

Les quantités de BTEX dans la phase gazeuse des MSS d’une cigarette Frangaise
sont regroupées dans le Tableau 9.

Tableau 9 Concentration des BTEX dans la phase gazeuse des MSS de la cigarette Frangaise et
déviations relatives standards associées a 1’analyse par GC/MS (RSDgemce) et a ’en-
semble des étapes de fumage, de prélévement, de prétraitement et d’analyse (RSDror)
des MSS. La RSDgemvic est évaluée sur la base de I’examen de six replicats et la RSDo
en considérant huit réplicats.

BTEX Concentration (ug/cig) RSDcems (%) RSDrot (%)
Benzéne 14.91 £ 0.02 5 19
Toluéne 34.15 £ 0.06 3 21
Ethyl-benzéne 6.13£0.01 2 19
m/p-xyléne 3.27+0.01 2 16
o-xyléne 2.15+£0.01 4 18

Pour évaluer la répétabilité de la méthodologie employée, deux valeurs de dévia-
tion standard (RSD) sont calculées. La premiere, notée RSDgc/wms, correspond a la dé-
viation obtenue lorsque 1’analyse d’un méme extrait est reproduites six fois. La valeur
RSDrot est associée a la déviation standard obtenue lorsque huit procédures de fumage,
d’échantillonnage, de préparation d’échantillon et d’analyse GC/MS sont réalisées. Les
concentrations en BTEX obtenues dans cette étude sont comparables a celles qui sont
couramment décrites dans la littérature,’? notamment lorsque des MSS de cigarettes de
référence sont étudiées. Ainsi, pour les cigarettes de type 1RSF et 2R4F, les concentra-
tions en benzene et en toluene reportées dans la littérature sont comprises entre 11.2 et
41.4 ng/cig pour le premier et, entre 14.6 et 62.1 pg/cig pour le second. La concentration
de I’éthyl-benzene et des différents xylenes est généralement comprise entre 1.7 et 10
ng/cig. En conséquence, la teneur en BTEX de la phase gazeuse des MSS de cette ci-
garette commerciale Francaise est en parfaite adéquation avec les émissions observées
classiquement avec une concentration en éthyl-benzeéne et en xylénes d’un ordre de
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grandeur inférieur a la somme des concentrations de benzene et de toluéne. Cet aspect
valide une nouvelle fois ’emploi de la machine a fumée qui a été mise en place et sa
capacité a générer des échantillons de MSS comparables a ceux obtenus avec les ma-
chines a fumer automatiques.

D’un point de vue analytique, les valeurs de RSDgc/mvs et RSDrot varient entre 2
et 5 % et entre 16 et 21 %, respectivement. De plus fortes valeurs sont observées pour
le benzéne, le toluéne et 1’éthyl-benzeéne. Cela peut étre expliqué par des valeurs plus
faibles de température et d’enthalpie de vaporisation pour ces trois BTEX (Tableau 10).

Tableau 10  Température et enthalpie de vaporisation des six BTEX étudiés, d’apres la base de don-
nées NIST (webbook https://webbook.nist.gov/ [Oct 17 2018]).

BTEX Tyap (K) AvapHC (kJ/mol)
Benzéne 353,33+ 0.1 33,9+ 0.1
Toluéne 383,8+ 0.2 37+ 3

Ethyl-Benzéne 409,31+ 0.3 41+ 4
o-xyléne 417+ 2 42+ 5
m-xyléne 412,3+ 0.3 41+ 5
p-xyléne 411,44+ 0.5 42 + 4

La valeur RSDrq, au plus de 1’ordre de 20 %, est jugée suffisamment basse pour
considérer que la collection de la phase gazeuse est répétable. Ces conclusions confir-
ment celles précédemment obtenues par Schramm et al.® dans le cadre strict de I’analyse
du benzene et du toluene.

Une extrapolation concernant la répétabilité de la formation et de la collecte sur
les filtres de quartz des particules de MSS peut étre réalisée. Afin de la vérifier et de la
valider, la quantification de la nicotine contenue dans la phase particulaire des MSS a
été réalisée.

II1.1.2. Analyse quantitative de la nicotine dans la phase parti-
culaire des MSS par GC/MS/MS

L’analyse de la nicotine dans les extraits de particules de MSS est réalisée par
couplage de chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse en tan-
dem en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Par impact électronique, la molé-
cule de nicotine de formule CioH 14N> conduit a la formation de 1’ion [M — H]" par for-
mation d’un ammonium quaternaire sur le cycle pyrrolidinyl observé a m/z 161. L’ion
de quantification employé a m/z 159 correspond a I’élimination d’une molécule de di-
hydrogéne [M — H, — H]" et a I’extension du domaine de conjugaison a I’ensemble de
la molécule. L’ion de confirmation a m/z 119 est quant a lui associé a la perte de propéne

69



Etude des MSS de cigarette Francaise par LDI et ESI FT-ICR MS

par ouverture du cycle pyrrolidinyl. Le mécanisme de formation impliquant un impor-
tant réarrangement n’est pas encore totalement élucidé.

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont respectivement
¢gales a 0,004 et 0,013 mg/cig. La valeur moyenne obtenue est de 0,68+0,05 mg/cig
avec une valeur de RSD globale de I’ordre de 7,5 % pour un total de huit réplicats. La
valeur de RSD plus faible pour la nicotine est directement associée a une volatilité plus
faible de cette molécule si on la compare a celle des BTEX mais également a une plus
grande spécificité du mode de détection MRM. La concentration en nicotine trés voisine
de la valeur qui est reportée par le fabricant sur le paquet de cigarettes (0,7 mg/cig) et
la valeur faible de RSD conduisent a valider définitivement la procédure de fumage et
de collecte de la matiere particulaire dans le cadre de I’obtention d’échantillons répé-
tables et représentatifs de la matiére particulaire des MSS.

I11.2. Etude du courant principal de la fumée des cigarettes Fran-
caises par LDI et ESI FT-ICR MS

I11.2.1. Analyse en mode de détection positif

Les spectres de masse obtenus par analyse des particules de MSS de la cigarette
Francaise par (+) LDI FT-ICR MS a4 355 nm et (+) ESI FT-ICR MS sont regroupés sur
la Figure 17.
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Figure 17 Spectre de masse FT-ICR de la matiére particulaire des MSS de cigarette fran-

caise en mode de détection positif par LDI a 355 nm (haut) et ESI (bas). A droite,
agrandissement du spectre de masse LDI FT-ICR a m/z 248.
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En dépit de la capacité des paramétres instrumentaux employés a pouvoir ob-
serve des ions jusqu’a des valeurs m/z 700, aucun signal intense n’est détecté pour des
valeurs m/z supérieures a 350.

Lorsque I’analyse est réalisée en mode ESI-MS, il a été choisi d’¢jecter I’1on
protoné de la nicotine a m/z 163.123 qui présente une abondance trés importante. Une
fenétre d’¢jection de & 0.005 Da centrée sur le rapport m/z 163.123 a été retenue. Cette
¢jection n’affecte pas la détection des ions voisins dans la mesure ou 1’espéce possédant
le rapport m/z le plus proche (contribution en '*C de I’ion protoné de la nicotine) a une
différence de fréquence cyclotronique de ~ 5 000 Hz. La présence trés importante de
I’ion [C1oH14N2 + H]" sur le spectre ESI-MS, s’explique par la capacité qu’a la molécule
de nicotine a se protoner facilement au regard de sa basicité. Par ailleurs, la présence
d’une quantité d’1ons importante dans la cellule FT — ICR conduit aux développements
de phénoménes de charges d’espace qui perturbent notablement 1’observation des es-
peces de faible abondance. La procédure d’¢jection de cet ion ultra-majoritaire a été
préférée a la réduction globale de la population ionique dans la cellule FT-ICR par
adaptation des conditions de transfert et augmentation du nombre de spectres accumu-
1és. Cette seconde approche est en effet plus couteuse en temps de manipulation et né-
cessite une stabilité¢ de I’instrument sur une longue durée, condition qui n’est assurée
actuellement avec le spectrométre employé que pour des temps d’analyse n’excédant
pas la demi-heure. Finalement, I’intensité de I’ion observé a m/z 164,126 qui corres-
pond a la contribution 3C de I’ion [M+H]" de la nicotine est utilisée pour évaluer I’in-
tensité relative de I’ion mono-isotopique ['?>CioHi4N> + H]* dans la mesure ou il pos-
séde une intensité relative égal a 10,8% de ce dernier.

Les études par (+) LDI ont été menées avec une fluence laser proche du seuil de
désorption/ionization. Une augmentation de 1’énergie du faisceau laser conduit globa-
lement a une diminution du nombre de signaux détectés et a I’apparition d’especes CxHy
purement hydrocarbonés avec y =0, 2 ou 4. Ce type d’ions est produit par des processus
de recombinaison en phase gazeuse comme cela a ét¢ démontré récemment dans le
cadre de I’étude de matériaux issus de la biomasse par LDI.'*” 11 s’agit par ailleurs d’es-
peces mises en évidence de longue date dans I’étude par LDI-MS de matériaux orga-
niques et en particulier de polymeres.

Quelle que soit la méthode d’ionisation employée, I’ion protoné de la nicotine
est le plus intense. A I’exception de I’ion observé a m /z 212,842, qui est attribué¢ a
I’agrégat ionisé K3SO4", sur le spectre de masse (+) LDI, les signaux détectés sont re-
latifs a des composés de type CxHyN,Oy. Ils sont principalement associés a des espéces
cationiques et correspondent donc a des ions protonés des especes contenues dans les
MSS. Lorsque I’analyse est réalisée en employant la LDI, une partie des espéces est
¢galement observée sous la forme de radicaux cations. Ces signaux sont généralement
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de faible intensité comme cela peut étre constaté sur 1’agrandissement du spectre (+)
LDI MS donné sur la Figure 17. Ce comportement spécifique de I’ionisation par dé-
sorption laser est en accord avec les processus impliqués en LDI. En effet, 1’ionisation
d’un composé par LDI peut étre relatif a des processus de photoionisation ou d’attache-
ment de proton en accord respectivement, avec son énergie d’ionisation ou son affinité
protonique.

De maniére générale, les ions observés sur le spectre de masse se rassemblent en
groupe d’ions séparés par des incréments de masse qui correspondent a des atomes de
carbone (12,000 Da) ou a des motifs CH (13,009 Da) ou CH; (14,017 Da). Dans le
domaine des faibles rapports m/z (en dessous de m/z 220), les contributions principales
aux spectres de masse ESI et LDI sont globalement identiques. Les ions a m/z
163,123/164,126 associés a I’ion protoné de la nicotine [CioH1i4N2> + H]", 183,092
[Ci12H10N2 + H]" ou m/z 197,107 [C13H12N2 + H]" sont conjointement détectés dans les
deux modes d’ionisation employés. Dans le domaine des plus grands rapports m/z, les
signaux obtenus par ESI sont relatifs a des espéces possédant un plus grand défaut de
masse (différence entre la valeur m/z de I’ion et sa masse nominale) que ce qui est
obtenu par LDI. Ce comportement est typique de composé€s plus faiblement insaturés.
La carte de Kendrick reportant le défaut de masse de Kendrick (KMD) en fonction de
la masse nominale des ions observés par (+) LDI et (+) ESI sur la Figure 18 confirme
cette observation. Les valeurs ¢levées de KMD caractéristiques de composés insaturés
sont principalement associées aux ions observés en LDI.
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Figure 18 Carte de Kendrick associée aux spectres de masse des MSS de la cigarette Fran-

caise obtenus par ESI et LDL
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La précision sur la mesure du rapport m/z des ions observés dans les conditions
d’analyse employées est pour la plus grande part des ions détectés inférieur au ppm. Les
erreurs sont également réparties entre valeurs positives et négatives comme cela est in-
diqué sur la Figure 19 pour le spectre (+) LDI. Ces indicateurs sont révélateurs de la
qualité de I’attribution et de la calibration réalisée. On peut les considérer comme les
cartes de contrdle de la procédure d’attribution.
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Figure 19 Distribution des erreurs obtenues dans le cadre de I’attribution des ions observés

sur le spectre de masse LDI des MSS de la cigarette Frangaise.

