N

N

Exposition humaine aux perturbateurs endocriniens par

inhalation: caractérisation de la contamination de Dair

intérieur par analyses chimiques et biologiques in vitro
Stéphanie Laborie

» To cite this version:

Stéphanie Laborie. Exposition humaine aux perturbateurs endocriniens par inhalation: caractérisa-
tion de la contamination de l’air intérieur par analyses chimiques et biologiques in vitro. Santé. Ecole
pratique des hautes études - EPHE PARIS, 2015. Francais. NNT: 2015EPHE3059 . tel-02099667

HAL Id: tel-02099667
https://theses.hal.science/tel-02099667
Submitted on 15 Apr 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02099667
https://hal.archives-ouvertes.fr

&
<, ¢ .
N

»,'0»!;’/ Ecole Pratique

e ”
€¥%%* des Hautes Etudes
v

Mention « Systemes intégrés, environnement, biodiversité »

Ecole doctorale de 1’Ecole Pratique des Hautes Etudes
UMR 7619 METIS / Laboratoire Hydrologie et Environnement

Exposition Humaine aux perturbateurs
endocriniens par inhalation

Caractérisation de la contamination de I'air intérieur
par analyses chimiques et biologiques in vitro

Par Stéphanie Laborie

Thése de doctorat specialite Chimie, Environnement et Santé

Sous la direction de M. Marc CHEVREUIL, Directeur d’études

Soutenue le 27 Novembre 2015

Devant un jury composé de :

Mme Armelle BAEZA Professeur, UMR 8251, Université Paris Diderot Rapporteur

M. Luiz Felippe DE ALENCASTRO Maitre d’enseignement et de recherche, CEL, EPFL Rapporteur

Mme Barbara LEBOT Professeur, UMR 1085, EHESP Examinatrice
Mme Corinne MANDIN Chef de division, Centre Scientifique et Technique du Batiment Examinatrice
Mme Elodie MOREAU-GUIGON Maitre de conférences, UMR 7619, EPHE Invitée

M. Marc CHEVREUIL Directeur d’étude, UMR 7619, EPHE Directeur de thése

Mme Lucie OZIOL Maitre de conférences, UMR 8079, Université Paris-Sud Encadrante



@ @ @ @ Except where otherwise noted, this work is licensed under
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/



Remerciements

Je tiens a remercier Madame Armelle BAEZA et Monsieur Luiz Felippe De Alencastro qui ont
accepté de juger ce travail en tant que rapporteurs et Mesdames Barbara Lebot et Corinne Mandin
pour avoir accepté de participer a ce jury de thése en qualité d’examinatrices et pour 1’intérét qu’elles
ont porté a mes travaux. Je souhaite remercier mes encadrants de thése: Marc Chevreuil et
Lucie Oziol, pour m’avoir fait confiance pour mener a bien ce projet pendant ces trois années. Je

remercie également la Région Ile-de-France pour avoir financé ce doctorat.

Au cours de ces trois années, j’ai eu la chance d’étre trés bien entourée, aussi bien sur le plan

scientifique que personnel, par de nouvelles connaissances ou par des ami(e)s de longue date.
Je tiens a remercier....

...toute 1’équipe du Laboratoire Hydrologie et Environnement de ’'UMR METIS : Fabrice pour ta
disponibilité, les longues conversations scientifiques quand cela ne voulait pas fonctionner et surtout
les nombreux trajets en voiture (Chatenay, Orsay, INERIS...) on a bien bougé! Annie pour ta
gentillesse, ton aide incroyable tout au long de cette thése, ton écoute et toutes les discussions que 1’on
a pu avoir au labo quand on était en attente. Catherine pour ta disponibilité, ton intérét pour mes
travaux et tes nombreuses questions, pour les discussions également. Elodie, Marie-Jeanne, Martine,
Héléne, Aurélie (c’est définitivement une équipe de filles) pour avoir su m’écouter et vous rendre
disponibles pour m’apporter un regard nouveau sur mes travaux quand j’en avais besoin, pour les

corrections et relectures en tout genre.

...le groupe Santé-Publique Environnement au sein de 1’équipe Ecologie des Populations et des
Communautés (UMR 8079) de 1’Université Paris-Sud, ma deuxiéme équipe (méme si je ne suis pas
venue souvent...) : Maya et Viviane pour avoir pris le temps de m’expliquer toutes les manips de
biologie cellulaire (ce n’était pas gagné au départ) et pour les derniéres analyses avec Anne-Sophie.
Sara, Noureddine, Jérémie, Jérbme, Tania et Monsieur Yves Lévi, je vous remercie également pour
m’avoir trés bien accueillie et intégrée dans votre équipe. J’aurais finalement réussi a échapper aux

Catherinette. ..

...toutes les personnes qui m’ont, & un moment donné, apporté une aide précieuse : 'UMR 8079
Ecologie, Systématique et Evolution pour votre prét de I’ASE quand celle de notre laboratoire était
en panne. Cela aura été un vrai plaisir de travailler quelques jours avec vous. A Monsieur
Nicolas Creusot (et a I’INERIS) pour nous avoir prété votre EZ-2 sans lequel je n’aurais jamais pu
terminer cette thése mais également pour avoir accepté de s’occuper de nos échantillons car nous

étions trop loin.



...’ensemble du personnel de I’'UMR METIS : Nora, Valérie et Nadine pour votre disponibilité et
votre réactivité pour toutes les démarches administratives et les commandes. Bénédicte et Christophe
pour votre aide lors de mes quelques problemes informatiques. Aurélien Baro, Jean-Marie Mouchel,
Pierre Ribstein, et tous les autres pour votre accueil au sein de METIS.

...le groupe de la « cantine » (je n’ai pas trouvé mieux) : Marie S., Antsiva, Sylvain, Paul (avant ton
épopée Singapourienne), Adrien (avant ton départ pour I’Inde), Vincent, Nicolas, Ludovic, Anne et

Florence pour nos discussions toujours trés enrichissantes pendant la pause du midi.

...mes co-bureau : Marie, Bahar, Alexia pour nos « conversations de filles », nos délires, votre
écoute pendant les périodes difficiles, vos conseils allant de ma nouvelle couleur de cheveux a des
discussions scientifique sérieuses. Ces trois années a vos cOtés resteront un trés bon souvenir pour
moi. Marie, a I’heure ou j’écris ces mots, tu n’es pas encore devenue Rouennaise mais cela ne saurait
tarder, le bureau va étre drélement vide sans ton coin « salle de bhain » et ton « coin cuisine ». Bahar,
merci beaucoup pour tous ces moments ou tu as écorché des mots. Je garde de trés bon souvenir de
conversations sérieuses ou les rires n’étaient pas loin a cause d’un mot mal utilisé. Je te rassure, tu

parles trés bien Frangais...

...le groupe « Café ? » : Nejla, Raphael, Benjamin et Cyril pour tous ces midis ou le temps passait
vite avec vous a rigoler. Nejla, ta candeur et ton goiit pour les petits coeurs/papillons me feront
toujours beaucoup rire. Je te remercie pour toutes les « actu people » du labo quand je n’étais pas 1a,
pour ton écoute quand j’en avais besoin et j’en passe. Raphael, merci pour toutes tes histoires
incroyables, tes sites/video/gif... débiles mais drdles, pour tes gateaux (toujours délicieux) et ton
écoute dans mes moments « marseillaise » comme tu dirais... Benjamin et Cyril, pour toutes les

discussions films, foot et jeux vidéo, on aura bien rigolé.

...mes anciens collégues : Maryline, Man, Boudiaf, Martine, Franziska pour votre soutien et votre
aide tout au long de ces trois années. J’ai encore du mal a imaginer que cela fait déja trois ans que je
suis partie. Vous avez toujours était présents pour m’offrir un café et me conseiller quand j’en avais

besoin et je vous en remercie.

...mes copines de restau : Solenn, Fanny, Sandrine pour ces trés bons moments ol vous m’avez

permis de décompresser. Ces petits restau entre filles restent de trés bon souvenir et c’est pas fini !

...Rémi. Tout d’abord pour avoir été un super tuteur de stage qui m’a permis d’avoir confiance en mes
compétences (cette thése n’aurait pas été la méme sans ¢a), pour avoir accepté d’évaluer mon travail a
mi-parcours, pour tes nombreux conseils (sur ma publication, sur mon travail...) qui ont trés souvent
apporté une valeur ajoutée a mon travail, pour avoir toujours été disponible et présent lorsque j’en
avais besoin, pour m’avoir accueillie dans ton service pour me préter le speedvac (méme si on n’a pas
pu aller au bout des manips) et étre retourné un peu au labo avec moi, pour les restau avec les filles et

j’en passe... merci.



...mes amies du sud : Camille, Dédé, Minette, Marion, Jair et Jo. Durant toutes ces années, vous
avez été la pour moi, vous m’avez soutenue, fait de belles surprises, fait beaucoup rire et toujours cru
en moi. Et méme portée a bout de bras jusqu’a la thése (c’est bien ce que je devais écrire non ?). Et

pour ¢a je vous remercie. Une nouvelle page se tourne pour moi et je sais que vous serez toujours la.

...mes ami(e)s de la région Parisienne : Camille, Margaux, Farah, Marine, Paul et j’en oublie plein.
Merci pour votre soutien, les petites soirées bien sympas et vos délires. Méme si on se voit moins
souvent (surtout pour certaines qui sont a Londres...) je pense a vous et je sais que VOUS Serez toujours

présents.

...mes « deuxiéme familles » : Les Hadidi et les Febvre : en premier lieu mes « best », j’ai nommé
« Sis » et « Tips » pour votre amitié intacte depuis des années, pour votre présence dans tous les
moments importants de ma vie, pour votre écoute, et tous les instants géniaux que 1’on a pu passer
ensemble depuis que je vous connais. VVos parents : Hélene, Farid, Francine et Jean-Pierre pour tout
ce que vous avez fait pour moi. Pour les vacances passées avec vous quand je venais 1’été, pour
m’avoir accueillie chez vous comme un membre de votre famille et pour votre aide pendant les années
difficiles. Je ne vous remercierai jamais assez. Les fréres et sceur : Alexandra, je te remercie de
toujours penser a moi et de me considérer comme un membre de ta famille. Quentin et Guillaume

pour toutes les discussions et votre présence, merci.

...ma maman et ma sceur. Je vous dédie cette thése. Vous avez toujours cru en moi, souvent plus que
moi-méme. Sans vous, je ne serais jamais allée aussi loin dans les études. Vous avez su m’écouter, me
soutenir, accepter que je ne puisse pas beaucoup étre disponible. Les moments avec vous sont toujours
les meilleurs, notamment avec nos parties de trivial poursuit, les soirées a chanter comme des
casseroles, les rigolades quand maman réponds mal aux questions, les blagues « trace de doigt » de
Marine... On revient de loin et ’avenir ne sera que meilleur. A mon pére qui, je sais, aurait été tres

fier de mon parcours.

...Abderrazak. Pour ton soutien infaillible au cours de ces trois années de thése (je sais que je n’ai
pas toujours été facile), pour m’avoir remonté le moral un nombre de fois incalculable, pour nos
discussions scientifiques de 23h, pour tous les moments passés avec toi, pour la fierté que je peux voir

dans tes yeux et pour ton amour.






Table des matieres

TABLE DES FIGURES .....ccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieeissiiiissiessssssiirssssssssssssinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnss IX
TABLE DES TABLEAUX ......coiiiiiiiiitiiiiiiiiininnssiissiiisssasssisssiinmssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss Xi
ABREVIATIONS ......eovereerrereesesessssessesessssessssssessssessssessssssssssessssessssssssssessssessssssssssensssessesesssssensssensosessssssenssses X
INTRODUCGTION ....ccoviiiiiiiiiieeititteteeeieeeeteeeeeeeeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
CHAPITRE 1. CONTEXTE GENERAL.......ccoovvtttttmimmmmmmnnnnnennnnmmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
1. LES HORMONES SEXUELLES ET THYROIDIENNES .. etttttteeeeesiietteeeeseseiatteeeesssasasnseneeessssssnsenseesesssssssnsseasessssssnnees 9
1.1 Mode d’action des réCePteUrs NUCIEQITES ...........cccuueeeceeeeesrieeeesiieeetceeeesee e e et eeesitaaaeseaaeeseaeeaees 10

1.2 LS NOIMNONES SEXUBIIES ......oooeveeeeieeeeee ettt e et e e et e e ettt e e s st e e e s staaeeasseaessastessenees 11

1.21 Structure et effets biologiques des principales hormones stéroidiennes.........coccoeeveevereerenieeneneenienne 11

1.2.2 LES rECEPLEUIS QUX OBSEIOZENES ...euvitieirerteeuterteetesteeutesteestesseetesbesstesseeusesseessesseessesbeesbenseensesseessensesnsensenns 13

123 Les récepteuUrs aUX aNOIOZENES ......ccccuiieiiiieeeiteeeeteeeeeteeeeitteeeetreeesbeeeestaeeesssesesabaseaasteeesnsseeessesesasseeeans 13

1.3 LeS hormones tRYroii@NNES.............cccuveevueeeiieieiieiee ettt ettt ettt s e enanees 14

13.1 Structure et effets biologiques des hormones thyroidiennes...........coccvvieeiiiiiciiec e, 14

1.3.2 Récepteurs aux hormones thyroidiENNES .........cocuiiieiiiririiereee ettt see e 15

2. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS ...evvvvuuueeeereeussneiereeeresssnnaeseesssssssnnseseessssssnnsseessssssssnnseesessssssnnnesesssssssnnnnnsees 15
2.1 DBJINIEION ..ottt et ettt a e et enat e ettt e ate b e e naee s 15

2.2 Découverte de la perturbation @NAOCIINIENNE .............ccccouveieeiieeeeiiieeeeceeeeecieaeesteeeeesaeeeesiaaaaesireeaas 16

D R Y/ [ Yo (-2 i [o1 1 Lo B OSSPSR 17

2.3.1 Perturbation du transport NOrmMONal ........c.eiiiiiiiiii et e e s seaeeeas 17

2.3.2 Perturbation de I'activité transcriptionNElle ........c.covieeiieeii e 17

233 Perturbation de I’"homéostasie hormoNale........ccc.iiiiiiiiiiiieeee e 19

2.4 Les effets SUSPECLES CREZ 'HOMME ........cccuveveeeieeeeeeeeeee ettt e e ettt e et e e staa e s arteaesenaaassssees 20

2.4.1 Troubles de 12 rePrOAUCTION .....ccciiii ittt e e ta e e s sab e e e sbeeeestaeeeabeessabeeesnsteeannsne 20

2.4.2 Troubles du métabolisme et du déVeloPPEMENT ......coccuiiiiiiiie e 21

2.5 LS OULIIS A'BLUAC [N VItIO....eveeveeeiiesiieeeiiiesie ettt ettt ettt et stte ettt s sttesstseesata e bsessassesssaenaseeses 22