Globalement, plus de 280 pics sont observés sur le spectre de masse (+) LDI-
MS et prés de 470 en (+) ESI-MS. Par ailleurs, la nature des composés des MSS mis
en évidence par ces deux modes d’ionisation est €également significativement différente.
Pour s’en convaincre, la distribution relative des ions en fonction de la nature et du
nombre d’hétéroatome(s) azote et/ou oxygeéne est un bon indicateur comme cela est
reporté sur la Figure 20. L’analyse LDI-MS conduit principalement a 1’observation
d’especes ne contenant pas d’atomes d’oxygene mais, elles incluent systématiquement
de un a trois atomes d’azote. En effet, seules les especes NO et N>O sont présentes sur
le spectre de masse LDI. Leur abondance cumulée ne représente que 15 % du courant
ionique total (TIC). A I'inverse, les composés détectés par (+) ESI-MS appartiennent a
un nombre de classes de composés plus important et peuvent contenir jusqu’a quatre
atomes d’oxygene. L ensemble des especes N.Ow constitue pres de 50 % des espéces
détectés en ESI-MS. Au-dela de cette différence, I’analyse (+) LDI-MS assure I’obser-
vation d’especes présentant un nombre d’insaturations plus élevé. Déja mis en évidence
au travers de I’examen des défauts de masse, il est possible d’obtenir un indicateur plus
précis en considérant la valeur de DBE (équivalent double liaison) pondérée. Ainsi, le
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diagramme de Venn de la Figure 20 présente les valeurs de DBE pondérées par 1’inten-

sité relative des especes observées. La valeur de DBE pondérée notée DBE est calculée
a I’aide de la formule suivante :

= _ ZiDBE; x
2ili

avec DBE;, la DBE du i®™ ion, dont I’abondance est I; et };; I; la valeur du TIC (cou-
rant ionique total).

La valeur de DBE des especes observées par LDI-MS est significativement su-
périeure a celle des especes détectées par ESI-MS. Cela est particulierement vrai pour

les especes qui sont spécifiques. En effet, la DBE des espéces uniquement observées par
ESI-MS est égale a moins de la moitié des especes spécifiques obtenues en LDI-MS.
Cela est ¢galement vrai lorsque ce sont les 141 especes communes qui sont examinées

(DBEgs; = 9,0 et DBE; p; = 10,7). Ainsi, les espéces communes présentant les valeurs
de DBE les plus importantes sont les plus intensément détectées par LDI-MS.
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Figure 20 Distribution en classe de composés des especes CxHyNi3004 détectées par (+)

LDI (rouge) and (+) ESI (bleu) FT-ICR MS au cours de 1’analyse des MSS de
cigarette Francaise. Les barres d’erreur sont relatives a la variance observée pour
deux réplicats. A droite, diagramme de Venn associ¢ a ces deux séries de mesures
indiquant les valeurs de DBE pondérées. Pour les espéces communes, les valeurs
de DBE pondérées obtenues dans les deux modes d’ionisation sont reportées. En
(+) ESI, pour la classe N> la contribution de 1’ion mono-isotopique de 1’espéce
protonée de la nicotine a été évaluée sur la base de sa distribution isotopique

théorique et de I’intensité du signal associé a la contribution en “C a m/z
164.126.

Le comportement mis en évidence peut aisément tre expliqué sur la base des
processus impliqués dans chacun des modes d’ionisation employés. En LDI-MS, les
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constituants des MSS qui présentent une forte absorption a 355 nm sont plus facilement
désorbés et 1onisés que les autres constituants des MSS. Lorsque 1’ionisation ESI est
employée, la force motrice qui gouverne les processus d’ionisation est la basicité des
espéces et leur propension a fixer un proton. Sans étre totalement antagonistes, ces deux
propriétés ne sont rencontrées simultanément que pour un nombre limité de composeés
des MSS. Les especes qui absorbent a la longueur d’onde de 355 nm doivent posséder
un systéme m-conjugué étendu, comme par exemple les composés poly-aromatiques.
L’absorbance dans le domaine des UV—A est par ailleurs renforcée par la présence d’hé-
téro-atomes dans le systéme n-conjugué. En conséquence, les constituants des MSS hé-
téro-aromatiques qui présentent une forte valeur de DBE et un, deux voire trois atomes
d’azote, sont en mesure d’étre efficacement ionisés par LDI-MS. Une partie de ces
especes est faiblement ou peu ionisé par ESI-MS. Le fait par exemple que le doublet
non-liant de I’azote soit impliqué dans le systéme aromatique des dérivés pyrrolidinyl
limite leurs capacités a capter un proton. A I’inverse, les constituants des MSS qui por-
tent un groupe pyridine peuvent étre aisément protonés et présenter une forte absorption
a 355 nm. Ils sont donc plus susceptibles d’appartenir a la classe des especes conjoin-
tement détectées par LDI-MS et ESI-MS.

Les constituants des MSS détectés par ESI-MS doivent posséder une forte basi-
cité. Il est a noter que cette technique d’ionisation est fortement associée a des phéno-
menes de suppression de signal et que seules, les espéces possédant les valeurs de basi-
cité les plus importantes, constituent 1’essentiel de la population des ions observés sur
le spectre de masse. Ces concepts étant posés, il est évident que seules les espéces pos-
sédant un ou des hétéroatomes (azote ou oxygene) présentant un doublet non-liant dis-
ponible dans leur structure peuvent étre efficacement ionisées. C’est le cas des compo-
sés possédant un groupement pyridine, comme cela a été évoqué plus haut, mais aussi
de ceux présentant un groupement pyrrolidinyl comme la nicotine, une fonction carbo-
nyle, acide carboxylique ou encore une chaine aliphatique aminée. Ces dernicres es-
peces présentent une valeur de DBE plus faible et un nombre pouvant étre important
d’atomes d’oxygéne et/ou d’azote. Par ailleurs, pour ces especes possédant un ou plu-
sieurs hétéroatomes, la limitation des domaines m-conjugués est en mesure d’accroitre
leur polarité et donc leur capacité a €tre protonés lorsque 1’analyse est conduite par ESI—
MS.

Cette explication permet de rationaliser le comportement des espéces CxHyN, ™)
observées par LDI-MS et ESI-MS lorsqu’elles sont repérées, comme cela a été fait sur
la Figure 21, en fonction du nombre d’atomes de carbone noté #C d’une part et, de la
valeur de leur DBE d’autre part. Les composés détectés par LDI-MS possedent ainsi
un rapport #C/DBE qui est proche de 1,5 et qui est révélateur de structures polyconden-
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sées alors que les especes observées par 1’analyse ESI-MS des MSS montrent des va-
leurs #C/DBE plus importantes. Les fortes valeurs de ce rapport sont associées a des
composés des MSS présentant de longues chaines aliphatiques voire des cycles non-
aromatiques. Les composés détectés par ESI-MS présentant les valeurs #C/DBE les
plus faibles comportent en toute vraisemblance dans leur structure au moins un noyau

pyridine.
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Figure 21 Valeur de la DBE des ions CxHyN,"® communs (vert) et spécifiques (rouge et
bleu) observés dans 1’étude des MSS de cigarette Francaise par (+) ESI (bleu et
vert) et (+) LDI (vert et rouge) FT-ICR MS en fonction du nombre d’atomes de
carbone.

En conséquence, pour un nombre de carbone donné, les espéces spécifiquement
détectées par ESI-MS présentent systématiquement une valeur de DBE inférieure a
celles obtenues par LDI-MS. Cette observation réalisée pour la famille N> est également
valable pour I’ensemble des espéces CxHyN,Ow ) et mérite d’étre plus spécifiquement
examinée lorsque I’on considére I’ensemble des espéces présentant le méme nombre
d’atomes de carbone et la méme valeur de DBE mais des nombres variables d’hétéroa-
tomes. Le Tableau 11 recense les neuf ions CxHyN, Oy ") observés qui possédent 15
atomes de carbone et une valeur de DBE de 10 et qui sont observés sur 1’un, I’autre ou
les deux spectres de masse des MSS des cigarettes Francaises en mode LDI ou EST FT—
ICR. Afin d’affiner I’analyse, 1’intensité des signaux observés pour chacune des condi-
tions d’analyse est reportée en unité arbitraire. Seuls cinq signaux sont conjointement
observés sur les deux spectres de masse. Ils présentent néanmoins des intensités tres
variables.

Les ions spécifiques de 1’analyse LDI-MS sont systématiquement des radicaux
cations qui ne peuvent étre dans des conditions classiques formées par ESI. Les espéces
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spécifiques au spectre de masse ESI appartiennent quant a eux aux familles NO> et N3O
qui ne sont pas observées en LDI-MS (Figure 20). Les signaux observés sur les deux
spectres de masse peuvent apporter si I’on y associe la comparaison de leur abondance
des éléments portant sur leur structure. L’ion [CisHi4N2+ H]" est intensément détecté a
I’aide des deux modes d’ionisation employés. Le compose (ou les composés) CisH14N>
présente(nt) donc a la fois une forte absorbance a 355 nm pour permettre la désorption
lorsque 1’analyse est conduite par LDI et une importante basicité pour en assurer la
protonation en LDI et ESI. Il est ainsi raisonnable de penser qu’une structure conjuguce
ou polycondensée autour d’un noyau pyridine soit présente dans la structure. A 1’in-
verse, les espéces [CisHi3N + H]" et [CisHi3NO + H]* sont plus intensément détectées
par LDI-MS que par ESI-MS. Il est donc probable que leur structure contienne un
groupement pyrrolidinyl conjugué qui ne peut étre facilement protoné en ESI mais qui
subit de maniere efficace le processus de désorption/ionisation au regard de son absorp-
tion a 355 nm. L’ étape d’1onisation correspondant a la protonation est gouvernée par
I’affinité protonique de ces espéces en phase gazeuse. Le dernier cas a examiner est
celui des ions [CisHisN3+ H]" et [CisH14N2O + H]" qui possédent une intensité plus
importante en ESI-MS. En dépit d’un nombre important d’insaturations, leur structure
ne doit pas présenter de systeéme m-conjugué étendu mais doit plus surement étre asso-
ciée a plusieurs noyaux aromatiques reliés les uns aux autres par des chaines saturées
pouvant inclure des hétéroatomes. Les systémes 7 se trouvent donc isoler les uns des
autres comme le sont les iles d’un archipel par des bras de mer. En conséquence, 1’ab-
sorption de ce type de composé est faible a 355 nm et 1’efficacité de leur désorption
limitée. Au contraire, la présence d’hétéroatomes sur des chaines hydrocarbonées satu-
rées est en accord avec une polarité significative de la molécule et une facilité a se
protoner.

Tableau 11  Nature et abondance des ions CisHyN;.300.4"") qui présente une valeur de DBE de 10
observés spécifiquement ou de maniére conjointe sur les spectres de masse (+) ESI et
(+) LDI FT-ICR MS des MSS de cigarette Frangaise. Les valeurs d’abondance sont
données en unités arbitraires (u.a).

Ion m/z ESI-MS (u.a) LDI-MS (u.a)
CisHisN™ 207.104 - 1.5
[CisHisN + H]" 208.112 8.0 41.9
CisHiaN™ 222.115 - 1.2
[CisHisN2+ H]* 223.123 29.2 53.4
[CisHi3NO + H]* 224.107 2.8 14.7
[CisHisNs+ H]* 238.134 34.0 4.9
[CisH14aN2O + H]" 239.118 94.0 16.7
[C15H13N02+ H]+ 240.102 4.1 —
[CisHisN;O + H]" 254.129 6.2 —
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Si ces explications semblent raisonnables, il ne faut néanmoins pas perdre a I’es-
prit qu’un signal obtenu sur un spectre de masse peut étre associé a différents isomeres
dont les structures peuvent différer de manicre tres significative. En conséquence, les
comportements observés peuvent €également tre attribués a des isomeéres différents plus
efficacement ionisés par I’une ou I’autre des méthodes d’ionisation employées. Il n’en
demeure pas moins que les concepts décrits dans le paragraphe précédent demeurent.

Finalement, il est bon de retenir que les especes observées par LDI-MS nécessi-
tent de présenter une absorbance importante a 355 nm et une forte affinité protonique
en phase gazeuse (ces compose€s ne sont pas forcément des bases en phase condensée)
lorsqu’elles sont observées sous la forme d’ions [M + H]" ou une faible énergie d’ioni-
sation pour étre photoionisé et détecté sous la forme de radicaux cations M. En ESI-
MS, D’efficacité de 1’étape d’ionisation est gouvernée par la basicité¢ en solution et la
capacité de la molécule a étre engagée dans une réaction acide/base de Lewis avec H.

I11.2.2. Analyse en mode de détection négatif

La Figure 22 présente les spectres de masse de la maticre particulaire des MSS
de cigarette Francaise obtenus en mode de détection négatif par LDI et ESI FT-ICR
MS.

Afin de pouvoir mieux mettre en relation les signaux observés dans les deux
modes d’ionisation et dans les deux polarités, il a été choisi également de reproduire sur
cette figure les spectres de masse obtenus en mode de détection positif afin d’observer
de maniere globale I’ensemble des jeux de données.

En analyse (—) ESI et (—) LDI, I’essentiel des especes observées correspond a une
forme déprotonée des composeés des MSS d’une cigarette Frangaise. A I’exception de
quelques radicaux anions M—e détectés en LDI-MS, les ions associés aux spectres de
masse pour les deux modes d’ionisation sont en effet des ions [M — H]-. Le nombre de
formules uniques obtenues en mode de détection négatif est significativement plus élevé
(~1 400) que ce qui a été observé en ions positifs ou seuls ~620 signaux différents ont
pu étre mis en évidence. Cela est principalement associé a une augmentation considé-
rable du nombre des especes présentes sur le spectre de masse LDI lorsque 1’on passe
du mode de détection positif au mode de détection négatif avec un quintuplement du
nombre de signaux détectés. Ce type d’évolution n’est pas rencontré en ionisation ESI.
On peut pour s’en convaincre examiner les quatre spectres de masse de la Figure 22 ou
encore regarder les diagrammes de Venn de la Figure 20 et de la Figure 23 qui regrou-
pent les especes observées en ESI et LDI, respectivement en mode de détection positif
et négatif.
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Figure 22 Spectres de masse FT-ICR de la matiére particulaire des MSS de cigarette fran-
caise en modes de détection positif (haut) et négatif (bas) par LDI a 355 nm et
ESIL
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La distribution des ions observés a m/z 257 en fonction du mode d’ionisation
(ESI ou LDI) et du mode de détection (+ ou —) est une nouvelle preuve de ce compor-
tement comme le reporte le Tableau 12. Ainsi, le nombre de signaux observés par (+)
ESI et (—) ESI est sensiblement identique. Il est bon de remarquer que les signaux ob-
serves en (—) ESI sont généralement de faible intensité pour I’essentiel des ions détectés.
Une compétition a I’ionisation encore plus importante que ce qui a déja été¢ évoqué en
(+) ESI alieu en mode de détection négatif. A 1’inverse, 1’ionisation par désorption laser
alors qu’elle ne conduisait qu’a peu de contributions différentes par masse nominale en
mode positif voit une augmentation importante d’ions pour chaque masse nominale. A
la différence de I’ionisation ESI, il n’existe pas plus d’un ordre de grandeur de diffé-
rence entre chacune des contributions observées en (—) LDI.

Tableau 12 Nature et abondance des ions CxH,N,O,,"~ observés a la masse nominale m/z 257 sur
les spectres de masse ESI et LDI FT-ICR MS des MSS de cigarette Francaise en mode
de détection positif et négatif. Les valeurs de DBE sont relatives a I’espéce neutre.

m/z mesuré DBE Abondance m/z calculé Erreur
(%) (ppm)

(1) LDI | [CisHN2 +H] 257,107203 14 23,95 257,107325| 0,47
[CisHi2N2 + H]" 257,107343 14 0,10 257,107325| -0,07

() ESI [CisHi6N2O> + H]F | 257,128483 9 7,09 257,128454| -0,11
[Ci6H20N20 + H]* 257,164892 8 12,99 257,164830| -0,20

[Ci17H24N2 + H]" 257,200997 7 3,13 257,201225| 0,89

[C1aH100s5 — H] 257,045498 10 16,86 257,045547| 0,19
[CisH1oN2Os—H] | 257,056774 10 3,50 257,056780| 0,02
[Ci17H10N20 — H]™ 257,071978 14 20,56 257,072037| 0,23

) LDI | [CisH1404—H] 257,081899 9 13,94 257,081932| 0,13
[CisH1oNs — H] 257,083212 14 2,58 257,083270| 0,22
[Ci4sH1sN2Os —H] | 257,093144 9 7,36 257,093166| 0,09

[CisH1sN2 — H] 257,108431 13 2,57 257,108422 | -0,03

[C1iH1407 — H] 257,066605 5 8,05 257,066676 | 0,28

[CisH1404 — H] 257,081900 9 0,26 257,081932| 0,12
[CiaH1sN2Os —H]™ | 257,093164 9 0,14 257,093166| 0,01

) ESI [Ci6H1505 — H] 257,118343 8 0,2 257,118318| -0,10
[CisHi1sN2O2 —H]™ | 257,129597 8 0,16 257,129551| -0,18

[Ci7H202 — H] 257,154810 7 0,05 257,154703 | -0,42

[Ci14H2604 — H] 257,175794 2 0,41 257,175833| 0,15

[CisH3003 — H] 257,212247 1 1,25 257,212218| -0,11
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Figure 23 Distribution en classe de composés des especes CxHyNo.300.4 détectées par (—)

LDI (rouge) et (—) ESI (bleu) FT-ICR MS au cours de 1’analyse des MSS de
cigarette Francaise. Les barres d’erreur sont relatives a la variance observée pour
deux réplicats. A droite, diagramme de Venn associ¢ a ces deux séries de mesures
indiquant les valeurs de DBE pondérées. Pour les espéces communes, les valeurs
de DBE pondérées obtenues dans les deux modes d’ionisation sont reportées.

Deux classes d’ions sont observées sur les spectres d’ions négatifs en mode LDI
et ESI (Figure 23). La premicre est associée a des especes de type CxHyN,Ow qui con-
tiennent des atomes d’azote et jusqu’a quatre ou cinq atomes oxygeéne. La seconde est
révélatrice d’especes ne contenant que de 1’oxygene comme hétéroatome. Elles obéis-
sent a la formule générale CxHyOy. Si des espéces hydrocarbonées combinant des
atomes d’azote et d’oxygene ont pu étre mises en €vidence en mode de détection positif
comme le montre la Figure 20, les especes azotées sont ici beaucoup plus oxygénées.
Cela est particulierement vrai sur les spectres ESI ou seules les espéces contenant de un
a cinq atomes d’oxygene pour un nombre de un a trois atomes d’azote sont réellement
observés avec une intensité significative.

Les especes CxHyOw sont associées au processus de combustion/pyrolyse de la
partie ligno-cellulosique qui représente pres de 25 % du tabac. Elles ont été mises en
¢vidence dans les produits de la pyrolyse de la biomasse ligno-cellulosique et notam-
ment dans les biohuiles issus de la pyrolyse du bois de chéne et du Miscanthus par
Hertzog et al.'*” Quelle que soit la technique d’ionisation employée, I’observation des
ions CxHyOy~ et CxHyN, Oy~ est favorisée par la présence de groupements hydroxyls
relatifs a des fonctions acides carboxyliques ou a des phénols dont la déprotonatation
est favorisée par 1’établissement de phénomenes de résonance du carboxylate ou de
I’énolate s’il se conjugue avec un systéme aromatique ou polyaromatique. Ce dernier
aspect constitue une explication raisonnable de 1’augmentation significative du nombre
de signaux sur les spectres (—) LDI. En effet, la présence dans un certain nombre de
composés des MSS d’un domaine mt-conjugué étendu garant d’une efficacité importante
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de I’absorption de photons a 355 nm substitués par au moins une fonction oxygénée a
hydrogene labile (phenol ou dérivé d’acide benzoique) est en faveur de 1’observation
d’espéces déprotonées en (—) LDI-MS. Cette conclusion est supportée par la valeur de
DBE pondérée reporté sur la Figure 23 pour les composés spécifiquement observés a
I’aide de ce mode d’ionisation qui est de I’ordre de 13,3.

La valeur de DBE des ions observés sur le spectre de masse (—) ESI est beaucoup
plus faible. Egale a 3,4 pour les composés spécifiques, elle est de 5,7 pour les especes
observées a 1’aide des deux modes d’ionisation. Les composés associés a ces ions sont
donc beaucoup plus saturés et 1’on peut considérer qu’ils ne sont pas aromatiques ou
qu’ils ne contiennent dans leur structure qu’un groupement de type phényle ou pyridine
substitué par des fonctions hydroxyles ou acide carboxyliques. Ces mémes fonctions
peuvent également étre des substituants de chaines hydrocarbonées ou de cycles non
aromatiques.

I11.2.3. Combinaison des analyses LDI-MS et ESI-MS pour
I’analyse des MSS de fumée de cigarette

Afin d’évaluer plus encore la complémentarité des différents modes de détection
et d’ionisation dans le cadre de cette étude, un diagramme de Venn global a été dessiné,
il est reporté sur la Figure 24. Au total, plus de 1 800 ions différents sont observés alors
qu’au mieux, I’emploi d’une méthode d’ionisation associée a un mode de détection ne
permet que d’en observer tout au plus 1121. Il est donc particulierement important, de
combiner les modes d’ionisation LDI et ESI et les modes de détection positif et négatif
afin d’accroitre 1’exhaustivité de la description des composés qui constituent la phase
particulaire des MSS de la fumée de cigarette. Au-dela d’une augmentation du nombre
d’espéces détectées, cette combinaison assure 1’obtention d’information sur des molé-
cules présentant des fonctions chimiques différentes qui conduisent & des propriétés
chimiques (basicité par exemple) ou physico-chimiques (absorption dans le domaine
UV) qui leur permettent d’étre plus ou moins efficacement ionisées en LDI et/ou ESI.

Le diagramme de Venn de la Figure 24 est a ce titre particulierement pertinent.
Il démontre en effet que le taux de redondance de I’information est, en premiere analyse,
relativement faible. Il n’est par ailleurs pas certain que les signaux observés conjointe-
ment par deux ou trois des méthodologies employées dans cette étude, ne soient associés
au méme composé chimique.
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Figure 24 Diagramme de Venn des espéces observées au cours des analyses (+) LDI FT—
ICR & 355 nm, (+) ESI FT-ICR, (-) LDI FT— ICR 4 355 nm et (-) ESI FT-ICR
MS de la phase particulaire des MSS de cigarette Francaise.

Conclusion

L’¢tude de la maticre particulaire des MSS d’un type de cigarette commerciale
en mode de détection positif et négatif en employant les modes d’ionisation ESI et LDI
a permis de mettre en évidence une grande diversité de compositions chimiques puisque
plus de 1 800 signaux différents ont pu étre observés. Dans la mesure ou les approches
non-ciblées employant 1’analyse FT-ICR MS ne sont pas en mesure de mettre en évi-
dence ni de distinguer les isomeres, il est raisonnable de penser qu’un nombre bien plus
important de composés chimiques ont pu étre mis en évidence. Seules des investigations
plus poussées engageant d’autres moyens analytiques seront en mesure de pouvoir lever
ces questionnements. Par exemple, I’application de la mobilité ionique qui dans de nom-
breux cas permet la distinction d’isomeres sur la base de différence de section efficace
de collision des ions produits dans la source d’ionisation ou encore la 2D FTMS qui
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permet I’analyse MS/MS simultanée des constituants d’un mélange pourrait étre avan-
tageusement utilisées dans ce cadre. Ce chapitre a cependant pu mettre en exergue 1’ex-
tréme complexité et la diversité moléculaire des especes associées aux MSS en terme
de composés hétéro-aromatiques ou d’especes hydrocarbonées comportant des hétéroa-
tomes azote et/ou oxygene. Il ne s’agit que d’une fraction des composés présents dans
les MSS, les composés purement hydrocarbonés trop peu polaires ou n’absorbant que
trés peu le rayonnement & 355 nm n’ont pu étre mis en évidence. Une approche com-
plémentaire pourrait €tre ’utilisation de la photo-ionisation a pression atmosphérique
(APPI) beaucoup plus sensible aux composés apolaires ou peu polaires que les tech-
niques d’ionisation ESI ou LDI.

Il apparait néanmoins que les informations obtenues en combinant les résultats
des différentes méthodologies appliquées dans ce chapitre peuvent étre considérées
comme les véritables cartes d’identit¢ des MSS produites lors du fumage d’un type
donné¢ de cigarette. Le chapitre suivant va appliquer ces approches a 1’analyse de MSS
de cigarettes vendues par un méme fabricant mais présentant des différences au niveau
de la morphologie du filtre, de la présence d’agents de saveur ou encore du pays ou elles
sont commercialisées.
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Influence de la morphologie, de I’origine et de la présence d’agents de sa-
veur sur la composition des aérosols des MSS

Introduction

Le chapitre précédent a permis de démontrer la forte diversité des molécules pre-
sentes dans la phase particulaire des fumées en combinant deux modes d’ionisation et
deux modes de détection. Ce chapitre verra I’application de tout ou partie de la métho-
dologie développée pour comparer la nature des MSS produites lors du fumage de ci-
garettes de méme marque commercialisée dans différents pays ou présentant des diffé-
rences significatives. A ce titre, I’influence de la nature du filtre de type classique ou de
type O-ring sur la nature et la distribution des especes sera ¢tudié¢e. Ce chapitre traitera
¢galement de ’influence de la présence d’agents de saveur sur la distribution des com-
posés présents dans les aérosols de MSS. Deux agents de saveur seront évalués. Le
premier est le menthol qui est un composé fortement volatil et le second est le clou de
girofle dont la poudre est intimement mélangée avec le tabac dans les cigarettes de type
Kretek.