25.1 TEST A TAISON .ttt et st e s et et e s bt e et e e sab e e b e e et e e nhr e et eenb e et e e nareebeesnnes 23

2.5.2 Test de Proliferation CEIIUIAINE .....cuiiiiiiieceeee et e s e e e s e e e teesnseeneeenes 23

253 TSt @ TrANSACTIVALION .ecuvtiiiieitietee ettt sttt sa e et esab e be e sab e e sbbesabeessteebeesabesabeenanes 23

2.5.4 ANalyse dirige Par 185 DIO-ESSAIS .....cuiiiiiiiieiiiiie ittt see e et e e e b e e e st e e e b teeeesabeeesbaeeenrreeaennne 25

3. LA POLLUTION ATMOSPHERIQUE ...cciiiiiiuiiiiinesiiiiiiiier e e iiiin e e s sabas st e s s s abaa s s e e s s s saabaas s e e e s e saabaaaseseesssnnnnnns 26
3.1 LE SYSLOIME IESPIIATOIIE ...oeeeveeeeeeeeeee e et e e e e e ettt e e ettt e e st e e et aasaassaasasseaesasseaaenassssenanseaessaseeen 27

3.2 Effets sanitaires de la pollution QtMOSPAEIIGUE ............ccc.veeeeeceeeeeeiieeeeeieeeeceeeeseeeesteaeseteaessreeas 28

3.3 Valeur guides de quAlIte de I'Qir INTEIIGUL...............cccueeeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeceaeesteaaeesreaeeeteaeeereeaan 30

4. PRESENTATION DES COMPOSES PE ETUDIES ..ccuvviiiiiriieiiiiie ittt st e s s ssnne e snaee e 30



4.1 Propriétés PRYSICO-CRIMIGUES............eeeeeeeeeeeeeieeee e e et e e e e ettt e e e e e ettt aaaeeessssssanaaeeesasssssenaaaaean 30

4.1.1 [T =T 0 1 o T o £ PRRRPR 31
41.1.1 Y1127 o] o<1 aTo 3P 31

41.1.2 Les alkylphénols POIYETNOXYIES .........coiicuiiiiiiiie e e et e e e s e e e s sataeeean 32

4.1.2 Les diélectriques et retardateurs de flamme organochlorés ...........ccoccvevieeiieei e 32
41.2.1 [ o TN oo T g ToTerY el [ e [o o I Tor= Y o 1< U 32

41.2.2 Les polybromodiphénylEthers...........cooiiiii i et ba e e e saae e 33

4.1.2.3 Le tétrabromobiSPhENOI-A .......c.c.oo ottt et e e e enes 34

4.12.4 Les polychlorobiph@nyles (PCB) ........eccueeiieeiiesieerieesteeste et seeee et e et esteesaeeenseessaeeseessseenneesnnas 34

4.1.3 LS MUSCS SYNTNETIGQUES ...veiiiiiiiiiiiee ettt e e e e et e e eabe e e e bt e e e eabaeeesabaeeenstaeeesbeeesasaeeensseeeans 36

4.1.4 LES CONSEIVALEUIS ..ceiieiiiiiteee e ettt e e e ettt e e e e sttt e e e s et r et e e e e e s e ssseeeeaesesnseeteeeseasnsseeeeeesasnnneneaeesannnnnnnne 37
4141 [ 1 g ol (o 1= Yo U PUPPRRPPPO 37

4.1.4.2 LS PArADENES .ottt ettt et et e et e e e et e e e eabe e e e taee e eab e e eabaeeeaateeeeabeeeebaaeeaaraeeans 37

4.15 Les hydrocarbures aromatiques POlYCYCHIQUES ......cooeirieiiiieiienieeiee et e 37

4.1.6 [ o T=T ol o L= PP P PP PRVPIOTRRRPRPRPRINE 39

4.1.7 (o] 1 ] =T o € TP SP PR 39
41.7.1 LS PRLAIALES ..t st r e s e e e e nnnes 39

4.1.7.2 LE DISPRENOI A ..ttt b e b ettt ae et bt sae et saeenaeeas 40

4.2  Effets perturbateurs endOCrin@NS iN VItrO .............ccccueeeeeeiuieeeiiieeeeiiteeeeeeeeeeeiieaessiteaaeessesessssaeessseeas 41
4.3 Utilisations et réglemMentations .............c.cocueeruieerieesieenie ettt ettt ettt e naee s 43
CHAPITRE 2. DEMARCHE EXPERIMENTALE........ccooovvtiiiiiiiinnntiiinisinssensnssssssssssessssssssssssssessssssssssnes 47
1. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS D’AIR 1veeuvtteutveesuetessresssesenseesssesensesessesesssssssesensessnsssesssssssssesssssnssssnsessnsesesessnns 49
O Y 1 (=X N (=4 { (o [ TSP 49
1.2 Echantillonnage des phases gazeuse et PArtiCUlQIre..............coeecueeeeecveeessciiieeesieeeecieeeeseeeeseieaeeaes 49

2. PREPARATION ET TRAITEMENT DES EXTRAITS D'AIR uvvtevveeuuteruueesueeessaeessesesseesssesessessnsesssssssssesessesnssssnsessssesenassns 51
2.1 Préparation des extraits par extraction accélérée par SOIVANT..............ccoveeeeveeeesiieeeeeiiieeeecieeeesirennn 51
2.2 Traitement des extraits pour analyses biologique et ChimiQUEe.............cccoevecveeeeecviieeeeiiireeciieeeeieenn, 52
2.3 Fractionnement des extraits pour 10 démarche EDA .............cccueeeeeueeeeeiiieeecieeeesiieeessieseseseesssseeens 53
2.4 Développement des méthodes de fractionnement PoUr I'EDAL.............cccueeeeeeeeeeciieeeeesiieeeecieeeesiennn 55
2.5 TrQiteMENT AES fIOCLIONS ......vveeeeeeeeeeeeeeeeee et e st e ettt e e et e e ettt e e e et e e e e asaaesstseaaesstsesenssssasesassnaan 61

3. ANALYSE CHIMIQUE DES EXTRAITS DE PHASES GAZEUSE ET PARTICULAIRE ...vveeeeureeeseereeessseesenseeesssssnessssseesssssenesnnnns 62
3.1 Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem................... 62
3.1.1 Parabénes, TBBPA, tricloSan @ HBCD .......uueiiiiiiieiiiieee e ceiteeeee e eetttee e e e e e etae e e e s e e saaraee e e s e s sensbeneeesseesnnnnens 62

3.1.2 PN o aT=T g Yo = = S 63

3.1.3 AIKYIPNENOIS BTNOXYIES ....eiiniiiiieiiiie et e st e et e e sbb e e e sabaeesssteeeeabeeesabeeesnsseaasnsne 65

3.2 Analyses par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse................cccuueeun..... 65
3.2.1 Y I T oY a1 d 1= A o [0TSR P SPTPP 65

3.2.2 o] 0= TSP 66

3.2.3 (@7 o114 2 T34 T [ PRSP PPPRP 66

3.24 HAP e e st e e e e a e e e e e s e bt e e e s s sbbbaee 67

Vi



3.3 Analyses par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en tandem................ 68

3.3.1 O T o T T =T 3= o 115 Vo =T = 68

3.3.2 [ 21 PP UT PP PPRPPPUROPOt 68

3.4 EXPIeSSiONS AES FESUILALS. .......oveeeeeeeesieieeeeet e ette e ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e s sseaeastseaaesassesesanssesesaneees 68

4., VALIDATION DU PROTOCOLE ANALYTIQUE .ccettererererererererererererererererererererererererererererereterememererererererereterererererereren 69
4.1 Validation de la méthode de prélevement .................ooveeeviiemieesiieiiieiiee ettt 69
4.2  Evaluation de la performance analytiQUE ...............cc.ueeeecueveeeceeeeeiiieeeeeeteeecaeaeesteeaeesteaessiseaaesreeas 73
4.3 Détermination de I'incertitude du protocole analytique par plan d’expérience emboité complet..... 75

5. ANALYSES BIOLOGIQUES ..uuvveeesurtesesureeesssseeessseessssseeessssseessssssesssnsssesssssesessnssesssssssesssssseesssssnssssseesssssenessnnns 78
5.1 MOABIES COIUIRIIS.........ooeeeieeieeiiiesiieet ettt ettt ettt ettt ettt tte et e e sata e btessatsebneensneenses 78
5.1.1 Perturbation cestrogénique : teSt IMELN .......ccccuiiiiiiiiiiiie ettt e va e e e ste e e e sab e e e sbaeeesaeaeeean 78

5.1.2 Perturbation androgénique : teSt MIDA-KD2 .........ccuviiiiiiiiiiiie ettt e st e e ebae e e saaneeea 78

5.1.3 Perturbation thyroidienne : test PC-DR-LUC.......c..coiutriiiiriieieeniteeieeeie ettt s sneesreesneesane e 79

5.2 Protocole de mesure de I'activité transcriptionNelle ...............ccoeeecvveeeeeeieeeeiiieeesiieeeesireeeeeiiaeesieeens 79
5.3 TrQIte@mMeNt AES FESUILALS. ......uveeeeeeeeeeeieeeeet ettt e et e et e sttt e e sttt e s e ste e e s asteaesssteaesasseaessnseneas 81
CHAPITRE 3. ETUDE DE LA CONTAMINATION DES HABITATS .....coiiiiiimtreiiiininsnnnensiisssssnnsseesssssssssnes 83
1. CARACTERISATION DE LA CONTAMINATION PAR ANALYSE CHIMIQUE ...ceuveeririenireerrieereesreesreesneesnee e sneesaneesanee s 85
1.1 Recherche de l'origine des émissions et des sources potentielles ..............cccocceevveeevcevenveencivencueennnen. 87
1.2 Etude de la contamination dans les lieux de Vie iNtEriQUIS. .............cecveeeeecveeeesiieeeeiiieesiieeessieaensans 89
1.2.1 Les plastifiants (Phtalat@s €T BPA) .....cc.ueiiiiiieeiiiee ettt ettt e ettt e e et e e e e tbe e e sbaeeeesteeeeabeeesnbaeeeansnaeans 92

1.2.2 Les muscs synthétiques (galaxolide et tonalide)........ccccveeiiecee i e 93

1.23 Les composés issus de processus de CoOMBUSEION (HAP) ......oocueirieerieeieerieeee e e see e see e e 94

1.2.4 Les tensio-actifs (AP €1 APEOD)....ccuii i i eciie ettt e ettt e et e e ette e e et e e e ette e e eateeeetaeeeeabaee e steeeeareeeeraeeeanreaeaas 95

1.2.5 Les pesticides (cyperméthring et INAAne) .........cccveeiieiiiiecii ettt e et e e re e aeereesane e 96

1.2.6 Les conservateurs (Parab@nes et triCloSaN) .....cuicccuiieiiiie ettt et e e e narraeean 96

1.2.7 [T TT] Yot o o [UT=T 2 1= ) SRS RRPSPRPR 97

1.2.8 Les émissions iNdUSErielles (HCB €1 PECB) .....cccevuereeiirierienieeiesieetesteete e ste st et e st et sbe st e stessaessesnneseeens 98

1.29 Les retardateurs de flamme (PBDE, TBBPA €t HBCD)......ccccutevueerieenieeeieesieerieeseeenieeseeeseeeesseesseeenseesnneenne 98

1.3 Répartition des contaminants entre la phase gazeuse et la phase particulaire de I'air intérieur....... 99

2. EVALUATION DE L'EXPOSITION HUMAINE AUX PE DANS LES DIFFERENTS LIEUX DE VIE....uvtesuveeserrersreenereesueesseeesneenanes 101
3. CARACTERISATION DE LA CONTAMINATION PAR ANALYSE BIOLOGIQUE .....vveeeeereeeerurreeesreeesensreesssssnsssssseeesssssessnnnns 104
3.1 Potentiel cestrogénique des eXtrAItS A QIl.........cccueeeeeueeeeeeiieeeeeie et ecteee st esee e e esae e e esaaa e 104
3.2 Potentiel perturbateur anti-androgénique des extraits d’air ................ccooueeeeeveeeeeiieeeeeiieeeeireeeennn, 105
3.3 Potentiel perturbateur thyroidien des extraits d’Qir .............ccccoueeeveeeeeciieeeeciie e e eeieeeesea e 107

4, COMPARAISON DE LA QUALITE DE L'AIR INTERIEUR CARACTERISEE PAR ANALYSES CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE IN VITRO ...... 109
5. CHOIX DU SITE POUR CARACTERISER LA CONTAMINATION DE L’AIR INTERIEUR PAR LA METHODE EDA ........c0cevvierreenee. 112
CHAPITRE 4. ANALYSE DIRIGEE PAR LES BIO-ESSAIS......cccoorrttiiiiiicinnnreeneiiscsssnnseessssssssssssnsssssssssssnns 115
1. CARACTERISATION DES EXTRAITS D’AIR DEDIES A UANALYSE EDA .....uviiiiiieiiieiiie sttt sttt 117

vii



1.1 Protocole de préparation des eXtraits A’ Qil ..............eeeeeeeeeciuieieei et e e e e e e teereaaa e e e e 117

1.2 Analyse chimique des extraits d’air issus des 6 Prélevements.............ccoeevueeeesiiveeesiieeesiieeessiienenns 118

1.3 Analyse biologique des extraits d’air issus des 6 Prélevements ...........cccccveeeecveeeesiiveeesiiveeeesivenenns 121

2. ANALYSE EDA DES EXTRAITS D'AIR ..eeuuteeiteeueeesiteesueeesuteesuseesaseesuseesaseesmseesaseesmseesaseesnseesaseesnseesaseesnseesaseesnseens 123
2.1 Analyse chimique de I'extrait poOl et SES fraCtiONS ........cccveveeeevieeiiiieeeiiieeeeieeeeieeessee e siiee e 123

2.1.1 Evaluation des rendements obtenus aprés fractionnement et évaporation..........cccceeecvveeiriieeeeiieeeennen. 124

2.1.2 Analyse chimique des fraCtIONS ......cccveecieecee e ece ettt e e e et e s ee e teesaaeesneeereessneeseesseeesenas 126

2121 FractionnNemMEeNt L......coocuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 126

2.1.2.2 FractionnNemMENTt 2......coiiiiiiiiiiiiiiciit e 129

2.2 Analyse biologique de I'extrait pool et SeS fraCtions .............cccceeevueeeveersiieesiieiiiesie et 133

2.2.1 Potentiel cestrogénique du pool et des fractions .........cccceeeciiiiiiiiiiiiiiee e e 133

2.2.2 Potentiel androgénique du pool et des fractions..........ceecveeciieiiesiee e 137

2.2.3 Potentiel anti-androgénique du pool et des fractions .........ccceeeeciiiieiiieciiieccecee e 140

2.2.4 Recherche d’effets par la voie des glucoCOrtiCOIdES ........oeieviiiiieiiiiiieiiec e e 143

3. IDENTIFICATION DES COMPOSES RESPONSABLES DES EFFETS PE....ccuuiiiiiieiiiiiiieiee ettt 147
3.1 Relations dose-réponse sur cellules MELN des extraits et fractions aCtives.............cccccoueeeevvveennnnn. 148