Dans un premier temps, I’influence de la nature de la cigarette sur la distribution
des BTEX sera examinée en employant la méthode GC/MS développée. 11 a été choisi
de ne pas déterminer la concentration en nicotine dans la mesure ou celle-ci est donnée
systématiquement sur les paquets de cigarettes et qu’elle n’apparait pas €tre un critere
discriminant. Par ailleurs, la détermination de sa concentration et de la variance de la
mesure au chapitre précédent a été employée pour valider notre méthodologie de fu-
mage et d’échantillonnage plutot que pour des fins purement analytiques.

Dans la mesure ou la désorption/ionisation laser conduit lorsque 1’on combine
les signaux observés en mode de détection positif et négatif aux plus grands nombres
de composés observés, 1’analyse non-ciblée de la matiére particulaire des MSS sera
menée par LDI-MS. Dans certains cas, les résultats concernant les analyses réalisées
par ESI-MS seront également présentés. Cette partie débutera par I’¢tude de ’influence
de la nature du filtre. La comparaison des MSS issus de cigarettes commercialisées dans
différents pays sera ensuite réalisée pour les deux groupes de cigarettes dotées soit d’un
filtre normal soit d’un filtre de type O-ring. Ce chapitre sera ensuite dédi¢ a I’examen
de I’influence des deux agents de saveurs.

IV.1. Analyse des BTEX

Le Tableau 13 regroupe I’ensemble des analyses réalisées dans le cadre de
I’¢tude de la phase gazeuse des MSS portant sur la détermination des concentrations de
benzene, toluéne, éthyl-benzeéne et xyleénes. Ces études n’ont malheureusement pu étre
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menées sur les MSS des cigarettes de type O-ring Frangaises ni sur les cigarettes men-
tholées dans la mesure ou une contamination importante du systeme d’injection du sys-
téme chromatographique en toluéne notamment, a ét¢ mise en évidence.

De manicre globale, le toluene est systématiquement le BTEX le plus abondant,
il présente des concentrations de 1I’ordre de 32 a 36 pg/cig. Une exception est néanmoins
relative a la cigarette Italienne pour laquelle la concentration en toluéne est deux fois
plus faible que celle observée pour les autres cigarettes. La nature O-ring du filtre n’est
pas a méme de rendre compte de ce comportement atypique. La cigarette Qatarie éga-
lement dotée d’un filtre O-ring conduit en effet a des concentrations en toluéne compa-
rable a celle obtenue dans la phase gazeuse des MSS des autres cigarettes.

Tableau 13  Concentration des BTEX en pg/cig dans la phase gazeuse des MSS des différentes ci-
garettes étudiées.

Benzéne Toluéne Ethyl-benzéne  m/p-xyléne o-xyléne

Francaise 14,910+ 0,023 34,150+ 0,058 6,130+ 0,010 3,270+0,004 2,150+ 0,003
Egyptienne 12,940 £ 0,060 35,600+ 0,122 15,620+0,065 1,680+0,010 1,080+ 0,004
Indonésienne 9,085+ 0,041 36,094+0,148 4,091+0,026 2,566+0,011 1,436+ 0,004

zg';‘l’l‘l‘;‘)e 8,880+ 0,021 18,860+ 0,046 3,560+ 0,007 2,150+0,003 1,350+ 0,001
Qatarie

(O-ring) 10,151 0,038 32,437+0,125  3,309+0,021 2,242+0,009 1,350 + 0,004
E‘i‘;‘l‘zs‘e““e 5812+0,024 34,824+0,158 2,079+0,006 1456+0,003 0,936+0,001

La concentration des autres BTEX apparait plus sensible a la modification de la
nature de la cigarette étudiée. Les cigarettes disposant d’un filtre normal (Frangaise,
Egyptienne et Indonésienne) présentent les concentrations en benzene les plus impor-
tantes et la cigarette Kretek la plus faible. Dans la mesure ou la composition de la ciga-
rette Kretek comporte jusqu’a 30% en masse de composés qui ne sont pas associés au
tabac, il est raisonnable de penser que seule la combustion/pyrolyse du tabac est a 1’ori-
gine de la production du benzéne. La concentration en éthyl-benzeéne et en xylénes des
MSS des cigarettes Kretek est également sensiblement inférieure a ce qui est observé
pour les autres cigarettes. Une part significative de ces quatre BTEX est donc, comme
le benzeéne, uniquement issue de la combustion/pyrolyse du tabac. A contrario, le to-
luéne dont la concentration n’est pas sensiblement altérée par la présence de la poudre
de clous de girofle et de ces dérivés, peut-Etre semble-t-il également produit par com-
bustion pyrolyse de ces produits. La production plus faible de BTEX par fumage de la
cigarette Indonésienne peut étre relié a la nature différente de ’assemblage du tabac
dans ces cigarettes. Adams et al. ont en effet démontré une grande variabilité de la pro-
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duction de butadiéne, acétaldéhyde, NO et NH3 en fonction de la variété de tabac (Vir-
ginia, Oriental, Burley, et Maryland).!*® Dans la mesure ou le tabac des cigarettes Indo-
nésiennes de type normal ou Kretek est en toute vraisemblance identique, cette expli-
cation peut également permettre de rendre compte, si I’on compare la concentration en
BTEX pour les cigarettes a filtre normal, de la plus faible concentration en benzeéne et
¢thyl-benzéne observée par rapport a ce qui est obtenu pour la cigarette Francaise et
Egyptienne. Pour ce dernier type de cigarette, une spécificité importante est la quantité
d’¢thyl-benzene qui est pres de deux a cinq fois supérieure a ce qui est communément
rencontré pour les autres types de cigarettes. Peu de modifications sont a noter si I’on
considere le comportement des autres cigarettes dans la production de benzéne et de
toluéne, a I’inverse la quantité de xylénes apparait sensiblement plus faible. Dans la
mesure ou la composition de la cigarette égyptienne est plus riche en tabac oriental
(principal type de tabac cultivé au Moyen-Orient), les conditions de culture dans des
milieux généralement pauvres en nutriments et ou 1’ensoleillement est important con-
duisent a une plus forte concentration de composés aromatiques dans les feuilles.'* De
manicre ultime, ces especes ainsi que les produits de combustion et de pyrolyse de ces
especes se retrouvent dans la phase gazeuse des MSS.

A DP’exception de rares modifications comme la forte présente d’éthyl-benzéne
dans les MSS de cigarettes Egyptiennes, la relative faible quantité de tolueéne pour les
MSS de cigarettes O-ring Italienne ou encore les quantités faibles de BTEX hors toluéne
dans les MSS de cigarette Kretek, les différences de concentration observées des diffé-
rents BTEX pour les cigarettes étudiées sont subtiles et ne permettent pas réellement de
dégager des tendances nettes en fonction de la morphologie du filtre ou de 1’origine des
cigarettes étudiées.

IV.2. Analyse de la phase particulaire des MSS a I’aide d’une ap-
proche non-ciblée associant la spectrométrie de masse de
type FT-ICR MS

IV.2.1. Introduction

De part la plus forte diversité moléculaire de la fraction particulaire des MSS,
déja été observée dans 1’étude des cigarettes Frangaises, un examen des particules de
MSS des différentes cigarettes pourrait permettre la mise en évidence de comporte-
ments différents plus tranchés que ce qui a été observé dans la section consacrée a
I’¢tude des BTEX.
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Avant de décrire de maniere aussi exhaustive que possible le comportement de
chaque cigarette, il convient de faire un bilan des signaux observés tant en mode de
détection positif que négatif par LDI-MS. La Figure 25 reporte ainsi le nombre de pics
détectés pour les huit types de cigarette a 1’étude.

300
200
100
0

@ o o o o o o X

i) = = £ £ £ £ 2

8 & - - i [

e 2 2 6 o o o ¥

© g w0 o ) o ° [

(T o S 2 c = c

o H c ® s c

w3 S 8 3 cE o

= s £ © = 9

w o 5

1250 2 B

o £

&
1000 i
750
500
250
0
Figure 25 Nombre de signaux observés en mode de détection positif (haut) et négatif (bas)

possédant un rapport signal/bruit supérieur a 4,5 lors de 1’analyse de la phase
particulaire des huit cigarettes par LDI-MS.

De 200 a 300 signaux sont observés par (+) LDI-MS pour les huit types de ci-
garette. Le nombre de pics obtenus sur le spectre de masse en mode négatif est sensi-
blement plus élevée puisqu’habituellement compris entre 950 et plus de 1 100. Si le
nombre d’especes radicalaires est de ’ordre de 10 & 15 % des especes observées, leur
part dans le courant d’ions total est limité a moins de 5 %. Ces especes ont cependant
la particularité¢ de présenter une valeur de DBE pondérée de 1,5 a 2,5 points supérieurs
a celle des espéces non-radicales. Cette constatation n’est pas surprenante dans la me-
sure ou, si I’on considére plus spécifiquement la formation de radicaux cations, les
espéces présentant un systeéme m-conjugué étendu possedent une énergie de premicre
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ionisation plus faible que celles n’en disposant pas. Des photons a la longueur d’onde
de 355 nm transportant une €nergie de 1’ordre de 3,5 eV conduisent a des processus de
photoionisation a deux photons sur un nombre finalement limité de composés des MSS.
Ainsi la majorité des especes observées correspondent a des espéces protonées ou dé-
protonées. Les valeurs moyennes de DBE pondérées de I’ordre de 12 a 13 semblent
indiquer que les processus de déprotonation sont plus favorables dans la mesure ou la
stabilisation de la charge négative pour des systémes aromatiques ou polyaromatiques
peut étre appréhendée au travers des différentes formes mésomeres de 1’ion.

De maniere globale, il n’y a que peu de corrélations entre le nombre de signaux
observés et les particularités morphologiques ou compositionnelles de la cigarette.
L’évolution observée dans les deux modes d’ionisation est par ailleurs peu corrélée. On
peut a ce titre examiner le comportement des cigarettes possédant un filtre de type O-
ring. Si en mode de détection positif, le nombre de pics augmente lorsqu’on considére
la cigarette Frangaise, puis 1’Italienne et enfin la Qatarie, I’évolution observée en mode
de détection négatifs est plus chaotique. En conclusion, il est nécessaire d’affiner au
niveau moléculaire I’analyse afin de mettre en évidence d’éventuelles variations de la
composition de la phase particulaire de la fumée de cigarette.

IV.2.2. Influence de la morphologie du filtre

Afin de s’affranchir de toute variabilité liée a la nature du tabac ou du papier de
la feuille de cigarette utilisée, 1’étude de I’influence de la morphologie du filtre sur la
nature et la distribution des composés de la phase particulaire des fumées de cigarette
est réalisée en comparant les résultats obtenus pour deux cigarettes commercialisées en
France. La premicre dispose d’un filtre normal et la seconde d’un filtre de type O-ring.

Plusieurs points de comparaison seront exploités au-dela du simple référence-
ment du nombre de signaux observés de manicre conjointe ou spécifique pour chacun
des deux types de cigarettes. Il est a noter que la démarche mise en place dans cette
section sera systématiquement adoptée dans les sections suivantes.

La Figure 26 reporte sous la forme d’un diagramme de Venn les signaux qui sont
communs ou spécifiques aux spectres de masse des MSS des cigarettes Francaises en
fonction de la nature du filtre. Pour aller plus avant dans la comparaison, le Tableau 14
fournit la valeur de DBE et la part du TIC relatives aux espéces communes et spéci-
fiques.
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(+) LDI
(282) (199)
91 191 8
() LDI
(1121) (973)
419 702 271
Figure 26 Diagramme de Venn relatif aux espéces communes ou spécifiques des MSS de

cigarettes Frangaises dotées d’un filtre normal ou de type O-ring observées par
LDI en mode de détection positif (haut) et négatif (bas).

Tableau 14  Valeur de la DBE pondérée et de I’intensité relative des especes communes ou spéci-
fiques des MSS de cigarettes Francaises dotées d’un filtre normal ou de type O-ring
observées par LDI en mode de détection positif et négatif.