3.2 Relations dose-réponse sur cellules MDA-kb2 des extraits et fractions actives.............cccccccvveeun... 152
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES......ooniiiitiinntiiinitiinieiiseneiissneeiessnesissstessmsseesenssessssssesesssssee 155
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........coiiiiiiiittiiittiiieteiniseneissnesisssnessessnesessssessessssessssssesesssseene 161
4 0\ D0 € D 183

viii



Table des figures

Figure 1. Mode d’action des récepteurs NUCIEAITES ..........uvriieiiieiieiie e 11
Figure 2. Structure des principales hormones StEroTdieNNeS ..........ccoceovrerierinennereeee e 12
Figure 3. Structure des hormones thyroidiENNES .............cooiiiiiiiie e 15

Figure 4. Exemple de courbes dose-réponse avec calcul d’EC50 pour évaluer I’effet d’un ligand par

rapport  I’actiVite d’UN FECEPLEUL ....vviiiviiiiitie sttt b e sb et e e sbbe e s be e e nbne e e 18
Figure 5. Principe du test de transaCtiVation .............ccoociiiiiiieieiee s 24
Figure 6. Schéma de 1’appareil 1€SPITatoire. ........c.veverieeinririeri s nne s 27

Figure 7. Profondeur de pénétration des polluants dans les voies respiratoires en fonction de leur taille

............................................................................................................................................................... 28
Figure 8. Structure des alKyIPhENOIS ...........cveiiiiiii e 32
Figure 9. Structure des alkylphénols pOlYEtNOXYIES............ccoiiiiiiiiiiee e 32
Figure 10. Structure des trois principaux stéréoisomeres de PTHBCD .........cccoiiiiiiiiiiinciccee 33
Figure 11. Structure générale des PBDE..........c.ccoiiiiiiiiie ettt st sre et sre s 33
Figure 12. Structure du TBBPA ........coe ettt sttt s be bt s re et s be e e nbeeres 34
Figure 13. Structure genérale des PCB..........cocoiiiiiiriiieiieeseesie e 35
Figure 14. Structure du trICIOSAN .........coiiiiiiieieeees e 37
Figure 15. Structure des parab@nes BTUAIES ..........cocviiiieiie i 37
Figure 16. Structure des HAP ELUIES .........ccveiiiiiicce ettt st 38
Figure 17. Structure des pPestiCides ELUAIES. ........ccvirririiiieireere e 39
Figure 18. Structure des phtalates EtUAIES ..........coeiieiireiiri s 40
Figure 19. Structure du DISPhENOL A ........ovii e et 40
Figure 20. Schéma du systéme de prélévement actif ... 51
Figure 21. Schéma de la démarche EDA MiSe €N PIACE...........ccovriiiiiiiiiiieieee e 54
Figure 22. Temps de rétention de chaque composé lors du fractionnement 1 ..........cccooovvvveiiiiiincninns 57
Figure 23. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 1(F1) lors du fractionnement 2....... 58
Figure 24. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 2 (F2) lors du fractionnement 2...... 59
Figure 25. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 3 (F3) lors du fractionnement 2...... 60
Figure 26. Droite de calibration de la Cypermeéthring...........ccoceoiveiiiiieneieeee e 67

Figure 27. Distribution (en % moyen) des composés cibles extraits de I’air entre les 2 cartouches en

série (Al et A2) de résine XAD-2 et le filtre QMA .......ooi i 73
Figure 28. Rendement d’extraction des composés a partir des matrices adsorbantes, la résine XAD-2 et
le filtre QMA (en % de 12 MASSE OPEEL) .....cvereeueieieiieieieie ettt 75
Figure 29. Schéma du plan d’expérience emboité complet choisi pour 1’analyse de I’incertitude ....... 76

iX



Figure 30. Ratio intérieur/extérieur des concentrations en familles de composés selon les saisons..... 89

Figure 31. Variation saisonniére de la contamination des phases gazeuse et particulaire des quatre
JHEUX T8 VI 1ottt sttt ettt e et et s be e se e be e st e teete e besbeene e besaeententeeneenreares 90

Figure 32. Concentrations totales (phases gazeuse et particulaire) moyennes (en ng.m=) en familles de
COMPOSES dANS 1" AIT TNEETICUT ......vevveiisieeie sttt sr e e sr e e r e ennenre e 90

Figure 33. Répartition des composés étudiés entre les phases gazeuse / particulaire de 1’air intérieur, et
selon les saisons pour la cyperméthrine et PHBCD .........cccooiiiiiiiiiiiicccee e 100

Figure 34. Potentiel cestrogénique (moyenne * écart-type en pg.m= éq. E2) des phases gazeuse et
particulaire de I air TEETICUN .........ceviiiiee st sreenr e e nenre e 105

Figure 35. Potentiel anti-androgénique (moyenne + écart-type en pg.m= éq. FLUT) des phases gazeuse
et particulaire de 17air INTETTEUN ........cvii ittt sb e 107

Figure 36. Potentiel thyroidien (moyenne + écart-type en pg.m? éq. T3) des phases gazeuse et
PArtiCUlAITe de DPAIT INEETICUL .. .viiuiiivi et e sttt sttt sttt et e be e sbe e sbeesbbesabesnbeenbeesbeesbeeneeeas 108

Figure 37. Potentiel cestrogénique des phases gazeuse et particulaire de la créche selon les saisons :
extraits comparés aux melanges a fagon correspondants (composés en mélange selon leur teneur dans
(o g Lo UL =N U 11 [ SRS 111

Figure 38. Potentiel thyroidien des phases gazeuse et particulaire de la creche selon les saisons :
extraits comparés aux mélanges a fagon correspondants (composés en mélange selon leur teneur dans
(o g Lo UL =N U 11 [ SRS 112

Figure 39. Variation de la contamination des extraits de phases gazeuse et particulaire entre les 6
prélévements successifs de [’air de 1a créche. ........coooiiieiiiiici 121

Figure 40. Comparaison du potentiel cestrogénique observé dans la créche entre les prélévements de
I’hiver 2013-2014 et hiver/printemps 2014 ........ooiiiiiiiiie e 122

Figure 41. Variation du potentiel cestrogénique des extraits de phases gazeuse et particulaire entre les 6
prélévements successifs de 17air de 12 CrECNE .........ccoiiiiiiiiiie e 122

Figure 42. Taux de recouvrement des composés apres fractionnement analytique d’un extrait pool a

L= 100 OSSPSR 126
Figure 43. Concentrations en composés dans les trois fractions issues du fractionnement 1. ............ 128
Figure 44. Concentrations en composés dans les neuf sous-fractions issues du fractionnement 2. .... 130

Figure 45. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et fractions F1,

Figure 46. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-fractions
(000 g 1= o] 1o T =t TSRS 136

Figure 47. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et
SOUS-Tractions COMMESPONUANTES. .......c.viuiitiriiitereetei ettt sttt sb ettt st sbe e 137

Figure 48. Potentiel androgénique des échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et fractions F1,



Figure 49. Potentiel androgénique des échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-fractions
(ot g 1= o] 10 T =t TSR 139

Figure 50. Potentiel androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et sous-
Fractions COITESPONUANTES .......cviii ittt s b e e te e besae et e sbeeabesreeteesresreeneenreens 140

Figure 51. Potentiel anti-androgénique des échantillons du fractionnement 1: pool, pool FR et
L (o 10 Sl R o e T 141

Figure 52. Potentiel anti-androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-
Fractions COTESPONUANTES .......cviiieiiiti ettt et s b e et e e besreestesteeaeesreeteesresreeneenreans 142

Figure 53. Potentiel anti-androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et
SOUS-Tractions COMMESPONUANTES. .......c.eiuiiririiiterieret ettt srennen e 143

Figure 54. Potentiel agoniste sur cellules MDA-kb2 d’échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR
et F1, en présence ou en absence de 100 NM de mMifépriStone...........ccccvevvevviieie i cccse e 144

Figure 55. Potentiel agoniste sur cellules MDA-kb2 d’échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et
sous-fractions correspondantes, en présence ou en absence de 100 nM de mifépristone ................... 146

Figure 56. Relation dose-réponse du pool et du pool FR sur cellules MELN (effets agonistes) ........ 148
Figure 57. Relation dose-réponse du pool FR et de la F1 sur cellules MELN (effets agonistes)........ 149
Figure 58. Relation dose-réponse de la F1 et de la F1 FR sur cellules MELN (effets agonistes)....... 150

Figure 59. Relation dose-réponse de la F1 FR et des sous-fractions F1-1, F1-2 et F1-3 sur cellules
MELN (EFfEtS AQONISIES) ...vvivviiiitieiieite ettt sttt sttt st e st e s teese e besae e b e steeseesbeeseesbesneeneesreans 151

Figure 60. Relation dose-réponse de la F1 et de la F1-1 sur cellules MDA-kb2 (effets agonistes et
ANMTAGONISTES) ...tttk b e bbbt bbbt bbb s e R bRt b bbbt et b e bbb b n e 152

Xi



Table des tableaux

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques des molécules EtUdIBES .........ccevvvvicieiiiiene s, 31
Tableau 2. Nomenclature des PBDE GtUAIES...........ooiiriiiiieirieiieesieese s 34
Tableau 3. Nomenclature des PCB tUAIES .........cccoiiieiriiiiieirieieese s 35
Tableau 4. Structure des muscs SYNhEtIQUES ETUAIES ..........ecveieiieiiece e 36

Tableau 5. Potentiel PE in vitro des composés étudiés: effets perturbateurs de D’activité

transcriptionnelle des récepteurs NUCIEAIreS NOTMONAUX ..........ooveveieirreisise e 41
Tableau 6. Utilisations et réglementation des micropolluants tUTIEs ............ccoceoverieiieinicneeieiee 43
Tableau 7. Caractéristiques des systémes d’échantillonnage ...........cccoovvviirinineieicicieceesee s 51
Tableau 8. Gradient de phase mobile du fractionnement 1 en HPLC semi-préparative ....................... 55
Tableau 9. Gradient de phase mobile du fractionnement 2 en HPLC semi-préparative ....................... 55

Tableau 10. Temps de collection et composition en eau et MeOH de chaque fraction en HPLC semi-

PIEPAIALIVE ... vttt ettt ekttt bbb b b e bbb e h e bRt e b e Rt b et b et bt b bbb n s 61
Tableau 11. Comparaison des abondances de la transition de quantification pour le BPA, I’octylphénol
et le nonylphénol (50 NG dans 18 VIal). ......ccvoviiiiieic e 64
Tableau 12. Concentrations (en ng.m=) des composés PE étudiés dans le bureau en fonction de la
vitesse de circulation de la phase gazeuse a I’intérieur des cartouches de résine XAD-2..................... 71
Tableau 13. Table ANOVA utilisée pour le calcul des iNCErtitudes .......c.ccvvvvrvieienierese s, 77

Tableau 14. Incertitudes calculées a partir du plan d’expérience emboité complet par type de composés
et par phase atMOSPNETIUE ........oviuiiiiieieetee bbbttt ettt 77

Tableau 15. Concentrations totales (phase gazeuse + phase particulaire) moyennes (en ng.m?) en
composés dans 1’air, par SAISON €t PAL TIEU .......eieieiiiiiiiie et 86

Tableau 16. Ratio intérieur/extérieur des concentrations en HAP en fonction de leur volatilité .......... 89

Tableau 17. Concentrations totales (phases gazeuse et particulaire) moyennes (en ng.m) en composés
Loy s A TV g 1153 6 (=111 ST RSOOSR 91

Tableau 18. Apport quotidien en composés (ng.kg™.jour?) par inhalation estimé pour I’adulte et le
JEUNE ENFANT (3-36 MOIS)...ccuiiitiiieiiite ittt ettt e st e et e st e s teebesbeeseesbesaeeseestaeseesbeereesresreas 102

Tableau 19. Comparaison des apports quotidiens (ng.kg™.jour?) en composés par inhalation et
(1T T=2S1 X [] o TSP P SO SR UR TP 103

Tableau 20. Concentrations moyennes en composés (ng.m=3) dans les extraits de phases gazeuse et
particulaire issus des 6 prélévements d’air de la créche (moyenne * écart-type, N=6) ..........c.cc.c..... 119

Tableau 21. Concentrations moyennes en composés (ng.m) dans les extraits de phases gazeuse issus
des 6 prélevements d’air de la créche (moyenne + écart-type, N=6) ........coevrerirersenneneesee s 124

Tableau 22. Résumé de la composition en composeés des fractions et sous-fractions.............cc.ccc.e.... 132

Tableau 23. Résumé des effets perturbateurs endocriniens observés dans les fractions et sous-fractions.

xii



Abréviations

AhR : Aryl Hydrocarbon Receptor
AHTN : Tonalide

AP : Alkylphénol(s)

APEO : Alkylphenol(s) Ethoxylé(s)
APCI
lonisation
APEO : Alkylphénol éthoxylé
AR : Androgen Receptor

Atmospheric  Pressure Chemical

ASE : Accelerated Solvent Extraction

BA : Bleu Alamar

BaP : Benzo(a)Pyrene

BPA : Bisphénol A

Butyl-P : Butyl Parabéne

CBG : Corticosteroid Binding Globulin

CEE : Communauté Economique Européenne
CITEPA : Centre Interprofessionnel Technique
d’Etudes de la Pollution Atmosphérique
COSV : Composés Organigues Semi-\olatils
DCM : Dichlorométhane

DDE : Dichlorodiphényldichloroéthyléne
DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane

DES : Diéthylstilbestrol

DHT : Dihydrotestostérone

DMSO : Diméthylsulfoxyde

El : (Estrone

E2 : 17B—cestradiol

E3 : Estriol

EC50 : Effective Concentration 50 %

EDA : Effect-Directed Analysis

El : Electron Impact

EPA : Environmental Protection Agency

Eq. E2 : Equivalent E2

Eq. FLUT : Equivalent Flutamide

Eq. T3 : Equivalent Triiodothyronine

Xiii

ER : Estrogen Receptor

ERA : Elément de Réponse aux Androgénes
ERH : Elément de Réponse aux Hormones
ESI : Electrospray lonisation

Ethyl-P : Ethyl Parabene

FLUT : Flutamide

GC : Gas Chromatography

GC/MS : Gas Chromatography/Mass
Spectrometry
GC/MS/MS
Mass Spectrometry

Gas Chromatography/Tandem

GR : Glucocorticoid Receptor
HAP
Polycyclique(s)

Hydrocarbure(s)  Aromatique(s)
HBCD : Hexabromocyclododécane

HCB : Hexachlorobenzene

HEQ : Hormone Equivalent

HHCB : Galaxolide

HPLC : High-Performance Liquid
Chromatography

HSP : Heat Shock Protein

IC50 : Inhibition Concentration 50 %

IUPAC :
Applied Chemistry

International Union of Pure and

LC : Liquid Chromatography

LC/MS/MS : Liquid Chromatography/Tandem
Mass Spectrometry

LC-UV : Liquid Chromatography-Ultraviolet
LD : Limite de Détection

Log Kow : Coefficient de répartition octanol-
eau

LQ : Limite de Quantification

LUC : géne rapporteur & la Luciférase

MeOH : Méthanol



Méthyl-P : Méthyl Parabéne

MIF : Mifépristone

NH4O0H : Hydroxyde d’ammonium
NP1EO : Nonylphénol Monoéthoxylé
NP2EO : Nonylphénol Diéthoxylé
NP : Nonylphénol(s)

NPEO : Nonylphénol(s) éthoxylé(s)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OP1EO : Octylphénol Monoéthoxylé
OP2EOQ : Octylphénol Diéthoxylé

OP : Octylphénol(s)

OPEO : Octylphénol(s) éthoxylé(s)
PBDE : Polybromodiphénylether(s)
PCB : Polychlorobiphényle(s)

PCB-DL : Polychlorobiphényle(s) Dioxin-Like

PE : Perturbateur(s) Endocrinien(s)
PeCB : Pentachlorobenzéne

Xiv

PLE : Pressurised Liquid Extraction
POP : Polluant Organique Persistant
Propyl-P : Propyl Parabéne

PSE : Pressurised Solvent Extraction
PXR : Pregnane X Receptor

RAR : Retinoic Acid Receptor

RE : Response Element

RLU : Relative Luminescence Unit
RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire
SHBG : Sex Hormone Binding Globulin
SPE : Solid Phase Extraction

T3 : Triiodothyronine

T4 : Thyroxine

TBBPA : Tétrabromobisphénol A

TR : Thyroid Receptor

TSP : Total Suspended Particles

UV : Ultraviolet



Introduction






Introduction

Avec ’industrialisation, la production de produits chimiques et leur introduction dans
I’environnement ont fortement augmenté. Au cours des derniéres décennies, les preuves se
sont accumulées concernant les effets potentiellement néfastes de 1’exposition aux
contaminants environnementaux. En effet, les étres vivants sont exposés de facon chronique a
une multitude de composés présents en mélange, a des concentrations faibles, dans I’eau
(Cailleaud et al., 2007 ; Chevreuil et al., 2009), I’air (Albinet et al., 2007 ; Abdallah et al.,
2008) et I’alimentation (Biles et al., 1997 ; Dam et al., 2012). Ces contaminants de
I’environnement peuvent représenter un danger sanitaire qui peut étre de nature perturbateur
endocrinien (PE) de par leur capacité a altérer la reproduction, le développement et
I’homéostasie hormonale (Hotchkiss et al., 2008). Mais, dans des conditions d’exposition
réelles, ce danger reste difficile a estimer en raison des effets interactifs potentiels entre
molécules (effets « cocktail »). Ces effets peuvent dépendre non seulement de la nature des
composés, mais aussi de leurs concentrations dans le mélange (Silva et al., 2002 ; VVandenberg
et al., 2012). En conséquence, il est difficile d’identifier quels sont les contaminants a

I’origine des effets toxicologiques observés pour un mélange de micropolluants.

L’inhalation représentant une voie d’exposition chronique et passive aux polluants de I’air
ambiant, appréhender les effets sanitaires d’une exposition aux polluants atmosphériques
demeure une préoccupation importante en santé publique. Du reste, la communauté
scientifique s’est beaucoup intéressée aux effets sanitaires de la pollution de I’air ces dernieres
années, mais en se focalisant essentiellement sur ceux de 1’air extérieur (Brunekreef et
Holgate, 2002 ; Mannucci et al., 2015). Pourtant, il est estimé qu’un adulte passe en moyenne
au moins 80 % de sa vie a I’intérieur de locaux ou I’air ambiant est souvent plus contaminé
qu’a I’extérieur (Wallace et al., 1985 ; Moreau-Guigon et Chevreuil, 2014). Plusieurs études
ont également montré que 1’environnement intérieur peut étre une source d’exposition a
certains contaminants notamment aux composes organique volatils (Brown et al., 1994), ou a
la fumée de cigarette (Matt et al., 2004 ; McAuley et al., 2012). Cependant, tres peu d’études
se sont intéressées a la contamination de 1’air intérieur par des composés organiques semi-
volatils (COSV) (Barro et al., 2009 ; Garcia-Jares et al., 2009). Les composés PE peuvent
ainsi contribuer a la pollution de 1’air en raison de la semi-volatilité¢ de la majorité d’entre eux.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer I’accumulation croissante des contaminants dans les
environnements intérieurs : le développement rapide de nouveaux matériaux de construction
ou meubles, I'utilisation toujours plus importante de produits de consommation et la

diminution de la ventilation pour limiter les pertes d’énergie (Weschler, 2009). La
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caractérisation de la multi-contamination de I’air intérieur par des composés PE représente

donc un enjeu sanitaire important.

Pour apprehender les risques sanitaires liés a une exposition a des contaminants de
I’environnement, il importe d’une part de caractériser le danger inhérent a cette
contamination, et d’autre part de quantifier précisément celle-ci dans les vecteurs d’exposition

pour I’Homme.

De nombreux protocoles analytiques ont ainsi été développés pour la quantification des
COSV dans D’air intérieur. Pour la plupart, le protocole de préparation de I’échantillon est
souvent long, pouvant étre multi-étapes, et consommant de grandes quantités de solvant,
comme c’est le cas par exemple lors d’une extraction a I’aide d’un Soxhlet (Harrad et al.,
2006 ; Batterman et al., 2009). La majorité de ces études ont analysé une ou deux familles de
contaminants ayant des propriétés physico-chimiques proches (Fromme et al., 2004 ;
Abdallah et al., 2008). Les protocoles développés pour analyser un plus grand nombre de
composés utilisent des étapes de préparation de 1’échantillon longues ou collectent des
volumes d’air trop faibles pour permettre la quantification de composés présents a faibles
concentrations dans la matrice prélevée (Rudel et al., 2003, 2010). A I’heure actuelle, aucune
méthode multi-résidus n’existe pour la quantification de composés PE présents dans 1’air
intérieur a de faibles niveaux, et ce, pour les deux phases atmosphériques (phase gazeuse et
particulaire). De plus, a notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée aux effets
perturbateurs endocriniens de I’air intérieur, ni a I’identification des contaminants

responsables de ces effets.

Dans ce contexte, notre objectif a été de développer une méthode bio-analytique innovante
pour caracteriser le danger inhérent a la multi-contamination de 1’air intérieur, en couplant

’analyse chimique de contaminants a des mesures biologiques d’effets PE.

La premiére phase de notre approche a consisté a caractériser la contamination de I’air et les
effets PE associés dans différents locaux. Quatre lieux de vie ont ainsi été comparés : un
bureau, un appartement, une maison pour étudier 1’exposition de la population générale, mais
aussi une créche pour considérer celle d’une population sensible (les enfants). Soixante-neuf
molécules, PE avérés ou suspectés, ont été recherchées dans les phases gazeuse et particulaire
de T’air. De propriétés physico-chimiques tres diverses, elles sont regroupées en plusieurs
familles : pesticides, dielectriques, retardateurs de flamme, plastifiants, bactéricides, muscs

synthétiques, tensio-actifs ou composés issus de processus de combustion. En paralléle, le
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potentiel PE des phases atmosphériques de 1’air a été mis en évidence a 1’aide de bio-essais

cellulaires in vitro.

La caractérisation chimique et biologique de la contamination de 1’air des différents habitats a
ainsi permis de sélectionner le site présentant le potentiel PE et/ou la contamination les plus
élevés. Une méthodologie innovante appelée « analyse dirigée par les bio-essais » a alors été
mise en ceuvre pour ce lieu de vie, afin d’identifier les composés ou familles de composés a

I’origine des effets PE observés.

Ce projet permettra d’apporter de nouvelles données quant a I’exposition des populations a la
contamination aérienne dans les habitats. Il devrait en outre permettre de générer des
connaissances sur les « effets cocktail » de composés en mélange, et pourrait également
mettre en évidence ou confirmer le potentiel PE de certaines molécules. A interface entre la
caractérisation du danger et 1’évaluation des expositions, ce travail contribuera in fine a

identifier les priorités d’actions relatives a la réduction des émissions de PE.

Pour répondre a ces questions, ce mémoire est organisé en quatre chapitres. Le premier
chapitre présente le contexte général du projet de doctorat, ainsi qu’une description des
contaminants étudiés. Le second chapitre est consacré a la démarche expérimentale,
comprenant une description du choix, du développement ou de la validation de la
méthodologie employée pour la caractérisation du danger PE de I’air intérieur. Le troisieme
chapitre expose et compare les résultats des analyses chimiques et biologiques de 1’air
intérieur, pour chaque lieu de vie et pour chaque phase atmosphérique. Enfin, les résultats
issus de la mise en ceuvre de 1’analyse dirigée par les bio-essais seront présentés dans le

dernier chapitre.
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Chapitre 1 — Contexte général

Avec ’industrialisation, la production de produits chimiques et leur introduction dans
I’environnement ont fortement augmenté. Certains de ces composés peuvent agir comme des
PE qui perturbent la signalisation des hormones du systéme endocrinien.

Des ¢études épidémiologiques suggerent une association entre 1’augmentation de 1’exposition
aux produits chimiques et le développement des principaux maux causés par un monde
industrialisé : problémes de reproduction, cancers hormono-dépendant et maladies
métaboliques comme 1’obésité ou le diabete de type 2. Cependant, cette association est encore
débattue et les mécanismes sous-jacents a la perturbation endocrinienne et au développement
de maladies sont encore loin d’étre totalement compris (Swedenborg et al., 2009).

En 1993, Colborn et al. ont souligné qu’une grande quantité de produits chimiques possédant
des propriétés de PE a été libérée dans I’environnement depuis la Seconde Guerre Mondiale.
IIs ont émis I’hypothése que I’exposition a ces composés pendant la période prénatale ou post-
natale pouvait provoquer des dommages permanents et irréversibles sur la faune et ’Homme.
Avant de décrire le concept de perturbation endocrinienne, il est important de présenter les
hormones endocrines impliquées dans les systemes hormonaux principalement touchés par les

PE, ainsi que leurs modes d’action.
1. Les hormones sexuelles et thyroidiennes

Le systeme endocrinien est composé d’un ensemble de glandes qui sécreétent des hormones
agissant sur de nombreuses fonctions métaboliques telles que la reproduction, la croissance, le
développement, et le comportement des étres vivants.

Ces hormones sont libérées dans le sang et agissent comme des messagers chimiques. Une
hormone peut étre polypeptidique (formée de nombreux acides aminés et hydrosoluble) ou
stéroide (formée a partir du cholestérol et liposoluble). Elles sont présentes en tres faibles
concentrations dans le sang (ng ou pg.L™), et leur taux circulant est variable et finement
régule.

Les hormones endocrines engendrent la majorité de leurs effets via la voie des récepteurs
nucléaires. Ceux des hormones sexuelles et thyroidiennes font partie de la superfamille des

récepteurs nucléaires.
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1.1 Mode d’action des récepteurs nucléaires

Comme leur nom I’indique, les récepteurs nucléaires agissent au niveau du noyau cellulaire

ou ils régulent la transcription des génes.

Le mode d’action qui conduit a la régulation de la transcription génique diffeére selon les
récepteurs (Figure 1). Certains récepteurs, tels que les récepteurs aux androgenes (androgen
receptor, AR), aux cestrogenes (estrogen receptor, ER), aux glucocorticoides (glucocorticoid
receptor, GR), ont une localisation cytoplasmique en association a des protéines chaperonnes
inhibitrices. L’inhibition est levée par les ligands des récepteurs qui vont induire leur
activation et leur translocation dans le noyau (récepteurs de type I/I1l). D’autres récepteurs,
tels que le récepteur aux hormones thyroidiennes (thyroid receptor, TR) peuvent se trouver
sous forme inactivée directement au niveau du noyau, associés aux éléments de réponse de
leurs genes cibles et a des co-répresseurs (récepteurs de type I1). La fixation d’un ligand a son
récepteur induit un changement conformationnel au niveau du domaine de fixation au ligand,
ce qui conduit a une dissociation des protéines chaperonnes ou des co-répresseurs, et parfois a
une dimérisation des récepteurs (c’est-a-dire la formation d’hétérodimeére ou d’homodimere).
Dans le cas des récepteurs cytoplasmiques, la fixation d’un ligand entraine une libération du
signal de localisation nucléaire autorisant la translocation du complexe dans le noyau et sa
fixation a I’ADN. Puis, le recrutement de co-activateurs provoque la transcription du géne
cible et I’activation de la machinerie transcriptionnelle. Plusieurs études ont présenté les
différents mécanismes d’action de ces récepteurs (Mangelsdorf et al., 1995 ; Smirnov, 2002 ;
Sever et Glass, 2013).
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Figure 1. Mode d’action des récepteurs nucléaires (source : Sever et Glass, 2013)
1.2 Les hormones sexuelles

Les hormones sexuelles d'origine gonadique sont des stéroides dérivant du cholestérol. Elles
interviennent dans l'apparition des caractéres sexuels primaires et secondaires, et dans la

régulation de I'activité sexuelle.
1.2.1  Structure et effets biologiques des principales hormones stéroidiennes

Les principales hormones stéroidiennes chez la femme sont les cestrogenes et la progestérone.
Les cestrogénes sont des hormones synthétisées principalement dans les ovaires. On retrouve
I’cestrone (E1), le 17B-cestradiol (E2) et I’cestriol (E3). Chez I’homme, la principale hormone
qui favorise le développement normal masculin est la testostérone. La Figure 2 présente la

structure des principales hormones steroidiennes.
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Progestérone

(Estrone Testostérone

Figure 2. Structure des principales hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes sont de petites molécules et leur transport plasmatique nécessite
un couplage avec une protéine de transport qui est plus ou moins spécifique. Il en existe

plusieurs types :

e Deux protéines spécifiques de haute affinité et de faible capacité de transport :

— la corticosteroid binding globulin (CBG), ou transcortine, liant les progestatifs et

glucocorticoides ;
— la sex hormone binding globulin (SHBG) liant I’cestradiol et la testostérone.

e Une protéine non-spécifique, 1’albumine, qui lie avec une faible affinité tous les

stéroides, mais qui présente une tres grande capacité de transport.