DBE - (% TIC)

(+) LDI (-) LDI
Espéces spécifiques 12,0 - (4,9%) 13,2 - (18,1%)
Cigarette avec filtre normal
Espéces communes 11,1 - (95,1%) 12,7 - (81,9%)
Espéces spécifiques 16,9 — (1,0%) 16,5 (21,2%)
Cigarette avec filtre O-ring
Espéces communes 11,1 - (99,0%) 14,7 - (78,8%)

Le nombre et la contribution au TIC des signaux communs aux deux types de
cigarette sont beaucoup plus importants que ce qui est observé pour les signaux spéci-
fiques a la cigarette possédant un filtre normal ou de type O-ring. Ce constat est plus
marqué encore lorsque 1’analyse est réalisée en mode de détection positif. Dans ce cas,
la part des especes spécifiques a la cigarette O-ring est marginale puisqu’associée a
seulement huit signaux. La situation est quelque peu différente pour la cigarette avec
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filtre normal, un peu plus du tiers des pics détectés sont en effet uniquement observés
sur le spectre de masse des MSS de la cigarette a filtre classique. Il s’agit néanmoins de
signaux ne contribuant que faiblement au TIC puisque ne représentant que moins de 5%
de celui-ci. En mode de détection négatif, un comportement plus tranché est observé.
La part des especes spécifiques a ’'une ou a I’autre des MSS est de 1’ordre de 20 % du
TIC et représente une fraction importante des especes observées tant au niveau de la
cigarette avec un filtre classique que celle qui est associée a un filtre de type O-ring.
Une différence significative entre les deux types des MSS est relative aux valeurs de
DBE pondérées obtenues en (—) LDI. A la différence des résultats obtenus en (+) LDI
pour lesquels la valeur de DBE pondérée pour les especes conjointement observées pour
les deux types de MSS est rigoureusement identique, elle différe de deux points lorsque
les spectres de masse obtenus en mode de détection négatif sont examinés. Ce compor-
tement est encore renforce si 1’on s’attache a considérer les espéces spécifiques. La va-

leur de DBE est de plus de trois points supérieure pour les espéces spécifiques 4 la ci-
garette O-ring par rapport a la cigarette avec un filtre classique. Il apparait par consé-
quent que les especes relatives a la fraction particulaire des MSS pour les cigarettes de
type O-ring sont plus insaturées que celles des MSS des cigarettes a filtre normal. L’éta-
blissement d’un diagramme de Van Krevelen reportant le rapport H/C en fonction du
rapport O/C (Figure 27) confirme cette analyse.
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Figure 27 Diagramme de Van Krevelen des espéces communes et spécifiques aux MSS de

cigarettes Francaises dotées d’un filtre normal ou de type O-ring observées par
LDI en mode de détection négatif.
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Les espéces communes et celles spécifiques a la cigarette possédant un filtre
classique se répartissent de maniere homogene sur I’ensemble de carte correspondant a
des rapports H/C compris entre 0,5 et 1 et des rapports O/C inférieurs a 0,6. Les rapports
H/C et O/C des especes spécifiques aux MSS de la cigarette de type O-ring sont quant
a eux significativement plus faibles puisqu’elles se répartissent globalement dans le ca-
dran inférieur gauche de la carte de Van Krevelen. Les espeéces spécifiques aux MSS de
la cigarette avec filtre classique sont donc globalement plus oxygénées et plus saturées
que celles des MSS de la cigarette O-ring. Un examen de la distribution des especes en
termes de classes de composés pour ces deux types de cigarette permet encore de pré-
ciser ces ¢léments comme le montre la Figure 28.
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Figure 28 Distribution des espéces observées sur le spectre de masse obtenu par LDI en

mode de détection négatif pour les MSS de cigarettes Francaises dotées d’un
filtre normal (haut) ou de type O-ring (bas) en fonction du nombre d’atomes
d’oxygéne et d’azote.
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L’¢étude de la distribution des espéces en terme de classes de composés est révé-
latrice de fortes différences entre les deux types de MSS. Si pour la cigarette dotée d’un
filtre classique le courant d’ions total est largement distribué sur les espéces présentant
de 0 a 4 atomes d’azote et de 0 a 6 atomes d’oxygene, les espéces purement azotées
dominent largement le spectre de masse des MSS de la cigarette O-ring. Cela se traduit
par une faible contribution des especes de type CxHyOy~ et une abondance relative cu-
mulée des especes de type CxHyN, ™ supérieure a 50 % du TIC. 1l apparait ainsi que la
modification de la nature du filtre a une influence notable sur I’importance des especes
oxygénées.

La nature du tabac et des autres ingrédients ainsi que les processus de pyrolyse
et de combustion de la cigarette étant sensiblement équivalent pour les deux cigarettes,
la nature du filtre est en toute vraisemblance la seule responsable des différences obser-
vées. Les composés des MSS sont relatifs a différents processus prenant place au cours
du fumage d’une cigarette. En premier lieu, la combustion des différents constituants
de la cigarette (tabac, papier et additifs) sous 1’effet de la température et de 1’apport en
oxygene sous 1’effet de 1’aspiration du fumeur. Les gaz chauds relatifs au MSS traver-
sent également la partie non consumée de la cigarette. Sous I’effet de la température du
courant chaud de ces fumées, certains composés peuvent se vaporiser et étre entrainés
avec les composés des MSS produits dans la braise lors de la combustion. Dans la me-
sure ou ces processus ont lieu loin de la zone de haute température que constituent la
braise, les espéces entrainées par ce courant gazeux chaud sont donc principalement
liées aux composés les plus volatils du tabac. A proximité de la zone relative a la braise,
la température atteinte est bien supérieure a la température ambiante, il s’agit également
d’une région pauvre en oxygéne dans la mesure ou 1’oxygene contenu dans I’air inspiré
par le fumeur lors d’une bouffée est tres fortement consommeé au cours de la combustion
du tabac qui prend place dans la braise. Cette zone est donc propice a la production de
composés issus de processus de pyrolyse. Finalement, les espéces qui atteignent le filtre
sont le mélange des produits de combustion et des produits de pyrolyse des différents
ingrédients de la cigarette auxquelles s’ajoutent les especes volatiles du tabac comme
la nicotine qui sont entrainées par le courant de gaz chauds. Les produits de pyrolyse et
de combustion peuvent contenir une part trés importante d’especes radicalaires qui sont
fortement réactives notamment vis-a-vis de I’oxygeéne de 1’air et des molécules d’eau
présentes naturellement dans I’atmosphere. Le filtre est une zone particuliére de la ci-
garette, il permet en fonction de sa perméabilité une dilution plus ou moins importante
des MSS par un apport plus ou moins important de gaz atmosphérique. L’addition sur
les especes radicalaires d’oxygeéne ou de fonctions hydroxyles conduit a un accroisse-
ment de la quantité d'oxygeéne présent dans les espéces relatives aux constituants des
MSS. Un degré d’oxygénation important des composés des MSS pour les cigarettes
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avec filtre classique indique une capacité de dilution des fumées de cigarettes plus im-
portantes de ce type de filtre. A I'inverse, ’apport d’oxygene et de vapeur d’eau est plus
limité avec le filtre de type O-ring, la stabilisation des especes radicalaires peut avoir
lieu au travers du processus d’¢élimination et a la formation de double liaison. L’obser-
vation de composé€s possédant une DBE pondérée plus importante pour les composés
des MSS est a méme de confirmer cette interprétation.

IV.2.3. Influence de I’origine des cigarettes

La section précédente a montré la forte influence de la nature du filtre sur la
distribution des especes de la phase particulaire des MSS notamment dans le cadre de
I’é¢tude des ions obtenus par LDI en mode de détection négatif. Il convient par consé-
quent de traiter de maniere distincte les cigarettes possédant un filtre classique et celles
dotées d’un filtre de type O-ring afin de ne pas superposer les variations liées a I’origine
de la cigarette et celles relatives a la morphologie du filtre.

IV.2.3.a. Les cigarettes a filtre classique

Trois cigarettes a filtre classique ont €t¢ examinées dans cette étude. La premicre
est la cigarette Frangaise dont la description exhaustive a été réalisée au chapitre III et
qui a permis d’établir la méthodologie d’analyse non-ciblée. Les deux suivantes sont
des cigarettes commercialisées par le méme fabricant en Egypte et en Indonésie. Seule
I’analyse en mode de détection positif et négatif par LDI-MS sera présentée dans cette
section.

La Figure 29 reporte sous la forme de deux diagrammes de Venn les résultats des
analyses (+) LDI et (—) LDI en présentant pour les deux modes de détection employés
les signaux communs aux trois types de MSS, communes a deux types de MSS ou spé-
cifiques a chacun des échantillons de MSS étudiés. Le Tableau 15 reporte quant a lui
pour chacune de ces classes de signaux la valeur de DBE pondérée et la part du courant
d’ion total associée.

En mode de détection positif, I’essentiel des signaux observés est identique quel
que soit I’échantillon de MSS étudié puisque plus de 200 pics sont communs aux trois
spectres de masse. La part du TIC a laquelle ils se rapportent est extrémement impor-
tante puisqu’elle varie de plus de 96% pour les MSS de la cigarette Francaise a plus de
98% pour les MSS de la cigarette Egyptienne. La DBE pondérée a ces espéces com-
munes est trés peu dépendante de I’origine de la cigarette qui a permis de produire ces
particules de MSS puisqu’elle est de ’ordre de 11. Une valeur équivalente est par ail-
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leurs obtenue pour les espeéces spécifiques aux MSS de cigarettes Francaises (31 si-
gnaux) ou qui ne sont communes qu’aux cigarettes Francaises et Egyptiennes (43 si-
gnaux). Un examen plus détaillé des spectres de masse obtenus montre qu’une part si-
gnificative de ces espeéces sont également présentes sur le spectre de masse de cigarette
Egyptienne et Indonésienne mais avec un rapport signal/bruit inférieur au seuil qui a
arbitrairement été fixé a 4,5. On ne peut en conséquence définir sur la base de la distri-
bution des ions obtenus sur les spectres de masse en (+) de différences significatives
entre les trois échantillons de MSS étudiées.

Indonésienne (+) LDI
(240)

26

205

(282) 43 (260)
Indonésienne
(1119) (=) LDI

197

90 56

776
154 24

(1121) 101 (957)

Figure 29 Diagrammes de Venn relatifs aux espéces communes ou spécifiques des MSS de
cigarettes Frangaises, Indonésienne et Egyptienne dotées d’un filtre normal ob-
servées par LDI en mode de détection positif (haut) et négatif (bas).

En mode de détection négatif, les différences apparaissent plus marquées dans la
mesure ou plus d’un sixieme du TIC obtenu sur le spectre de masse des trois types de
MSS est, soit associé a des composés spécifiques, soit uniquement communs a deux des
¢chantillons étudiés. Les especes communes qui représentent de 83 a 86% du TIC et
une écrasante proportion des signaux observés (pres de 800 pics) ont, quelle que soit la
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nature de la cigarette examinée, une valeur de DBE pondérée proche de 13. Cela indique
qu’au-dela d’observer des signaux identiques pour les trois types de MSS, la distribu-
tion de ceux-ci est globalement identique. A la différence de ce qui a pu étre observé en
(+) LDI, le nombre de signaux spécifiques a chaque type de MSS ou communes a deux
d’entre eux peut se révéler important. Ainsi, pour les MSS de cigarettes Indonésiennes
pres de 200 signaux ne sont pas observeés, avec un rapport signal/bruit supérieur a 4,5.
Cela concourt globalement, comme noté plus haut, a une diminution de la part du TIC

relative aux especes communes.
Tableau 15  Valeur de la DBE pondérée et de 1’intensité relative des espéces communes ou spéci-
fiques aux MSS de cigarettes Frangaises, Indonésienne et Egyptienne dotées d’un filtre
normal observées par LDI en mode de détection positif et négatif.

DBE - (% TIC)

(+) LDI

(-) LDI

Cigarette Francaise

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Indonésienne

Espéces communes avec la
cigarette Egyptienne

Espéces communes

11,3 - (0,6%)

16,9 — (0,1%)

10,7 — (2,7%)

11,1 - (96,6%)

13,7 - (3,4%)

142 - (3,1%)

13,3 - (10,3%)

12,7 - (83,2%)

Cigarette Indonésienne

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Francaise

Espéces communes avec la
cigarette Egyptienne

Espéces communes

16,7 — (1,6%)

16,6 — (0,2%)

16,7 — (0,4%)

11,6 — (97,8%)

13,0 - (12,8%)

143 - (2,3%)

115 (1,4%)

12,8 — (83,5%)

Cigarette Egyptienne

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Francaise

Espéces communes avec la
cigarette Indonésienne

Espéces communes

14,0 - (0,1%)

10,6 — (1,6%)

16,4 — (0,2%)

10,9 — (98,1%)

12,5 (0,9%)

13,6 — (12,3%)

12,5 (1,1%)

13,1 - (85,7%)

Si les signaux communs a deux types de MSS sont plus spécifiquement examinés

en terme de valeur de DBE pondérée, les conclusions énoncées pour les espéces com-

munes aux trois échantillons sont également valables. Dans la mesure ou les valeurs de

DBE pondérée sont soit identiques soit trés proches, la distribution de ces especes au

98



Influence de la morphologie, de I’origine et de la présence d’agents de sa-
veur sur la composition des aérosols des MSS

sein de la classe de ces composés est treés similaire d’un type de MSS a I’autre. Il est
¢galement intéressant de noter que cette classe de composés possede pour les deux MSS
une intensité relative comparable. Ainsi, les espéces communes aux MSS des cigarettes

Francaises et Egyptiennes posseédent respectivement, une valeur de DBE de 13,3 et 13,6
et représentent 10,3% et 12,3% du TIC.