Il est & noter que seule la fraction libre de I’hormone est active au niveau des cellules cibles.

Chez les mammiferes, les cestrogénes exercent des effets biologiques essentiels a un grand
nombre de processus physiologiques. Bien qu’ils soient principalement associés a la
reproduction chez les femmes, leur importance sur le systéme reproducteur masculin et sur
certains phénomeénes non liés a la reproduction (comme I'état du systeme cardio-vasculaire et
la formation des 0s) a aussi €té établie. La progestérone est quant a elle principalement
impliquée dans le cycle menstruel, la grossesse et I’embryogenese chez les femmes. Chez
I’homme, la testostérone contrdle I’apparition des caractéres sexuels secondaires (Voix,
pilosité), la sécrétion des gonadotrophines et facilite la spermatogenése ainsi que la

maturation des spermatozoides.
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Pour rappel, les hormones stéroidiennes engendrent la majorité de leurs effets biologiques en
se liant a des récepteurs nucléaires au niveau des cellules cibles, et induisant ainsi leur activité

transcriptionnelle.
1.2.2  Les récepteurs aux cestrogénes

L’isoforme o du récepteur des cestrogenes (ERa) a été mis en évidence dans tous les tissus
cibles impliqués dans la reproduction mais aussi dans les os, le foie et certaines régions du
cerveau. En I’absence d’hormone, ce récepteur est intégré au sein d’un complexe constitué de
protéines de choc thermique ou heat shock protein (HSP) et d’immunophilines. La liaison de
I’hormone provoque la dissociation du complexe, 1’homodimérisation des récepteurs qui
deviennent alors capables de se lier aux séquences d’ADN spécifiques. Une deuxieme forme
du récepteur (ERB) a également été identifiée (Mosselman et al., 1996). Ce récepteur est
principalement retrouvé dans le colon, les cellules épithéliales de la prostate, les testicules, les
ovaires, la moelle épiniére, les glandes salivaires et certaines régions du cerveau (Dahlman-

Wright et al., 2006). E2 est considéré comme une hormone agoniste du récepteur ER.

Bien que les récepteurs ER partagent un certain degré d’homologie, en fonction de I’isoforme
impliqué, du contexte cellulaire et de 1’espéce, les réponses transcriptionnelles induites
peuvent varier, les récepteurs présentant des affinités différentes pour les ligands qui les
activent alors avec des efficacités différentes (Escande et al., 2006 ; Dang et al., 2011). 1l est
notamment important de considérer ces différences lors de 1’évaluation de I’effet des PE sur
les individus exposés afin de prendre en compte les différences a 1’échelle moléculaire ou
cellulaire pouvant étre a l’origine d’une réponse biologique différente a 1’échelle de
I’individu.

1.2.3  Les récepteurs aux androgénes

Sous forme inactive, le récepteur AR associé a des protéines HSP est localisé dans le
cytoplasme. La fixation du ligand va permettre sa translocation, son homodimérisation et
I’activation des genes cibles apres fixation aux éléments de réponse aux androgeénes (ERA).
Ces récepteurs sont principalement exprimés dans les testicules mais aussi dans la prostate, le

cerveau, les glandes surrénales et I’hypophyse (Gao et al., 2005).

Parmi les stéroides, la testostérone représente un cas particulier quant a son mode d’action,
car elle se comporte dans la plupart des tissus cibles comme une pré-hormone, qu’une 5 o-
réductase cytoplasmique transforme de facon irréversible en dihydrotestostérone (DHT).

C’est la DHT qui est alors I’hormone active. C’est ce qui se passe au niveau de la peau et du
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tractus génital. En revanche, le muscle strié, en particulier celui des cordes vocales, a pour
effecteur hormonal la testostérone elle-méme (Gao et al., 2005). Chez le feetus c’est la

combinaison de testostérone et de DHT qui produit la différenciation sexuelle (Sharpe, 2006).
1.3 Les hormones thyroidiennes

1.3.1  Structure et effets biologiques des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes, a travers leur interaction avec des récepteurs nucléaires
spécifiques, interviennent dans la régulation de la croissance somatique, le métabolisme, le
développement du cerveau ainsi que dans d’autres fonctions vitales de 1’organisme (Creusot,
2011). Elles jouent également un réle important dans les ovaires et les testicules, notamment
au cours du développement chez les males (Cooke et al., 2004). De plus, elles ont une grande
importance dans le développement du feetus, par exemple le développement du cerveau est
dépendant d’un niveau constant d’hormones thyroidiennes. Il a longtemps été considéré que
la translocation des hormones thyroidiennes a travers la membrane cellulaire avait lieu par
diffusion. Cependant, au cours des dernieres décennies, des études cliniques ont démontré que
les hormones thyroidiennes traversaient les membranes cellulaires a 1’aide de transporteurs
(Visser et al., 2008). Les protéines de liaison plasmatique des hormones thyroidiennes sont la
Thyroxine Binding Globulin (TBG), la Thyroxine Binding Prealbumin ou transthyrétine
(TTR) et ’albumine. Chez ’homme, dans les conditions physiologiques, les fractions de T4
liées a la TBG, a la TTR et a I’albumine représentent respectivement 70 a 75 %, 20 a 25 % et
5 a 10 % (Schussler, 2000). Abe et al. (2002) ont effectué une revue de la littérature des
différentes avancées scientifiques sur la caractérisation des transporteurs des hormones

thyroidiennes.

Les hormones endogénes du récepteur thyroidien sont la thyroxine (T4) et la triiodothyronine
(T3). T4 représente 90 % des hormones thyroidiennes. T3 provient pour 20 a 30 % de la
thyroide et pour 70 a 80 % de la transformation périphérique de T4 en T3, ce qui permet de
considérer T4 comme une pro-hormone de T3 (ldelman et Verdetti, 2000). La Figure 3

présente les structures de la T3 et de la T4.
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Figure 3. Structure des hormones thyroidiennes

1.3.2  Récepteurs aux hormones thyroidiennes

Chez les mammiferes, il existe 5 isoformes du récepteur TR (al, a2, B1, B2, B3). La diversité
moléculaire des différents récepteurs TR souléve la question de savoir si les différentes
isoformes du récepteur ont des fonctions distinctes ou communes. L’observation de
différentes isoformes en fonction des tissus suggere un réle pour chaque isoforme. Cette
possibilité est appuyée par des variabilités spatio-temporelles de 1’expression des différentes
isoformes dans le systeme nerveux embryonnaire et post-natale (Bradley et al., 1992).
Cependant, des études d’inactivation génique fournissent des preuves in vivo que les
différentes isoformes du récepteur TR peuvent avoir aussi bien des activités spécifiques que

similaires entre eux (Cheng et al., 2010).
2. Les perturbateurs endocriniens

Depuis plus d'un demi-siécle, la preuve des effets de type hormonal des produits chimiques
présents dans 1’environnement est apparue chez les poissons, la faune et les humains (Colborn
et al., 1993). Cette activité fut découverte longtemps apres que ces produits chimiques aient

été libérés dans I'environnement.
2.1 Définition

La définition d’un PE reste encore sujette a controverse. Mais la plus communément acceptée
par la communauté scientifique est celle de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) qui
décrit ces composes comme des « substances exogenes qui altérent le fonctionnement du
systéme endocrinien et par conséquent causent des effets néfastes sur la santé d’un organisme

intact, de sa descendance ou d’une sous population » (IPCS/WHO, 2002). Les perturbateurs
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endocriniens constituent de ce fait une classe de composés définie non pas par leurs propriétés
physico-chimiques, mais par leur action biologique.

2.2 Découverte de la perturbation endocrinienne

L’idée qu’une substance présente dans 1’environnement puisse interférer avec le systeme
hormonal des vertébrés est apparue suite a certaines observations chez des oiseaux en lien a
une exposition a des pesticides : une diminution de 1’¢closion des ceufs chez plusieurs especes
d’oiseaux engendrée par le pesticide dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT); un
développement anormal du systeme reproducteur chez les embryons de goélands ; des
anomalies pour des ceufs collectés dans leur habitat naturel semblables a celles observées pour
des ceufs exposés au DDT en laboratoire (Fry et al., 1987). De méme, la diminution de la
reproduction des alligators et des tortues dans le lac Apopka en Floride pourrait étre liée a un
déversement dans I’cau de Kelthane, une préparation de pesticides contenant du
dichlorodiphényldichloroéthyléne (DDE) (Guillette Jr et al., 1994). Mais dans la majorité des
cas, la diminution de la reproduction et les signes de féminisation ou de démasculinisation
observés dans la faune n'ont pas pu étre attribués qu’a un seul contaminant. En effet, 1’analyse
chimique des contaminants environnementaux auxquels cette faune est exposée a bien
souvent révélé une contamination du milieu par plusieurs composés, dont certains sont connus

pour avoir une activité de type hormonal (Colborn et al., 1993).

L'insecticide DDT fut le premier produit chimique libéré intentionnellement dans
I’environnement dont les effets PE furent observés chez I’ Homme : en 1949, les aviateurs
ayant épandu du DDT sur des cultures ont montré une diminution de la quantité de

spermatozoides (Singer, 1949).

Deux décennies plus tard, les travailleurs d'une usine de production de I'insecticide
chlordécone présentaient une perte de libido, des symptomes d’impuissance et une faible
numération des spermatozoides (Guzelian, 1982). Ces cas d'exposition professionnelle ont
conduit la communauté scientifique a confirmer in vivo chez I’animal ces effets PE des

pesticides suspectés chez I’Homme (Beard, 1999 ; Kojima et al., 2004).

Entre 1945 et 1971, des millions de femmes enceintes ont suivi un traitement a base de
diéthylstilbestrol (DES) pour prévenir les risques de fausses couches. Ce produit a été mis sur
le marché en France en 1948 sous le nom de distilbéne et a été administré aux femmes

enceintes pendant pres de trois décennies. Il a été retiré du marché en 1971 aux Etats-Unis,
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puis en 1977 en France. En effet, en 1971, Herbst et al. ont montré une sur-représentation
d’une forme trés rare de cancer du vagin, I’adénocarcinome a cellules claires, chez les filles

des femmes ayant pris du DES.

Concernant 1’axe thyroidien, des déficits des fonctions cognitives observés chez des enfants
pourraient résulter de modifications des taux d’hormones thyroidiennes pendant la grossesse
de la mére, et étre méme engendrés par des concentrations plasmatiques en thyroxine
Iégerement basses (Pharoah et al., 1984 ; Haddow et al., 1999 ; Pop et al., 2003). Ainsi,
considérant que des changements, méme mineurs, dans I’homéostasie hormonale thyroidienne
peuvent affecter le développement neurologique du feetus, une exposition de I’Homme a des
contaminants environnementaux pourrait donc affecter le fonctionnement de 1’axe thyroidien,
notamment chez des populations sensibles (femmes enceintes, foetus, nouveaux-nes, jeunes

enfants), ou celles qui présentent un déficit alimentaire en iode.

Malgré les premieres spéculations considérant que les produits chimiques de I'environnement
peuvent agir comme des analogues des hormones thyroidiennes (McKinney et Waller, 1994,
1998), peu d'études ont étayé cette hypothese jusqu'a récemment. Plusieurs revues rapportent
qu'un large éventail de produits chimiques auxquels les humains sont susceptibles d’étre
exposés peuvent produire des effets complexes sur la signalisation des hormones
thyroidiennes (Walkowiak et al., 2001 ; Kitamura et al., 2002).

2.3 Mode d’action

Outre leurs effets perturbateurs potentiels au niveau de la synthese, du métabolisme et de
I’excrétion hormonale, les PE peuvent interférer avec ’activité transcriptionnelle hormono-
dépendante, le transport hormonal ou encore I’homéostasie hormonale (Diamanti-Kandarakis
etal., 2009 ; Gore et al., 2015).

2.3.1  Perturbation du transport hormonal

Un mécanisme d’action important des PE consiste a interférer avec le transport des hormones
endogenes. En effet, les PE peuvent interagir directement et de maniére spécifique avec les

transporteurs d’hormones telles que les protéines de transport plasmatique (Cheek et al.,

1999).
2.3.2  Perturbation de I’activité transcriptionnelle

Comme expliqué précedemment (cf. Partie 1.1), la liaison d’un ligand a son récepteur

nucléaire entraine [’activation de la transcription. Les xénobiotiques en se liant a ces
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récepteurs, peuvent perturber I’activité transcriptionnelle en 1’inhibant (effet antagoniste) ou

en I’activant (effet agoniste).

La fonction premiére des récepteurs nucléaires, consiste a répondre a un changement de la
concentration en ligands qui va conduire a la modulation de I’expression de genes cibles.
Cependant, les ligands d’un méme récepteur présentent des capacités différentes a activer ce
récepteur ainsi la fixation d’un ligand ne conduit pas toujours a une réponse. L’interaction
ligand-récepteur peut se résumé en 3 étapes: la fixation du ligand au récepteur, puis la
conversion du récepteur sous sa forme active ou non, et enfin la réponse finale mesurée
(Marty et al., 2011). L’affinité d’un ligand pour un récepteur s’évalue par le calcul de la
constante de dissociation Kd qui correspond a la concentration en ligand pour laquelle la
moitié des récepteurs présents sont sous forme de complexe ligand-récepteur (cf. Partie 2.5.1
— test de liaison). La mesure de la réponse finale est plus complexe, car elle ne dépend pas
seulement de I’interaction ligand-récepteur, mais peut résulter d’autres mécanismes d’action
impliquant des cascades de transduction de signal. Elle est généralement évaluée par la
mesure de la concentration effective engendrant 50 % de la réponse maximale (effective
concentration 50 %, EC50) ou de la concentration inhibant 50% de la réponse maximale
(inhibition concentration 50 %, IC50) établies sur la base de courbes dose-réponse (Figure 4).

SEUL EN CO-EXPOSITION AVEC UN
AGONISTE COMPLET
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Figure 4. Exemple de courbes dose-réponse avec calcul d’EC50 pour évaluer ’effet d’un ligand par rapport a
’activité d’un récepteur (source : Creusot, 2011).
(a : agoniste complet, b/g : agoniste/antagoniste partiel, c/f : antagoniste complet, d/e : agoniste/antagoniste inverse)

D’apres Creusot (2011), en fonction de la réponse qu’ils sont intrinsequement capables
(exposés seuls) de produire sur I’activité d’un récepteur, les ligands peuvent étre considérés
comme : des agonistes complets (a), lesquels induisent une conformation active du récepteur

capable de recruter la machinerie transcriptionnelle et générent une réponse maximale dans un
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certain contexte cellulaire ; des agonistes partiels (b), lesquels produisent une réponse
inférieure a la réponse maximale, méme a de fortes concentrations ; des antagonistes complets
(c), lesquels interagissent avec le récepteur sans donner de réponse et empéchent le récepteur
d’adopter sa conformation active ; des agonistes inverses (d), lesquels se fixent au récepteur et
induisent une répression transcriptionnelle par le recrutement de co-répresseur et réduisent
ainsi la réponse basale (Germain et al., 2006). En co-exposition avec un agoniste complet, les
antagonistes complets (f), les antagonistes inverses (e) et partiels (g), de par leur interaction
avec le récepteur, empéchent ’activation de celui-ci par 1’agoniste complet. Il arrive que
certains ligands ne suivent pas une relation dose-réponse classique (c’est-a-dire monotonique,
I’effet augmentant avec la concentration), et conduisent a une réponse globale en forme de U.
Par exemple, Pollack et al. (2003) ont montré que la génistéine, une isoflavone connue pour
ses effets perturbateurs cestrogéniques, pouvait induire la synthese de vitellogénine a faible
concentration, la réprimer a moyenne concentration puis de nouveau I’induire a forte
concentration. De méme, le BPA est I’un des perturbateurs endocriniens les plus connus pour

ces effets non-monotonique (Zsarnovszky et al., 2005 ; Vandenberg, 2014 ; Gore et al., 2015).
2.3.3  Perturbation de I’homéostasie hormonale

L'homéostasie représente les conditions relativement stables de 1’organisme, qui résultent des
réponses compensatrices produites par les systemes de régulation homéostatiques. Elle ne
correspond pas vraiment a un état statique ou sans changement. Il s'agit plutét d'un état
d'équilibre dynamique dans lequel les conditions internes varient, mais toujours dans des

limites relativement étroites.

Les hormones endogénes permettent le maintien de ’homéostasie en regard des perturbations
du milieu (stress, traumatisme, infection, déshydratation, hémorragie...). Les perturbateurs
endocriniens peuvent donc influencer I’homéostasie et modifier I’équilibre physiologique en

perturbant le transport hormonal ou I’activité transcriptionnelle.
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2.4 Les effets suspectés chez ’Homme

Les perturbateurs endocriniens sont suspectés responsables de plusieurs troubles observeés
chez la population mondiale. Ainsi, ils peuvent étre a 1’origine de troubles de la reproduction,
de cancers hormono-dépendants ou encore de troubles du métabolisme et du développement
par exemple. Une revue de la littérature réalisée par Gore et al. (2015) présente 1’ensemble

des effets suspectés de la perturbation endocrinienne chez I’Homme.
2.4.1  Troubles de la reproduction

Les trois principaux effets sanitaires évoqués dans le cadre de 1’exposition a des PE chez

I’homme sont généralement (Schug et al., 2011) :

e la détérioration des fonctions de reproduction, qui se manifeste par une réduction de la
qualité du sperme et pose des problemes de fertilité (Jergensen et al., 2002 ; Carlsen et
al., 2005 ; Paasch et al., 2008) ;

e la perturbation du développement du feetus masculin entrainant une malformation du
tractus urogénital : la non-descente des testicules (cryptorchidie) ou le positionnement
anormal de I’ouverture de I’urétre (hypospadias) (Boisen et al., 2004, 2005 ; Main et
al., 2010)

e |e cancer des cellules germinales testiculaires (Diamanti-Kandarakis et al., 2009)

Chez la femme, de nombreux dysfonctionnements du systéme reproducteur sont suspectés

d’étre dus a I’exposition a des PE.

Le moment de la puberté peut étre influencé par des signaux (protéines,
neurotransmetteurs...) en provenance des gonades, mais également de 1’hypothalamus. Des
sighaux environnementaux tels que la nourriture, la lumiere, des produits chimiques exogénes
ou d’autres facteurs de stress peuvent influencer 1’axe hypothalamique et provoquer une

puberté précoce (Partsch et Sippell, 2001).

Il existe certaines preuves d'un effet perturbateur de I'exposition professionnelle aux métaux
lourds et aux pesticides sur les cycles menstruels chez la femme (Farr et al., 2004 ; Wang et
Tian, 2004), ce qui se reflete dans I'ensemble sur la fécondité (Chang et al., 2006). Les
données semblent également soutenir un effet des composés organochlorés sur des parametres
menstruels tels que la durée du cycle, en dépit d'une absence d'effets systématiquement
similaires (Axmon et al., 2004). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que I'effet ne peut

devenir important qu’avec d'autres facteurs de risque connus tels que 1'dge ou le tabagisme.
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Les PE pourraient également contribuer a des problemes au cours de la grossesse, tels que
I’avortement spontané, la grossesse extra-utérine, la mort feoetale, la mortinaissance,
I’accouchement prématuré, le faible poids de naissance ou la modification du sex-ratio. Ils
sont également suspectés d’étre a I’origine de 1’endométriose (maladie gynécologique liée a la
présence de muqueuse utérine en dehors de la cavité utérine) ou encore de fibromes utérins.
Les données épidémiologiques des effets des contaminants environnementaux sur la fertilité
féminine ont fait 1'objet d’articles de syntheses (Buck Louis et al., 2006 ; Mendola et al., 2008
; Woodruff et al., 2008 ; Costa et al., 2014 ; Gibson et Saunders, 2014).

2.4.2  Troubles du métabolisme et du développement

La neurotoxicité développementale peut étre évaluée en considérant une grande variété de

parametres physiologiques. Elle comprend (IPCS/WHO, 2002) :

e la cognition, I’apprentissage et la mémoire ;

e les troubles neuro-développementaux tels que 1’autisme, le trouble du déficit de

I’attention, 1’arriération mentale ou la paralysie cérébrale ;

e la réduction des fonctions motrices, la perte de mémoire, et les changements

comportementaux subtils ;

e les troubles du mouvement (hypotonie, hyporéflexie, développement moteur), une

lenteur généralisée et des déficits de quotient intellectuel importants ;
o les déficits sensoriels (ototoxicité et défaut de vision)...

Les dysfonctionnements neurologiques pourraient s’expliquer par un dysfonctionnement
endocrinien, impliquant notamment les hormones thyroidiennes en raison de leur role établi
dans le développement en général, et le développement du cerveau en particulier (Ahmed et
al., 2008). En effet, elles ont des effets sur la prolifération neuronale, la migration, la
synaptogenese et la myélinisation (Howdeshell, 2002 ; Darras, 2008), ainsi que dans le
développement du cervelet (Koibuchi, 2008). Elles jouent également un rdle dans le
développement de la rétine et de la cochlée, avec un risque de perturbation de la vision et de
l'audition, respectivement, si la fonction thyroidienne normale est perturbée (Ng et al., 2001,
2009).

Le développement neurologique normal peut s'appuyer également sur les fonctions des
hormones cestrogéniques et androgéniques. Des récepteurs stéroidiens sont présents dans le

cerveau et pourraient étre des cibles pour les produits chimiques. Par exemple, le DES peut
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agir sur I'nypophyse et I'hypothalamus, qui contiennent tous deux de nombreux récepteurs aux
cestrogenes (Gore et Patisaul, 2010).

Le role des cestrogeénes dans les mécanismes sous-jacents des maladies mentales a été
récemment rapporté (Watson et al., 2010). En plus des effets avérés sur les comportements de
reproduction, tels que la réceptivité sexuelle et le comportement maternel, les cestrogénes
peuvent également modifier le comportement a travers des mécanismes qui ont été localisés
dans des zones specifiques du cerveau. Les exemples incluent des actions sur l'aire préoptique
médiane qui influe sur la locomotion, des actions sur I'amygdale avec des effets sur lI'anxiété
et la peur conditionnée et des actions sur le cervelet qui sont a ’origine d’effets sur le

développement et la croissance de tumeurs.

Plusieurs revues internationales ont présentés les différents effets suspectés des perturbateurs
endocriniens sur les troubles du métabolisme et du développement (Bellanger et al., 2015 ;
Gore et al., 2015 ; Schug et al., 2015).

La théorie selon laquelle les produits chimiques environnementaux pourraient expliquer une
épidémie mondiale d'obésité a été proposée en 2002 par Baillie-Hamilton. Les causes
communément admises de I'obésité, la suralimentation et le manque d'exercice, ont été jugées
insuffisantes pour expliquer ’augmentation de la prévalence de 1’obésité. L'hypothése de
causalité chimique a été soutenue par l'apparition rapide de la hausse, ce qui semblait peu
probable d'étre expliqué par des causes génétiques, et par 1’explication que les mécanismes de
contréle du poids physiologiques peuvent étre altérés dans l'obésité. Un réle de I'exposition
aux produits chimiques a été suggéré par association avec l'augmentation mondiale de la
production de produits chimiques et par analogie a l'utilisation de produits chimiques pour
produire un gain de poids chez les bovins. Un examen récent des alternatives a l'explication
de la suralimentation ou de I'inactivité dans I’installation de I'obésité, identifie la perturbation
du systeme endocrinien comme I'une des dix causes possibles (McAllister et al., 2009 ; Hatch
et al., 2010). Les autres causes incluent I'd4ge maternel, le manque de sommeil et les
changements de tempeérature ambiante. Le réle des contaminants environnementaux dans

I’obésité a fait I’objet de revues récentes (Karoutsou et Polymeris, 2012 ; Heindel et al., 2015)
2.5 Les outils d’étude in vitro
Pour étudier I’effet PE d’un composé donné ou de composes en mélange, les outils in vitro

sont généralement mis en ceuvre en premiere intention avant les expérimentations in vivo. En

22



Chapitre 1 — Contexte général

effet, les bio-essais in vitro incluent les tests cellulaires ou biochimiques qui permettent de
cribler les composés pour un type d’effet PE donné. Ils fournissent des informations d’ordre
quantitatif ou qualitatif, des réponses rapides, une adaptabilité a un haut débit d’analyse et des
colts peu élevés par rapport aux études in vivo. lls permettent d’étudier les perturbations de
mécanismes spécifiques tels que ceux qui interferent avec la synthése, le transport, 1’action et
le métabolisme des hormones. Parmi les tests in vitro de mesure de perturbations hormonales,
les tests de liaison, de prolifération cellulaire, et de transactivation sont les plus fréeqguemment
utilisés (Baker, 2001).

25.1  Test de liaison

Le test de liaison consiste a mesurer 1’affinité de ligands pour des récepteurs ou des protéines
de transport. Cette mesure consiste a évaluer dans quelle mesure un composé est capable de
rentrer en compétition avec un ligand radiomarqué (par exemple [*H]-E2) pour sa liaison a
haute affinité a une protéine de transport ou un récepteur donné (par exemple ERa). Ce type
de bio-essai a surtout été développé pour les récepteurs nucléaires (Laws et al., 2000 ; Wilson
et al., 2007 ; Molina-Molina et al., 2008), permettant de calculer une affinité relative d’un
composé pour un récepteur par comparaison avec celle du ligand de référence. Par contre, ce
test acellulaire ne permet pas de renseigner sur ’effet d’un composé sur I’activité d’un

récepteur, qui peut étre de type agoniste ou antagoniste.
2.5.2  Test de prolifération cellulaire

Le test de prolifération cellulaire consiste a mesurer la capacité d’une substance a stimuler la
croissance cellulaire qui est hormono-dépendante. A la différence du test de liaison, ce bio-
essai comporte 1’avantage d’intégrer I’ensemble des processus biologiques inhérents au
fonctionnement cellulaire, qui peuvent passer par la voie génomique ou non. En revanche, du
fait de temps de réponse longs (quelques jours), ce type de bio-essai est peu adapté au
criblage d’effet PE. De plus, considérant sa faible spécificité de mécanisme d’action, il peut
engendrer des faux positifs. En effet, quelques rares études rapportent des réponses
prolifératives de la lignée cellulaire MCF-7 (exprimant le récepteur ERa) associées a des

molécules non-cestrogéniques telles que des progestagenes, la DHT, I’éthanol... (Baker, 2001).
2.5.3  Test de transactivation

Le test de transactivation, ou test de mesure d’activité transcriptionnelle, utilise des cellules
transfectées de maniére stable ou transitoire avec un plasmide codant pour un géne rapporteur

a une protéine. Cette derniere est placée sous le contrdle d’un promoteur contenant des
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éléments de réponse aux hormones (ERH) spécifiques d’un récepteur donné. Celui-ci peut
étre présent de facon endogene ou introduit par transfection stable ou transitoire. Sous
condition de la fixation du complexe ligand-récepteur sur le promoteur du gene cible, la

transcription de celui-ci peut étre activée (cf. Partie 1.1).

Ce test est le plus souvent réalisé sur cellules de mammiféres, mais des levures et plus
rarement des cellules issues d’organismes non mammaliens (ex. poisson) peuvent également
étre utilisees. Néanmoins, les systemes rapporteurs basés sur des levures présentent certaines
limites, telles qu’une imperméabilit¢ de la membrane a certains composé€s pouvant générer

des faux négatifs (Baker, 2001).

L’utilisation de geénes rapporteurs a la luciférase est trés fréquemment rapportée dans la
littérature pour évaluer le potentiel PE de polluants ou d’extraits environnementaux, OU pour
détecter des composés actifs dans ces extraits (Gutendorf et Westendorf, 2001 ; Kojima et al.,
2004 ; Bonefeld-Jorgensen et al., 2007). Ainsi, ’activité transcriptionnelle induite par un
composé sera considérée comme proportionnelle a la luminescence émise par 1’oxydation de

la luciférine sous I’action de la protéine luciférase synthétisée (Figure 5).

Ligand :
Hormone ou xénohormone Récepteurs
Membrane
v v _—— N N T —- nucléaire
v SV ? S~
Ak N
/
\ "
\ _ -LERH 1 leud| |] ADN”
S~ -~ “ ARNm", -
\ /
Synthése protéique : @
Luciférase

Luminescence

Figure 5. Principe du test de transactivation
ERH : élément de réponse aux hormones ; LUC : géne rapporteur luciférase

L’intérét principal des systémes « géne rapporteur » reste la mesure d’une réponse spécifique
d’une voie d’action hormonale constituant le point de départ d’une multitude de potentiels
effets biologiques, les hormones endocrines engendrant la majorité de leurs effets via la voie

génomique pour rappel.