Un examen détaillé des ~200 composés spécifiques aux MSS de la cigarette In-
donésienne, représentant 12,8% du TIC, indique qu’il s’agit d’especes globalement
moins oxygénées que les especes qui sont communes a au moins un autre type de MSS.
Parmi ces composés spécifiques, ceux contenant au plus un atome oxygene, de type
CxHyN1-300-1 représentent pres de la moitié du courant d’ion total alors qu’ils ne repreé-
sentent que 37% de I’intensité globale des espéces communes aux trois échantillons de
MSS. Afin d’aller plus loin dans I’analyse la Figure 30 reporte I’intensité des différentes
familles de composés en fonction du nombre d’atomes d’oxygene et d’azote.

20.00

15.00

g Frangaise
o 10.00
=2
II LWl |
0.00 NEEN_ III - I [ | = -
o 1 2 3 a
N
20.00
15.00
= -
?_; 10.00 Indonésienne
=
I LIl b
0.00 L | | . all I II_ [ u
(o] 1 2 3 4
N
20.00
15.00
& .
o 10.00 Egyptienne
=
oo MEN_ NmEEN i -
(o] 1 2 3 4
N
mO0O WOl W02 mO3 mO4 =05 mO6
Figure 30 Distribution des espéces observées sur le spectre de masse obtenu par LDI en

mode de détection négatif pour les MSS de cigarettes Frangaises (haut), Indoné-
sienne (milieu) et Egyptienne (bas) en fonction du nombre d’atomes d’oxygeéne
et d’azote.
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Alors que I’importance des especes de type CxHyO2-6 est sensiblement identique
pour les échantillons de MSS ¢étudiés dans cette section, des différences notables sont
observées pour les composés contenants a la fois des atomes d’oxygene et d’azote. Les
fumées de cigarette Frangaise se démarquent nettement des deux autres dans la mesure
ou, pour les signaux associés a des composés possédant un nombre d’atomes d’azote
donné, le pourcentage du TIC des especes contenant de 2 a 5 atomes est significative-
ment plus élevé que ce qui est observé pour les MSS des cigarettes Indonésiennes et
Egyptiennes. Pour ces dernieres, la contribution des especes CxHyN1302 est plus
faible sans pour autant atteindre les niveaux observés dans le cadre de ’étude de la
cigarette Francaise de type O-ring. Les différences entre les MSS des cigarettes Indo-
nésiennes et Egyptiennes sont plus subtiles. Elles concernent principalement une plus
grande importance des especes CxHyN2 4001 pour les premicres que 1’on peut mettre
en relation directe avec la contribution de 50% des especes CxHyN1-300-1 au courant
d’ions spécifiques aux MSS de cigarette Indonésienne. Méme si les filtres classiques
utilisés dans la fabrication des cigarettes Francaises, Indonésienne et Egyptienne ne sont
pas rigoureusement identiques, leur morphologie et leur composition sont trés simi-
laires. Ce n’est donc pas ce parameétre qui est le plus pertinent pour expliquer les diffé-
rences observées. La composition du mélange de tabac est plus surement impliquée.
Des différences de mélange mais également de culture des plants de tabac ou de matu-
ration et de séchage des feuilles de tabac peuvent conduire a une modification de la
nature mais aussi de la distribution des especes contenues dans la cigarette et in fine
présentes dans les MSS. A ce titre, les procédés de séchage et de maturation du tabac
employés en Egypte et en Indonésie semblent moins contr6lés qu’en France. Une dé-
gradation plus avancée des protéines et peptides du tabac Indonésien et Egyptien asso-
ciée a un séchage a I’air libre pourrait conduire globalement a une diminution de la
quantité d’espéces azotées fortement oxygéneées.

IV.2.3.b.  Les cigarettes a filtre O-ring

Trois cigarettes a filtre de type O-ring d’une méme marque ont été soumises a
I’¢tude. Deux sont d’origine Européenne et sont commercialisées en France et en Italie,
la derniére est commercialisée au Qatar. Dans la mesure ou ce pays désertique, ne pra-
tique pas la culture du tabac, la fabrication des cigarettes qui y sont vendues implique
I’emploi de tabac cultivé dans d’autres pays. Il n’a malheureusement pas été possible
d’obtenir d’information concernant I’origine des tabacs employés pour la confection
des cigarettes Qataries.

La Figure 31 présente les diagrammes de Venn des signaux communs et spéci-
fiques obtenus par LDI-MS des MSS des cigarettes Francaises, Italiennes et Qatarie et
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Figure 32, la distribution relative des especes observées en (—) LDI en fonction du
nombre d’atomes d’oxygene et d’azote qu’elles contiennent. Le Tableau 16 reporte
quant a lui la valeur de DBE pondérée et le pourcentage du TIC associé€s aux especes
spécifiques a chacune des MSS et aux signaux qui sont communs a deux ou a trois
échantillons de MSS.

Italienne (+) LDI

(214)
14
12 24
13 164 25
(199) 10 (223)
Italienne
(1109) (-) LDI
198
74 185
652
214 91
(973) 33 (961)
Figure 31 Diagramme de Venn relatif aux espéces communes ou spécifiques des MSS de

cigarettes Francaises, Italienne et Qatarie dotées d’un filtre de type O-ring obser-
vées par LDI en mode de détection positif (haut) et négatif (bas).

De maniére identique a ce qui a pu €tre mis en évidence dans les deux sections
précédentes, 1’analyse par (+) LDI conduit a un nombre trés important de composés
identiques contribuant a la plus grande part du courant d’ions. La valeur pondérée de la
DBE est également sensiblement égale pour ces trois échantillons ce qui témoigne d’un
comportement quasi identique pour les trois échantillons examinés. Le nombre limité
de composés spécifiques ou de composés qui sont communs a deux des MSS confirme
cette premicre analyse.
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L’examen du comportement des signaux détectés par LDI lorsque 1’analyse est
réalisée en mode de détection négatif permet la mise en évidence d’un certain nombre
de spécificités des trois échantillons de MSS. Celles-ci sont déja identifiées par le
nombre important de signaux spécifiquement observés pour les MSS de cigarettes Fran-
caises, Italiennes et Qatarie, de 1’ordre de 100 a 200, ceux-ci contribuant jusqu’a 20%

du TIC comme cela est observé pour la cigarette Frangaise.
Tableau 16  Valeur de la DBE pondérée et de I’intensité relative des espéces communes ou spéci-
fiques aux MSS des cigarettes Frangaises, Italienne et Qatarie dotées d’un filtre de type
O-ring observées par LDI en mode de détection positif et négatif.

DBE - (% TIC)

(+) LDI

(-) LDI

Cigarette Francaise

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Italienne

Espéces communes avec la
cigarette Qatarie

Espéces communes

13,6 - (1,3%)

10,0 - (1,2%)

162 - (12%)

11,1 - (96,3%)

15,8 — (18,2%)

13,4~ (1,9%)

18,4 — (1,8%)

14,9 — (78,1%)

Cigarette Italienne

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Francaise

Espéces communes avec la
cigarette Qatarie

Espéces communes

9,9 — (0,8%)

9,6 — (1,0%)

11,7— (3,5%)

10,7 — (94,7%)

12,2 - (2,5%)

13,4 - (1,8%)

14,4 — (13,4%)

13,4 — (82,3%)

Cigarette Qatarie

Espéces spécifiques

Espéces communes avec la
cigarette Francaise

Espéces communes avec la
cigarette Italienne

Espéces communes

15,5 (1,0%)

15,4 — (0,9%)

12,0 - (1,6%)

10,9 — (96,5%)

14,2 - (1,8%)

17,6 — (1,1%)

14,6 — (14,9%)

13,9 — (82,2%)

Ces composés spécifiques présentent une valeur de DBE pondérée bien supé-
rieure a celle des composés observés pour les autres types de MSS. L’examen de la
valeur de DBE pondérée des composés communs aux trois MSS est, pour la cigarette
Frangaise, sensiblement supérieure a celle des deux autres échantillons de MSS. Dans
la mesure ou les composés mis en évidence par (—) LDI ne contiennent au plus qu’une
trentaine d’atomes de carbone, il convient de considérer que 1’essentiel de ces composés
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fortement insaturés possedent une structure polycondensée. La distribution relative des
especes en fonction de leur nombre d’atomes d’oxygene et d’azote reportée sur la Fi-
gure 32 indique la forte proportion pour les MSS de la cigarette frangaise de composés
faiblement oxygénés présentant de un a quatre atomes d’azote. Il est donc raisonnable
de considérer qu’une part essentielle des especes observées sur le spectre de masse en
(-) LDI correspondent a des composés polyaromatiques hétéroatomiques.

30.00
25.00
Frangaise
20.00
S
o 1500
'—
10.00
L. 0
o ol Inbls M. L. &
o 1 2 3 4
N
30.00
25.00
20.00 Italienne
X
o 1500
e
10.00
5.00 II I I
0 1 2 3 4
N
30.00
25.00
Qatarie
20.00
3
o 1500
[
10.00
0.00 EEEN_ II I_ II_ [ -
o 1 2 3 4
N
HO0O mO1 m0O2 m03 m04 mO5 mO6
Figure 32 Distribution des espéces observées sur le spectre de masse obtenu par LDI en

mode de détection négatif pour les MSS de cigarettes Frangaises (haut), Italienne
(milieu) et Qatarie (bas) en fonction du nombre d’atomes d’oxygene et d’azote.
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La faible quantité¢ d’atomes d’oxygene dans les especes des MSS des cigarettes
Francaises de type O-ring est également a mettre en relation avec une distribution des
espéces purement oxygénées nettement plus faible pour ce type de MSS que pour les
MSS des cigarettes Italiennes et Qataries. A ce titre les MSS des cigarettes Francaises
se démarquent nettement de celles des autres cigarettes possédant un filtre de type O-
ring.

La composition moléculaire des MSS des cigarettes Italiennes et Qataries est
beaucoup plus proche méme si un nombre important de signaux sont spécifiques a cha-
cune de ces MSS, leur contribution au TIC n’est qu’au plus de quelques pourcents. Cette
proximité est également mise en évidence lorsque sont considérés les ~840 signaux
communs a ces deux types de MSS. IlIs représentent en effet plus de 95% du courant
d’ions total et présentent des valeurs de DBE pondérées proches comprises globalement
entre 13,4 et 13,9 pour les especes communes aux trois MSS et entre 14,4 et 14,6 pour
celles uniquement communes aux MSS des cigarettes Italiennes et Qataries. La distri-
bution relative de I’ensemble des espéces associ¢es aux MSS des cigarettes O-ring Ita-
liennes et Qataries en fonction du nombre d’atomes d’azote et d’oxygene est elle aussi
tres similaire. Il est en conséquence raisonnable de penser que la composition des mé-
langes de tabacs des cigarettes Italiennes et Qataries est trés similaire, voire identique.
Il semble en étre de méme des conditions de culture, de séchage et de maturation des
feuilles de tabac apres la récolte. Les importantes différences de compositions de ces
deux types de MSS avec des MSS des cigarettes Francaises indiquent a I’inverse que
les tabacs employés dans la production de ces dernicres sont significativement diffé-
rents.

IV.2.4. Influence de la présence d’un agent de saveur

Comme cela a été précisé dans le premier chapitre, le tabac et le papier sont les
ingrédients qui entrent naturellement dans la composition d’une cigarette. D’autres in-
grédients sont également présents dans une cigarette, il s’agit de composés organiques
ou inorganiques tels que des colles pour la mise en forme de la cigarette, du glycérol
comme agent humidifiant ou encore des sels inorganiques pour un meilleur controle de
la combustion du tabac entre deux bouffées.

A ces ingrédients principaux, peuvent étre ajoutés des modificateurs de la saveur
des fumées de cigarette. Le plus utilisé est le menthol mais d’autres agents de saveur
sont utilisés a travers le monde comme par exemple les clous de girofle en Asie et no-
tamment en Indonésie. Cette section s’intéressera donc a I’influence que peut avoir la
présence de ces deux types d’agents de saveur sur la composition des MSS.
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IV.2.4.a. Les cigarettes mentholées

L’arome de menthe de certaines cigarettes est associ¢ a 1’ajout au tabac de la
cigarette de molécules de menthol synthétique. Le menthol est une molécule volatile ce
qui lui permet a de faibles teneurs de modifier significativement la saveur et la senteur
des fumées inhalées par le fumeur.

Le filtre des cigarettes mentholées ¢tudiées étant de type O-ring, la comparaison
sera donc réalisée avec la cigarette Frangaise de type O-ring pour limiter le nombre de
facteurs qui varient.