Le test de transactivation présente I’avantage d’étre plus spécifique que le test de prolifération

cellulaire et permet de renseigner sur la nature du composé PE testé : agoniste ou antagoniste
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d’un récepteur donné. Par contre, la réponse obtenue n’est pas forcément la conséquence de la
fixation du composé étudié sur un récepteur nucléaire. En effet, celle-ci peut résulter d’une
interaction avec le récepteur et/ou de cascades réactionnelles conduisant a 1’activation
transcriptionnelle (voie d’action non génomique pouvant par exemple faire intervenir la voie

des MAPKkinases).
2.5.4  Analyse dirigée par les bio-essais

L’analyse dirigée par les bio-essais, ou encore appelée effect-directed analysis (EDA),
consiste en un couplage entre outils analytiques de nature biologique (bio-essais) et chimique
(fractionnement analytique et méthodes de quantification), avec pour objectif principal de
réduire la complexité du mélange de micropolluants représentant un extrait environnemental
afin d’isoler et de permettre I'identification des composés responsables de réponses
biologiques engendrées pour I’extrait (INERIS, 2009). Cette approche intégrée s'inspire
directement de la méthode Toxicity Identification Evaluation lancée par 1’agence
environnementale américaine (US EPA) en 1988 dans 1’objectif d’abaisser la toxicité aigué et
chronique d’effluents municipaux. Cette méthode permettait alors de confirmer 1’effet toxique
d’un contaminant suspect¢, mais pas d’évaluer la présence de composés inconnus dans les

eaux urbaines.
L’approche EDA compléte se divise généralement en 3 phases (INERIS, 2009) :

e Une phase de fractionnement du mélange complexe. Dans une premiere phase, un

extrait environnemental est soumis a un fractionnement analytique, et chacune des
fractions obtenues est testée sur bio-essai afin d’isoler celles qui sont biologiquement
actives. Selon les études, différentes stratégies de fractionnement sont possibles. Le
cas le plus général implique un fractionnement en fonction des propriétés physico-
chimiques des molécules, comme par exemple un fractionnement sur colonnes
d’extraction en phase solide (solid phase extraction, SPE) ou un hyper-fractionnement
sur colonnes analytiques de chromatographie liquide a haute performance (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC) en phase normale ou inversée. Des
étapes de sous-fractionnement sont souvent nécessaires pour limiter le nombre de
molécules dans une fraction active et augmenter ainsi les chances d’identification de

composés actifs.

e Une phase d’identification des composés suspectés. Lorsque la complexité du mélange

est réduite a seulement quelques composés, les fractions ou sous-fractions actives sont
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soumises a une identification et une quantification chimique par des méthodes
d’analyse physico-chimiques, telles que la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (Gas Chromatography/Mass Spectrometry, GC/MS), la
spectrométrie de masse, la Résonnance Magnétique Nucléaire, ou la

spectrophotomeétrie Ultraviolet (UV)-Visible.

e Une phase de confirmation. Une fois une molécule identifiée, son effet biologique

intrinséque est caractérisé ou confirmé sur bio-essai et comparé avec celui de la sous-
fraction active. L’étape de confirmation est essentielle pour établir une relation de
cause a effet fiable et fournir une information utilisable pour la caractérisation du

danger de la molécule qui pourra le cas échéant étre confirmé par des études in vivo.

L’analyse dirigée par les bio-essais est actuellement la seule méthode qui permet d’étudier une
contamination environnementale dans le but d’identifier les polluants responsables de ses
effets biologiques. Cependant, cette méthode reste lourde et nécessite des équipements
couteux et beaucoup de temps et ne peut donc pas étre utilisée en routine. De plus, il convient
de disposer dans le commerce des substances a 1’état purifié et en quantité suffisante afin
d’effectuer la phase de confirmation a des doses toxicologiques, ce qui n’est pas le cas pour la
majorité des contaminants PE étudiés qui restent alors a synthétiser. 1l est également délicat
de trouver un compromis entre obtenir des sous-fractions contenant le minimum de composés
et disposer de sous-fractions présentant encore une activité biologique ; en effet, cette derniére

risque de diminuer voire de disparaitre au fur et a mesure des fractionnements.

Cette méthode a déja été utilisée pour déterminer les contaminants responsables d’effets
écotoxiques dans des riviéres Européennes (Barceld, 2006), des sédiments (Grote et al., 2005
; Kaisarevic et al., 2009) ou encore dans des eaux usées (Grung et al., 2007). Cependant, a
notre connaissance, cette méthodologie n’a jamais été appliquée aux phases atmosphériques

de I’air intérieur ou extérieur.
3. La pollution atmosphérique

C’est au cours de 1’épisode du «smog » de 1952 a Londres que le lien entre la pollution
atmosphérique et la santé a été établi pour la premiere fois : de nombreuses personnes
souffrant de problémes respiratoires ont di se rendre aux urgences et pres de 4000 personnes

ont perdu la vie suite a I’exposition a cette pollution atmosphérique.
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3.1 Le systeme respiratoire

L’appareil respiratoire est I’ensemble des organes dont la fonction est d’assurer la respiration
qui permet les échanges gazeux entre 1’air et le sang. 1l est compose des voies aériennes, des
poumons, de la plévre, de la circulation pulmonaire et des muscles respirateurs insérés sur la

paroi thoracique (Figure 6).

Les voies aériennes sont divisées en voies aériennes supérieures et voies aériennes inférieures.
Les voies aériennes supeérieures sont situées dans la face et dans le cou et comprennent les
fosses nasales, le pharynx et le larynx. Les voies aériennes inférieures sont situées dans le cou
et le thorax. Elles sont composées de la trachée et de I’arbre bronchique jusqu’aux alvéoles

pulmonaires.

Les poumons, entourés de la plevre, sont les deux organes ou se produisent les échanges

gazeux entre I’atmospheére et la circulation pulmonaire.

w / Fosses nasales
Pharynx

Larynx

Inspiration /

Trachée artére
Les cotes

Les muscles (0] A > Bronche
intercostaux

) Bronchioles
Le poumon droit

(3 lobes)

Lobule

pulmonaire
Le coeur

et les gros vaisseaux Alvéoles

pulmonaires

Le diaphragme Plévre (2 feuillets)

Figure 6. Schéma de I’appareil respiratoire (source : site internet Portail des professions paramédicales)

L’appareil respiratoire constitue une voie d’exposition privilégiée aux contaminants presents
dans I’air, qu’ils soient sous forme gazeuse ou associés a des particules, et qui de ce fait
peuvent engendrer des effets nocifs a court ou long terme sur la santé. La profondeur de la
pénétration de ces composés xénobiotiques dans les voies respiratoires dépend de leur état
(gazeux ou particulaire) et de la taille des particules auxquelles ils peuvent étre associés
(Figure 7).
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Péneétrent dans les voies

Pénétrent profondément les poumons, respiratoires supérieures et

peuvent atteindre les alvéoles

les poumons
Particules Particules Particules
ultra-fines fines grossieres
Diametre particule 0,1 um 2,5pum 10 pm

PM 2,5

PM 10

Figure 7. Profondeur de pénétration des polluants dans les voies respiratoires en fonction de leur taille

(source : site internet InVS)
3.2 Effets sanitaires de la pollution atmosphérique

Les pathologies pulmonaires sont trés communes : la prévalence de I’asthme est estimée a
5,8 %, celle de la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) entre 6 et 8 % et le
cancer du poumon est le plus fréquent chez I’Homme. Ces maladies respiratoires représentent
la quatrieme cause de mortalité en France. Le facteur de risque dominant est le tabagisme,
mais la pollution atmosphérique est également mise en cause (Annesi-Maesano et Dab, 2006 ;
Pope et al., 2015).

La pollution de I’air, a I’intérieur des locaux comme a I’extérieur, est un probléme majeur de
santé environnementale touchant aussi bien les pays développés que ceux en développement.
De plus, de nombreuses études ont également montré les effets néfastes sur I’lHomme de la
pollution extérieure aux PM 10 (Seaton et al., 1995 ; Kinzli et al., 2000 ; Vineis et al., 2004 ;
Kim et al., 2015).

Cependant, 1’étude de la relation entre la qualité de ’air et la santé se heurte a de nombreux
problemes méthodologiques. En effet, en milieu urbain, 1’ensemble de la population est
expose¢ a la pollution de I’air. Il est donc impossible de comparer la fréquence des maladies ou
des déces chez des groupes exposes et non exposes. Il est alors nécessaire de quantifier
I’exposition aux polluants, ce qui est compliqué en raison de leur grande variabilité spatio-
temporelle. Ainsi, les sources, les niveaux d’exposition et la gravité des effets sanitaires

éventuellement associés ne sont pas connus pour tous les polluants.
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I a été montré que I’air intérieur était souvent plus contaminé que ’air extérieur (Wallace et

al., 1985). Trois sources principales contribuent a la contamination de 1’air intérieur :

la pollution en provenance de 1’air extérieur
la pollution due aux occupants et a leurs activités (bricolage, ménage, cuisine...)

la pollution liée aux matériaux de construction et au mobilier

Les principales sources de contaminants étudiés dans 1’air intérieur sont :

la fumée de tabac dans 1’environnement ;

les composés organiques volatils tels que le benzéne ou le formaldéhyde da a leur
volatilité élevée et a leur présence dans de nombreux produits de consommation ou

matériaux de construction ;

les oxydes d’azotes (NOx) notamment le dioxyde d’azote (NO2) principalement émis
par les cuisinieres et les appareils de chauffage utilisant du combustible (gaz, bois,
kéroséne) ;

le monoxyde de carbone (CO) qui est formé lors de combustion incomplete dans les

appareils de chauffage ;

ou encore les particules en suspension dans 1’air qui correspondent a un mélange de

contaminants ;

dans les pays en voie de développement, la combustion de biomasse (bois) ou de
charbon pour la cuisine et le chauffage représentent également des sources importantes

de contamination.

Plusieurs études ont montré un lien entre la contamination de 1’air intérieur et ’augmentation

des risques d’irritation, de symptomes respiratoires aigus, d’hyperréactivité bronchique, de

maladie infectieuse des voies respiratoires, de BPCO et de sensibilisation atopique (troubles

immunologiques). Viegi et al. (2004) et Farmer et al., (2014) présentent des revues de la

littérature sur les effets de la pollution de I’air intérieur.

La contamination de 1’air intérieur par des contaminants ayant des effets PE a été demontrée

depuis plusieurs années (Barro et al., 2009 ; Garcia-Jares et al., 2009). Cependant, aucune

étude n’a, a notre connaissance, étudié les effets perturbateurs endocriniens in vitro de I’air

intérieur.
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3.3 Valeur guides de qualité de I’air intérieur

Aucune réglementation n’existe, a I’heure actuelle, pour les contaminants de 1’air intérieur.
Cependant, les autorités ayant pris conscience du danger inhérent a la pollution des habitats,
ont mis en place depuis 2007 des valeurs guides de qualité de I’air intérieur pour une liste de 9
composés : le benzene, le monoxyde de carbone, le formaldéhyde, le naphtaléne, le dioxyde
d’azote, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (notamment le benzo(a)pyrene :
0,12 ng.m pour une exposition pendant la vie entiére), le radon, le trichloroéthyléne et le
tétrachloroéthylene (WHO, 2010). La France a également proposé des valeurs guides pour
I’acroléine et ’acétaldéhyde en 2013 et 2014, respectivement. Celles-ci ont été définies
comme des concentrations dans ’air d’une substance chimique en dessous desquelles aucun
effet sanitaire ou aucune nuisance ayant un effet sur la santé n’est attendu pour la population
générale en 1’état actuel des connaissances. L’objectif final est d’établir des recommandations
permettant d’éliminer ou de réduire a un niveau acceptable les contaminants ayant un effet

néfaste sur la santé humaine.
4. Présentation des composeés PE étudiés

Les perturbateurs endocriniens étant majoritairement des composés organiques semi-volatils,
soixante-neuf molécules ayant un potentiel PE suspecté ou avéré ont été étudiées. Elles font
partie de diverses familles de composés chimiques telles que les tensio-actifs, les diélectriques
et retardateurs de flamme organochlorés, les parfums de synthése, les conservateurs, les
composés issus de processus de combustion, les pesticides ou les plastifiants. Ces
contaminants ont été choisis de par leur présence déja rapportée en environnement intérieur
(Rudel et Perovich, 2009) ou leurs sources internes potentielles (Weschler, 2009), leur effets
perturbateurs endocriniens (Tableau 5) et en fonction des méthodes analytiques préexistantes
au laboratoire (Alliot et al., 2014). De plus, aucune étude n’a évalué la contamination de 1’air

intérieur par I’ensemble de ces compos€s, tant au niveau national qu’international.
4.1 Propriétés physico-chimiques

Le Tableau 1 présente un résume des proprietes physico-chimiques des contaminants étudiés
qui sont détaillées en Annexe 1. Le log Kow est égal au logarithme du rapport des

concentrations de la substance étudiée dans 1’octanol et dans 1’eau. Cette valeur permet
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d’appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d’une molécule. Si le
log Kow est positif, la molécule est alors considérée comme étant plus soluble dans I’octanol
que dans I’eau, ce qui refléte son caractere lipophile. Ainsi, une molécule lipophile sera plus

facilement bioaccumulable.

Dans I’ensemble, les composés étudiés présentent une faible solubilité dans I’eau et un
caractére lipophile important. Ces molécules sont donc facilement bioaccumulables. De plus,

leur faible pression de vapeur confirme leur caractére semi-volatil (< 1300 Pa).

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques des familles chimiques ou molécules étudiées

Composés Masse mc_)llaire Solubilité da_11ns 'eau Log Kow Pres:sionode vapeur
(g.mol?) (mg.L?) a 25°C (Pa)

Alkylphénols 206,3 -220 5,43-12,6 4,12-5,71  1,09.10'-1,87.10*

Alkylphénols éthoxylés 250-308 3,02-13,2 4,10-4,21  2,97.10°-3,20.103
HBCD 641,7 3,4.103 5,63 6,29.10*

PCB 256-391,8 6,3.10°- 0,175 567-7,71  5,36.10°-2,60.102

PBDE 564,7 —959,2 1.10%-0,07 594-7,90 2,09.10°-2,19.10°
TBBPA 543,8 1,26 5,90 2,35.10°

Muscs synthétiques 258,4 1,25-1,75 570-590 6,83.102-7,27.10*
Triclosan 289,5 10,0 4,76 6,13.10*

Parabeénes 152,05 - 194,09 207 — 2500 1,96-3,57 1,24.102-7,40.102

HAP 128,2-276,3 1,9.10%-6,14 3,30-6,84 3,71.10%°-8,20.10"

Pesticides 290,8 -416,3 0,004-7,3 3,72-6,60 3,33.107-5,60.103

Phtalates 194,2 — 446,7 5.10%-4,2.10° 1,60-10,36  1,33.10°-2,67.10*
Bisphénol A 228,3 120-300 3,32 5,33.10°®

4.1.1  Lestensio-actifs

41.1.1 Les alkylphénols

Les alkylphénols (AP) sont des molécules composées d’un phénol substitué par un groupe

alkyle.

Le terme nonylphénol (NP) englobe un grand nombre d’isoméres, de formule brute
CeHs(OH)CoH1o. 11 s’agit d’un phénol substitué par un groupe alkyle a 9 carbones.
Théoriquement, le groupe alkyle peut étre linéaire ou ramifié de diverses maniéres et situé en
position ortho, méta ou para. En pratique, le 4-nonylphénol (4-NP) correspond a un mélange
de NP substitués en position para sur le phénol, et représente 80 % des nonylphénols dans les
mélanges commerciaux (INERIS, 2005). D’autres isomeéres y sont présents a [’état

d’impuretés.
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L’octylphénol (OP) a pour formule brute CsHa(OH)CgHi7. A la différence du NP, trés peu
d’isoméres sont présents dans les mélanges commerciaux : le 4-tert-octylphénol
(communément designé par OP) est le seul isomeére a intervenir en usage industriel (INERIS,
2005).