Les diagrammes de Venn des signaux communs et spécifiques aux MSS des deux
cigarettes examinées dans cette section sont reportés sur la Figure 33. Les valeurs de
DBE pondérées et de contribution au TIC sont quant a elles données dans le Tableau
17. La Figure 34 reporte la distribution relative des especes en classes de composés en
fonction du nombre d’atomes d’azote et d’oxygene.

(+) LDI
(249) (199)
64 185 14
(-) LDI
(875) (973)
173 702 271
Figure 33 Diagramme de Venn relatif des espéces communes ou spécifiques aux MSS de

cigarettes Francaises de type O-ring avec ou sans agent de saveur (menthol) ob-
servées par LDI en mode de détection positif (haut) et négatif (bas).
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Tableau 17  Valeur de la DBE pondérée et de I’intensité relative des espéces communes ou spéci-
fiques aux MSS de cigarettes Francaises de type O-ring avec ou sans agent de saveur
(menthol) observées par LDI en mode de détection positif et négatif.

DBE - (% TIC)

(+) LDI (-) LDI
Espéces spécifiques 13,2 - (1,1%) 15,7- (19,2%)
Cigarette O-ring
Espéces communes 11,2 — (98,9%) 15,0 — (80,8%)
Espéces spécifiques 14,6 — (4,5%) 15,0 - (12,2%)
Cigarette O-ring mentholée
Espéces communes 12,1 — (95,5%) 14,5 — (87,8%)
35.00
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25.00 Francgaise O-ring
 20.00
o
= 15.00
10.00
S T RN |
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Figure 34 Distribution des espéces observées sur le spectre de masse obtenu par LDI en

mode de détection négatif pour les MSS de cigarettes de type Francaises O-ring
sans (haut) et avec (bas) menthol en fonction du nombre d’atomes d’oxygéne et
d’azote.
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Qu’il s’agisse de 1’analyse en mode de détection positif ou négatif, les spectres
de masse par LDI des MSS des cigarettes mentholées ou classiques, présentent un degré
de similitude important. Il est cependant plus prononcé en (+) LDI dans la mesure ou
plus de 95% du TIC est associé aux 185 signaux communs. Une 1égere différence de
DBE pondérée indique cependant que les especes observees en mode de détection po-
sitif sont Iégérement plus insaturées pour les composés relatifs aux MSS des cigarettes
mentholées. En mode de détection négatif, les composés spécifiques a chacune de ces
MSS sont a la fois plus nombreux et contribuent de maniere plus importante au TIC, ils
présentent néanmoins un degré d’insaturation comparable. L’examen de la distribution
des classes de composés mis en évidence en mode de détection négatif (Figure 34)
montre peu de différences. Les espéces observées pour les MSS de la cigarette mentho-
lée sont en effet 1égérement moins oxygénées que les composés mis en évidence dans
I’é¢tude d’une cigarette O-ring classique. Cette observation semble surprenante dans la
mesure ou, a I’exception de la présence de molécules de menthol, la composition et la
morphologie des deux cigarettes sont identiques. La présence de menthol semble étre a
I’origine de modifications des processus de combustion et de pyrolyse du tabac. Ces
modifications sont cependant subtiles.

IV.2.4.b. Les cigarettes au clou de girofle

Dans la mesure ou les fumées de cigarette présentent une certaine variabilité en
fonction de leur pays d’origine, il est nécessaire que la composition des fumées de ci-
garette Indonésienne de type Kretek contenant des agents de saveur associés au clou de
girofle soit comparée a des cigarettes produites et commercialisées par le méme fabri-
cant en Indonésie.

Ainsi, la composition des MSS des cigarettes Kretek qui contiennent jusqu’a
30% en masse de composés issus du clou de girofle est comparée a celle des MSS pro-
duites lorsqu’une cigarette classique Indonésienne est fumée.

La Figure 35 regroupe la distribution des ions observés en ionisation par ESI et
LDI en mode de détection positif et par LDI en mode de détection négatif. L analyse
ESI en mode de détection négatif ne conduit qu’a I’observation de signaux relativement
peu intenses dont le rapport signal/bruit varie entre 5 et 10. La comparaison de la frac-
tion particulaire des MSS de ces deux types de fumées ne portera donc pas sur les
spectres de masse obtenus par analyse ESI en mode de détection négatif. Le Tableau
18 regroupe les valeurs de DBE pondérées et de TIC des signaux communs et spéci-
fiques obtenus dans les différentes conditions expérimentales employées dans 1’étude
des MSS des cigarettes Kretek et Indonésiennes. La Figure 36 indique quant a elle la
distribution de I’intensité relative des différentes classes de composés en fonction du
nombre d’atomes d’azote et d’oxygene pour les deux types de cigarettes Indonésiennes.
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Sur cette figure, la variance observée dans le cadre de I’examen de deux réplicats est
reportée sous la forme de barres d’erreur. Il est important de préciser que cette variance
est beaucoup plus marquée pour les cigarettes Indonésiennes de type classique ou
Kretek que pour toute autre cigarette étudiée jusqu’alors.

Indonésienne

Kretek (+) LDI
(240)

(219)

Indonésienne

Kretek (_) LDI
(1119)

(830)

Indonésienne

Kretek (+) ESI
(359)

(347)

Figure 35 Diagramme de Venn relatif aux espéces communes ou spécifiques des MSS de
cigarettes Indonésiennes a filtre classique avec ou sans agent de saveur (Kretek)
observées par LDI en mode de détection positif (haut) et négatif (au milieu) et
par ESI en mode positif (bas).
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Tableau 18  Valeur de la DBE pondérée et de I’intensité relative des espéces communes ou spéci-
fiques aux MSS de cigarettes Indonésiennes a filtre classique avec ou sans agent de
saveur (Kretek) observées par LDI en mode de détection positif et négatif et par ESI en

mode positif (bas).
DBE - (% TIC)
() ESI (H) LDI (-) LDI
Espéces spécifiques 9,2 — (7,4%) 15,0 — (3,0%) 13,5 - (29,7%)
Cigarette normale
Espéces communes 7,7— (92,6%) 11,6 — (97,0%) 12,5 - (70,3%)
Espéces spécifiques 83— (3,2%) 13,2 - (1,0%) 11,5- (34,3%)
Cigarette Kretek
Espéces communes 7,6 — (96,8%) 10,5 — (99,0%) 11,3 - (65,7%)
75 4
I (+) LDI Indcnesian
= % I (+) LDI Kretek
E 45
ﬁ 30 |
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Figure 36 Distribution des classes de composés des MSS des cigarettes Indonésienne (vert)

et Indonésienne Kretek (violet) observés en LDI et ESI.
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L’augmentation de la variance entre deux réplicats pour ces deux types de ciga-
rette peut étre due a une hétérogénéité importante du mélange de tabac qui constitue les

cigarettes Indonésiennes. Ce comportement est plus prononcé pour les cigarettes
Kretek.

Malgré une différence de composition significative, la distribution générale des
composés observés en mode de détection positif, quelle que soit la technique d’ionisa-
tion utilisée, est globalement identique pour les cigarettes Indonésienne et Kretek. Les
ions communs représentent la partie principale des signaux attribués, ainsi que la con-
tribution principale du TIC. Les ions spécifiques ne représentent que de 1 a 2% du TIC
en (+) LDI et moins de 5% en (+) ESI. Néanmoins, ces ions correspondent a une partie
importante du nombre de composés détectés. Cela signifie donc que des especes spéci-
fiques contribuent peu a I’intensité totale. Il est intéressant de noter que la valeur de
DBE pondérée des ions spécifiques est plus élevée que celle des especes qui sont com-
munes aux deux types de MSS comme I’indique le tableau 18. De maniére plus détail-
1ée, des différences significatives en terme de classes de composés sont observées en
(+) ESI. Les MSS des cigarettes Kretek contiennent de plus grandes quantités de com-
posés fortement oxygénés comme le montre la distribution relative des composés NO--
4 et N2O2-4. Cette spécificité des cigarettes Kretek est également confirmée lorsque les
résultats obtenus sont comparés aux résultats (+) ESI obtenus dans 1’étude des MSS de
cigarettes Frangaises qui ont été détaillés dans le chapitre III.

Afin d’accroitre le niveau de détail concernant les espéces spécifiques aux deux
types de MSS, la Figure 37 reporte, pour les deux modes d’ionisation LDI et ESI, la
distribution en terme de classes de composés des especes spécifiques a chacune des
MSS étudiés.

lons specifiques lons specifiques
1.40 2.50
g 1.20 E 2.00
£ 100 H
g 0.80 % 150
% il % 1.00
2 0.40 2
3 8 050 I I
< 0.20 <
nm. - - 000 L Fm Bl mm B fa
N NO N2 N20 N3 N NO NO2 NO3 NO4 N2 N2O N202N203N204 N3 N3O
Indonésienne (+) LDI m kretek Indonésienne (+) LDI Indonésienne (+) ESI m kretek Indonésienne (+) ESI
Figure 37 Distribution des classes de composés des MSS des cigarettes Indonésienne (vert)
et Kretek (violet) observés en LDI (gauche) et ESI (droite) pour les composés
spécifiques.

Quelle que soit la technique d’ionisation utilisée, les composés CxHyNi 3 et
CxHyN1-30 constituent I’essentiel des ions spécifiques des MSS des cigarettes Indoné-
siennes, alors que les composés spécifiques des MSS des Kretek sont plus oxygénés
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(CxHyNO2-4 et CxHyN3O4). La présence de clous de girofle dans la cigarette Kretek mo-
difie la quantité d’oxygéne disponible pendant la combustion du tabac. Les principaux
composants du clou de girofle sont la cellulose, I'hémicellulose et la lignine. Ces deux
premiers composés sont des molécules fortement oxygénées. En effet, le rapport O/C
dans la cellulose et I’hémicellulose est proche de un. La pyrolyse des clous de girofle
peut conduire a la formation de gaz oxygénés. Ces derniers peuvent interagir avec le
tabac lors de la pyrolyse et/ou de la combustion avec les produits de la pyrolyse/com-
bustion du tabac. La quantité d'oxygeéne dans les produits finaux présents dans les MSS
de la cigarette Kretek est par conséquent supérieure a celle observée avec la cigarette
Indonésienne classique.

L’examen (—) LDI des MSS des cigarettes Indonésiennes et Kretek fournit des
informations supplémentaires sur la contribution des clous de girofle aux produits fi-
naux observés dans les phases particulaires de MSS des cigarettes Kretek. De maniere
générale, différentes classes de composés sont observées quelles que soient les parti-
cules de MSS ¢étudiées. Elles contiennent jusqu'a quatre atomes d’azote et huit atomes
d’oxygene (N <4 et O < 8) comme le montre la Figure 36. Comme en (+) LDI et (+)
ESI, les composés les plus oxygénés sont détectés de manicre plus importante dans
I’¢tude des MSS des cigarettes Kretek.

Le comportement des composés CxHyOy mérite d'étre discuté de maniére plus
approfondie. Dans I’étude des MSS Indonésiennes, une distribution gaussienne centrée
sur les composés O3 - O4 est observée. Ce comportement est identique a celui observé
dans 1'étude des MSS des cigarettes examinées dans les sections précédentes. Ces es-
peces sont produites par pyrolyse des constituants ligno-cellulosiques du tabac et, dans
une moindre mesure, par pyrolyse du papier a cigarettes. La distribution des espéces
CxHyOw est significativement différente pour les MSS des Kretek. Des composés con-
tenant jusqu'a huit atomes d'oxygene sont observés et le centre de la distribution gaus-
sienne est déplacé vers les espéces O5 - O6. De telles distributions ont été mises en
¢vidence dans 1'étude de bio-huiles produites par pyrolyse de la lignine ou de la bio-
masse.'¥” En conséquence, les espéces CxHyOw observées dans I'étude des MSS de
Kretek correspondent a la superposition des produits de la pyrolyse du tabac (02 a O5),
qui contient typiquement 10% de cellulose, 12,5% de sucres et 3,5% de lignine et de
celle des clous de girofle (O4 a O8), qui est un matériau ligno-cellulosique et contient
pres de 60% de cellulose et de sucre.

Conclusion

La méthodologie d’analyse non ciblée des constituants de la phase particulaire
des MSS mise en place dans le chapitre III, méme restreinte au seul emploi de la dé-
sorption/ionisation laser a permis de mettre en évidence un certain nombre de critéres
de différentiation. Ils portent principalement sur des modifications de distributions de
composés des MSS contenant des quantités plus ou moins importantes d’oxygene et
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d’azote et sur le degré d’insaturation des especes. Ces différences de composition peu-
vent étre en fonction du type de cigarette associées a la présence d’ingrédients particu-
lier comme les clous de girofle, a des mélanges différents de tabac, a I’emploi de tabac
donc les conditions de culture et de séchage sont différentes ou bien encore a la modi-
fication des processus de pyrolyse/combustion par I’introduction de composés comme
le menthol. La modification de la morphologie du filtre conduisant a de fortes diffé-
rences de dilution des fumées avant qu’elles ne soient inhalées par le fumeur actif con-
tribue a une modification trés importante des constituants de la phase particulaire des
fumées de cigarette de type MSS.
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Conclusion générale et perspectives

La fumée de cigarette inhalée par le fumeur est un mélange trés complexe de gaz
et de particules. L'étude de la composition des particules nécessite des techniques ana-
lytiques avancées avec une approche non ciblée au regard du nombre considérable de
constituants encore inconnus présents dans la phase particulaire des MSS. Cette problé-
matique a fait ’objet de ce travail de these.

Afin de pouvoir établir cette méthodologie d’analyse non-ciblée, il a d’abord ¢été
nécessaire de mettre en place un dispositif répétable de production des fumées de ciga-
rette et un dispositif de prélévement des aérosols formés. La machine a fumer qui a été
congue assure ces deux fonctions. Contrélée de maniere manuelle, il lui a été adjoint un
dispositif de collecte de la phase gazeuse des MSS (tube de charbon actif) et un dispo-
sitif d’échantillonnage de la phase particulaire (filtre en quartz). La répétabilité du fonc-
tionnement de ce dispositif a ét¢ évaluée en considérant la variance sur la détermination
d’une grandeur macroscopique, la masse des particules collectées et de grandeurs mo-
léculaires associées a la concentration de marqueurs. Pour cela, des analyses ciblées ont
été réalisée afin d’établir la variance de la concentration de BTEX (marqueurs de la
phase gazeuse) et de la nicotine (marqueur de la phase particulaire) lorsque plusieurs
réplicats de simulation de fumage et de collecte de MSS sont réalisés. Une variance
comprise entre 5 et 20% pour ces différents marqueurs a permis de considérer que la
méthodologie de production et de prélevement des MSS et notamment de la phase par-
ticulaire était répétable.

Sur la base de ces €léments, il a été possible d’établir une méthode d’analyse
non-ciblée par FT-ICR MS en combinant les méthodes d’analyse LDI et ESI dans les
deux modes de détection positif et négatif. Cette étude démontre la capacité¢ de cette
approche, a fournir une description aussi compléte que possible de la composition des
particules de MSS. En considérant la spécificité de I'ionisation ESI et I’ionisation LDI,
et en comparant les résultats obtenus avec les deux techniques d'ionisation, il est pos-
sible de mettre en évidence certaines informations structurelles des constituants du
MSS, telles que la présence d'une pyridine ou d'un groupe chimique pyrrolidinyl.
L'étude de la phase particulaire d’une cigarette inhalée par un fumeur actif par ESI et
LDI dans le mode de détection positif et négatif a permis d’avoir acces a pres de 1 900
formules chimiques différentes. Cela ne signifie pas 1 900 composés différents présents
dans la fraction particulaire des MSS, mais en réalité bien davantage du fait que les
isomeres ne peuvent pas étre distingués par une approche non ciblée.

Pour aller plus loin dans la description de 1'extréme complexité et diversité de la
composition des MSS, des études complémentaires sont nécessaires telles que la spec-
trométrie de masse couplée a la mobilité ionique ou encore la spectrométrie de masse
2D FTMS. La premicre repose sur la séparation des ions en phase gazeuse aprés leur
formation dans la source d’ionisation. Les ions dirigés dans un dispositif de dérive, his-
toriquement un tube de dérive, subissent 1’action combinée d’un champ électrique et de
collision avec des molécules de gaz. Dans la mesure ou des isomeres obéissant a une
certaine formule brute peuvent posséder des sections efficaces de collision sensiblement
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différentes, leur temps de parcours peut €tre significativement différents et permettre
leur séparation. La spectrométrie de masse en tandem de type 2D FTMS assure quant a
elle, I’obtention de cartes ou I’une des dimensions est associée aux ions moléculaires
et/ou pseudo-moléculaire et I’autre aux ions fragmentations produits apres leur activa-
tion généralement par absorption multiphotonique de photons infra-rouge ou par cap-
ture ou transfert d’électrons. Cette technique récente a la particularité de ne pas devoir
recourir en préalable a ’activation a une sé€lection de 1’ion parent. Il est ainsi possible
de réaliser dans des temps raisonnables de I’ordre de quelques dizaines de minutes a
quelques heures I’ensemble des spectres de fragmentation des ions produits par analyse
de milieux complexes. Un traitement lourd, long et coliteux en temps de calcul est ce-
pendant nécessaire pour la réalisation des cartes.

La plus grande part des composants associ€s a la fraction particulaire des MSS
décrits dans cette étude sont des especes hétéroaromatiques, qui ne représentent qu'une
fraction de la composition des MSS. En effet, les méthodologies utilisées dans ce travail
ne mettent pas en évidence les hydrocarbures et les hydrocarbures aromatiques, ainsi
que les composants inorganiques. Pour étre sensible aux composants du MSS faible-
ment polaires, la photoionisation a la pression atmosphérique peut présenter un intérét
considérable.

L'application de la méthodologie proposée a I'étude de MSS de cigarette présen-
tant des différences de morphologie (filtre de nature différente), de composition (pré-
sence d’agents de saveur) ou d’origine a démontrer qu’il est possible d’obtenir par ce
biais des informations pertinentes sur les paramétres qui sont en mesure d’affecter si-
gnificativement la composition des MSS. La nature et I’origine du tabac sont bien évi-
demment des parametres importants mais il a pu étre démontré que la morphologie du
filtre tout comme la présence d’agents de saveur solide comme les clous de girofle af-
fectent d’une fagcon plus importante encore la nature et la distribution des composés
inhalés par un fumeur actif.

Au-dela de la description de la diversité moléculaire de la phase particulaire des
fumées de cigarette, il conviendrait d’en évaluer la toxicité au regard de ces informa-
tions moléculaires. A ce titre des tests de toxicité chronique ou de toxicité aigué pour-
raient étre entrepris. Il sera cependant nécessaire dans ce cadre de mettre en place et de
valider des méthodes d’extraction et de fractionnement efficaces ne modifiant pas la
nature des composé€s extraits pour mener a bien cette recherche.
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Résumeé et Abstract

La fumée de cigarette est un aérosol complexe constitué¢ d’une phase gazeuse et d’une
phase particulaire. Elle est issue de la combustion et de la pyrolyse des différents ingrédients
de la cigarette lors de son fumage. Sa toxicité est intimement liée a sa composition chimique
et a son comportement dans l'organisme. L’étude de la phase gazeuse a conduit a de nombreux
travaux, celle de la phase particulaire est bien moins documentée. Cependant, la composition
de la fraction particulaire présente de fortes différences en fonction de type de fumée considé-
rée (fumée inhalée, exhalée,...). Une grande partie des travaux qui traitent de 1’analyse de cette
fraction particulaire correspond a des approches ciblées ne s’intéressant qu’a certains composés
comme la nicotine, les HAP ou les amines aromatiques.

L’objectif de ce travail de thése a été d’approfondir notre connaissance de la composi-
tion chimique de la matiére particulaire des fumées de cigarette inhalées par le fumeur actif
(MSS). La démarche entreprise est celle d’une analyse non-ciblée assurant la mise en évidence
du plus grand nombre possible de constituants de la fumée de cigarette. L’étude de I’influence
de la nature du filtre (normal ou de type O-ring), de la présence ou de I’absence d’additifs
(agents de saveur) et de 1’origine géographique de la cigarette sur la nature et la distribution
des composés présents dans la maticre particulaire a également pu étre menée.

Un préalable a cette étude a ét¢ la mise en place d’une méthode répétable de fumage
des cigarettes et de collecte de la phase gazeuse et particulaire. A cette fin, une machine a
fumer, a été congue de maniére a prélever les particules et les composés organiques volatiles
ou COV des MSS pendant une simulation de fumage. La procédure de fumage de cigarette
adoptée respecte la norme ISO 4387. Les particules sont collectées sur un filtre de quartz alors
que les COV sont piégés sur un charbon actif. Apres chaque prélevement, les COV adsorbés
sur le charbon actif sont extraits par le dichlorométhane. Ce solvant est également employé
pour réaliser 1’extraction des composés présents dans les particules de MSS. Parmi les COV,
les BTEX (benzene, tolueéne, éthyl-benzene, ortho- méta- et para-xyléne) ont été choisis comme
traceurs de la phase gazeuse. La nicotine a été retenue comme traceur de la phase particulaire.
L’analyse des BTEX est menée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectromé-
trie de masse (GC/MS), celle de la nicotine par couplage de la chromatographie gazeuse avec
la spectrométrie de masse en tandem (GC/MS/MS). La variation de la concentration obtenue
pour ces différents traceurs sur huit réplicats est de I’ordre de 7 a 20%. Elle est jugée suffisam-
ment basse pour que les méthodes de fumage et de prélevement employées soient jugées répé-
tables. L analyse non-ciblée de la maticre particulaire est menée directement et sans prétraite-
ment sur les filtres de collecte par désorption/ionisation laser (LDI) ou en étudiant les extraits
apres évaporation du dichlorométhane et resolubilisation dans le méthanol par électro-nébuli-
sation (ESI). De maniere systématique, un spectrometre de masse a résonance cyclotronique
des ions a transformée de Fourier (FT-ICR MS) est employé. La trés haute résolution et la trés
haute précision sur la mesure des rapports m/z de cet instrument sont en effet requis pour I’exa-
men de ces échantillons extrémement complexes.

La complémentarité des analyses LDI et ESI pour I'analyse de la fumée de cigarette a
pu étre établie. Les analyses ESI assurent la détection des composés les plus polaires comme
ceux possédant un groupement pyridine ou pyrrolidinyl. Celles menées par LDI apparaissent
plus sensibles aux espéces hétéro-aromatiques poly-condensées. L’ensemble des résultats ob-
tenus montre 1’influence de la morphologie de la cigarette, de son origine et de la présence
potentielle d’agents de saveur (clou de girofle) sur la composition chimique de la matiere par-
ticulaire des MSS.
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Résumeé et Abstract

Abstract

The cigarette smokes are complex mixtures, composed of a gaseous phase and a partic-
ulate phase. They are generated by the combustion and the pyrolysis of the cigarette ingredients
(tobacco, additive and paper). The toxic effects of cigarette smoke are directly correlated with
its chemical composition as well as the morphology of the aerosol itself. The composition of
the particulate (aerosol) fraction is still only partially described and the relationship with the
nature of the cigarette smoke (inhaled, exhaled,...) poorly documented.

The aim of this thesis is to increase our knowledge of the chemical composition of the
particulate matter of the cigarette smoke inhaled by an active smoker (MSS). The used ap-
proach is a non-targeted analysis ensuring the detection of as many as possible of the cigarette
smoke constituents. The study of the influence of the nature of the filter (normal or O-ring
type), the presence or absence of additives (flavoring agents) and the geographical origin of
the cigarette on the nature and the distribution of the compounds present in the particulate
matter was also carried out.

For this purpose, a smoking machine has been designed to collect particulates and vol-
atile organic compounds (VOCs) from mainstream cigarette smoke (MSS) during a smoking
simulation procedure. The adopted cigarette smoking procedure respects the ISO 4387. The
particles are collected on a quartz filter while the VOCs are trapped on an activated charcoal.

After sampling, the VOCs adsorbed on the activated charcoal are extracted with di-
chloromethane. This solvent is also used to extract the compounds present in the MSS particles.
Among the VOCs, BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, ortho- meta- and para-xylene) were
chosen as tracers for the gas phase. Nicotine was retained as tracer of the particulate phase. The
analysis of BTEX is conducted by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS)
and the nicotine by gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry (GC/MS/MS).
The variation of the concentration obtained for the different tracers for eight replicates is rang-
ing from 7 to 20%. This is low enough to consider that the used smoking and sampling methods
are repeatable.

Non-targeted analysis of the particulate matter is carried out without pretreatment by
laser desorption/ionization (LDI) mass spectrometry of the MSS collected on quartz filter or
by electrospray (ESI) mass spectrometry of dichloromethane extracts after its evaporation and
the solubilization of MSS components in methanol. A Fourier transform ion cyclotron reso-
nance mass spectrometer (FT-ICR MS) was systematically used. The very high resolution and
the very high accuracy measurement achieved by this instrument is required for the examina-
tion of such extremely complex samples.

The complementarity of LDI and ESI ionization for the analysis of the particle cigarette
smoke compounds was established. The ESI analyses evidenced polar compounds and compo-
nents with a pyridine group and LDI ensured the detection of poly-condensed hetero-aromatic
species. All the results obtained in this study showed the influence of the morphology of the
cigarette, of its origin and the presence of flavoring agents (cloves) on the chemical composi-
tion of the particulate matter of the MSS.
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