La formule générique des AP, ainsi que celle des 2 étudiés, le 4-NP et I’OP sont présentées

OH

Figure 8.
Alkylphénols 4-nonylphénol 4-tert-octylphénol
OH OH
T
R
NP : R=CoH1g ; OP : R=CgH17 R=CoH1s avec une chaine ramifiée Groupement octyl- ramifié

Figure 8. Structure des alkylphénols

41.1.2 Les alkylphénols polyéthoxylés

Les alkylphénols éthoxylés (APEO ou APnEO, n étant le nombre d’unités éthoxylées) sont
formés par réaction d’une molécule d’alkylphénol avec une ou plusieurs molécules d’oxyde
d’éthyléne (C2H20). La majorité des APEO sont des nonylphénols polyéthoxylés (NPEO ou
NPNEO, avec une chaine alkyle a 9 carbones) et, dans une moindre mesure, des octylphénols
polyéthoxylés (OPEO ou OPNnEO, avec une chaine alkyle a 8 carbones). Leur structure est

représentée Figure 9.
/©/ O n-l
R

NPNEO : R=C9H19 ; OPnEO : R=C8H17 ; n=1 : monoéthoxylé ; n=2 : diéthoxylé

Figure 9. Structure des alkylphénols polyéthoxylés

4.1.2  Lesdiélectriques et retardateurs de flamme organochlorés

4121 L’hexabromocyclododécane

L’hexabromocyclododécane (HBCD) est un hydrocarbure cyclique aliphatique bromé. Il
existe théoriguement seize stéréoisomeéres possibles du HBCD : six paires énantiomériques et

guatre formes méso (Heeb et al., 2005). Cependant, les formes énantiomériques sont

32



Chapitre 1 — Contexte général

principalement retrouvées dans les melanges commerciaux, a savoir o-, B- et y-HBCD
(INERIS, 2011). De plus, au moins deux autres stéréoisomeres, nommés 8- et e-HBCD, y
sont presents en faibles concentrations (Heeb et al., 2005). La Figure 10 présente la structure

des trois principaux stéréoisomeres du HBCD.

a-HBCD B-HBCD y-HBCD

Br Br Br

: Br : Br : Br
Br Br Br

Figure 10. Structure des trois principaux stéréoisoméres de ’THBCD
A des températures au-dessus de 160 °C, I'HBCD est soumis a des réarrangements
thermiques, ce qui conduit & un mélange spécifique de stéréoisomeres: 78 % d’a-HBCD,
13 % de B-HBCD et 9 % de y-HBCD (Barotini et al., 2001). De telles conditions peuvent se
produire pendant la production de matériaux contenants de I’HBCD. C’est pourquoi

I’abondance relative des différents stéréoisomeres peut changer de celle des mélanges

techniques d’HBCD.

4.1.2.2 Les polybromodiphényléthers
Les polybromodiphénylethers (PBDE) sont des éthers aromatiques bicycliques dont la
formule brute générique est : C120H10-xBrx (Figure 11), ou X varie de 1 a 10.

2 2
3.7~ Xy 3

AT N
I, 5 5 Ply
Figure 11. Structure générale des PBDE

En théorie, il existe 209 congeéneres possibles, et la nomenclature couramment employée pour
les identifier est similaire a celle adoptée par 1’International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) pour les polychlorobiphényles (PCB). Ces congénéres différent entre eux
par le nombre et la position des atomes de brome. Les PBDE légers, dont le degré de

bromation est inférieur a 7, sont a distinguer des PBDE lourds a 8 atomes de brome ou plus

33



Chapitre 1 — Contexte général

(Wang et al., 2007). La liste des 6 PBDE étudiés est présentée en fonction de leur

nomenclature dans le Tableau 2.

Tableau 2. Nomenclature des PBDE étudiés

Congénere Nombre d’atomes de brome Position des atomes de brome
28 3 2,4,4
47 4 2,4,2, 4
99 5 2,4,5,2, 4
100 5 2,4,6,2, 4
153 6 2,4,5,2,4,5
154 6 2,4,6,2,4,5

4123 Le tétrabromobisphénol-A
Le 2,2',6,6'-tétrabromo-4,4'-isopropylidenediphénol ou tétrabromobisphénol-A (TBBPA) est
une molécule phénolique bromée. Sa formule brute est: CisH12BrsO. et sa structure est

présentée Figure 12.

Br Br
[
HO C|3 OH
Br CH3 Br

Figure 12. Structure du TBBPA

4124 Les polychlorobiphényles (PCB)

Les polychlorobiphényles (PCB) sont des composés organiques de synthése, aromatiques et

chlorés.

Bien que représentés a plat sur la Figure 13, les deux cycles aromatiques ne sont pas dans le
méme plan pour la plupart des PCB, car la présence d’atomes de chlore autour de la liaison
centrale tend a rigidifier celle-ci dans une position non-coplanaire. Cependant, certains PCB
non ortho substitués ou mono ortho substitués sont susceptibles d’adopter une conformation

plane par pivotation des cycles autour de la liaison centrale.
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Chhs 6 ¢ 5 ©

Figure 13. Structure générale des PCB

Selon le nombre et la position des atomes de chlore, il existe en théorie 209 congéneres.
Chaque PCB est ainsi usuellement déefini par un numéro entre 1 et 209, selon la nomenclature
IUPAC. La liste des 21 PCB étudiés est présentée en fonction de leur nomenclature dans le
Tableau 3.

Tableau 3. Nomenclature des PCB étudiés

Congénere Nombre d’atomes de chlore Position des atomes de chlore
28 3 2,4,4
30 3 2,4,6
52 4 2,5,2,5
77 4 3,4,3,4
81 4 3,4,5,4
101 5 2,4,52,5
105 5 2,3,4,3,4
107 5 2,3,573,4
110 5 2,3,6,3,4
114 5 2,3,4,5 4
118 5 2,4,5,3, 4
123 5 2,4,3, 4,5
126 5 3,4,5,3,4
138 6 2,3,4,2,4,5
153 6 2,4,5,2,4,5
156 6 2,3,4,5,3,4
157 6 2,3,4,3,4,5
167 6 2,4,5,3,4,5
169 6 3,4,5,3,4,5
180 7 2,3,4,5 2,45
189 7 2,3,4,53,4,5
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4.1.3  Les muscs synthétiques

Le musc ou civette produit par certains mustélidés est 1'une des fragrances les plus
importantes et les plus utilisées dans I’industrie du parfum. A cause de son coiit élevé et de
I’incertitude d’approvisionnement du musc naturel, il a été¢ remplacé il y plusieurs décennies
par les muscs synthétiques avec une fragrance et d’autres propriétés similaires a celles du

musc naturel.

Les muscs synthétiques peuvent étre separés en trois classes distinctes: les muscs

polycycliques, les muscs nitro-aromatiques et les muscs macrocycliques.

Seuls les muscs polycycliques seront étudiés, et plus particulierement la tonalide (7-acetyl-
1,1,3,4,4,6-hexaméthyltetrahydronaphtaléne, AHTN) et le galaxolide (1,3,4,6,7,8-hexahydro-
4,6,6,7,8,8-hexaméthylcyclopentane(g)-2-benropyrane, HHCB), qui représentent 95 % du
volume total des muscs polycycliques vendus sur le marché. Les muscs polycycliques sont
des dérivés d'indane et de tétraline hautement substitués, notamment par des groupes
méthyles. Ces muscs artificiels ne sont pas présents a 1’état naturel, et n’ont aucune

ressemblance chimique ou structurelle avec les muscs naturels (Rimkus, 1999).

La structure des 2 muscs étudiés est présentée dans le Tableau 4.

Tableau 4. Structure des muscs synthétiques étudiés

Composé

Nom commercial Structure
(abréviation)
Galaxolide
HHCB Abbalide
(0]
Pearlide
=
i (0]

AHTN Tonalide
Fixolide

La plupart des muscs polycycliques sont chiraux. La synthése industrielle est racémique et
conduit, normalement, a un seul énantiomeére (par ex. le SF-AHTN mais pas le R-AHTN). Pour
le HHCB, 4 stéréoisomeéres sont possibles, mais seuls les 2 stéréoisomeres 4S sont actifs pour

les récepteurs du nez humain (Bester, 2009).
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414 Les conservateurs

4141 Le triclosan

Le triclosan ou 5-chloro-2-(2,4-dichloro-phénoxy)-phénol est un composeé organochloré
proche des chlorophénols. 1l est connu sous les noms commerciaux lIrgasan DP 300 ou

Irgacare MP. La Figure 14 représente sa structure chimique.

Cl OH

Cl Cl

Figure 14. Structure du triclosan

4.1.4.2 Les parabénes

Les parabénes sont des esters de I’acide p-hydrobenzoique. Le nom de parabénes est
d’ailleurs une compression du nom de parahydroxybenzoates. Les différents composes de
cette famille différent par la nature du groupe alkyle. Les 4 composés les plus courants ont été
étudiés ; il s’agit du méthyl-P, éthyl-P, propyl-P, et butyl-P, avec P pour parabéne (Figure 15).

) 0]
TR,
Méthyl : R = CH,
Ethyl : R = CH,-CH,4
Propyl : R = CH,-CH,-CH,
OH

Figure 15. Structure des parabénes étudiés

4.1.5  Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composes issus de processus de
combustion constitués d’au moins 2 noyaux aromatiques. Le naphtaléne a la structure la plus
simple avec deux noyaux aromatiques accolés. Pour un plus grand nombre de noyaux, des
isomeres présentent des structures différentes malgré une composition identique. Plus d’une
centaine de HAP différents ont été identifiés dans I’atmosphére (Baek et al., 1991). Ils se
distinguent par le nombre et la position des noyaux aromatiques. Certains HAP comportent

sur les noyaux aromatiques des groupements alkyles ou, au sein méme de la structure
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aromatique, des atomes de soufre, d’azote ou d’oxygene. La Figure 16 présente les 15 HAP

étudiés. Le naphtaléne n’ pas pu étre étudié en raison de sa volatilité trop importante.

Acénaphtylene Acénaphtene Fluoréne
Phénanthrene Anthracene Fluoranthéne

Pyréene Benzo(a)anthraceéne Chryséne

Benzo(b)fluoranthene Benzo(k)fluoranthéne Benzo(a)pyréne

Dibenzo(a,h)anthracene Indéno(c,d)pyréne Benzo(g,h,i)pérylene

Figure 16. Structure des HAP étudiés
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4.1.6  Les pesticides

Les pesticides peuvent étre classés selon leur mode d’action: insecticides, fongicides,
herbicides ou selon leur appartenance a des familles chimiques : triazines, phénylurées,

carbamates (Blanchoud, 2011).

Seuls deux insecticides (la cyperméthrine et le lindane) ainsi qu’un fongicide
(I’hexachlorobenzene : HCB) et son produit de dégradation (le pentachlorobenzene : PeCB)
seront étudiés. L'usage de ’HCB comme fongicide est interdit en France depuis 1972 mais il
est toujours utilisé comme intermédiaire dans les procédés industriels. Les structures des

différents pesticides étudiés sont présentées Figure 17.

cl
Cl - Cl ¢l X /@

cl ; cl °

cl N
Lindane (insecticide) Cyperméthrine (insecticide)

Cl Cl

Cl Cl Cl Cl

Cl Cl Cl
Cl Cl

Hexachlorobenzene (fongicide) Pentachlorobenzéne (Produit de dégradation du HCB)

Figure 17. Structure des pesticides étudiés

4.1.7  Les plastifiants

4.1.7.1 Les phtalates

Les phtalates sont un ensemble de di-esters comportant des radicaux aliphatiques ou
aromatiques, symétriques ou non, et dont le nombre d’atomes de carbone pour chacun varie
de 1 a 13. Leur nomination dépend des radicaux substitues. Les 9 phtalates étudiés sont

présentés Figure 18.
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o o) j/
c)/CHa O/\CH3 0
(0] CH
O\CH3 ] (0]
5 5L

o]
Diméthyl-phtalate (DMP) Diéthyl-phtalate (DEP) Di-iso-butyl-phtalate (DiBP)
0 o’\© 0 CHz
0" "CHj ) @iﬁo/\ﬁ\/\c%
O._~_-CHs o) O CHa
I i I \/L\c;s\/
~T
Di-n-butyl-phtalate (DnBP) Butylbenzyl-phtalate (BBP) Di(2-éthyl-hexyl)-phtalate (DEHP)
b NN (o) 0
O O\/\N\( O\/\/\A)\
o] 0 O
Di-n-octyl-phtalate (DnOP) Di-iso-nonyl-phtalate (DiNP) Di-iso-décyl-phtalate (DiDP)

Figure 18. Structure des phtalates étudies

4.1.7.2 Le bisphénol A

Le bisphénol A (BPA) est le nom usuel du 2,2-(4,4-dihydroxyphényl)propane. Sa structure est

Figure 19. Structure du bisphénol A

présentée Figure 19.
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4.2  Effets perturbateurs endocriniens in vitro

Les composés choisis pour cette étude présentent tous des effets PE averés ou suspectés. Le Tableau 5 résume a partir d’études in vitro le

potentiel PE des composés ou familles de composés étudiés sur I’activité transcriptionnelle hormono-dépendante, au niveau des axes

cestrogénique, androgénique et thyroidien.

Tableau 5. Potentiel PE in vitro des composés étudiés : effets perturbateurs de ’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires hormonaux

Axes endocriniens ou voie d’action perturbée

Glucocorticoides

Références bibliographiques

Composés Estrogénique  Androgénique  Thyroidien
PBDE +/- - -
TBBPA +/- - +/-
HBCD +/- +/- +
PCB
+/- +/- -
Selon les congéneres
HAP
+/- +/-
Selon les congénéres
Phtalates
+ +/- +/-

Selon les congéneres

+/-

Meerts et al., 2001 ; Legler et Brouwer, 2003 ; Siddiqi et al., 2003 ; Hamers
et al., 2006 ; Darnerud, 2008 ; Kojima et al., 2009 ; Christen et al., 2010 ;

Nishihara et al., 2000 ; Kitamura et al., 2002 ; Kitamura et al., 2005 ;
Hamers et al., 2006 ; Jugan et al., 2007 ; Darnerud, 2008 ; Hofmann et al.,
2009 ; Christen et al., 2010 ; J. Lietal., 2010 ;

Hamers et al., 2006 ; Cantén, 2008 ; Christen et al., 2010 ; Dorosh et al.,
2010

Soto et al., 1995 ; Nesaretnam et al., 1996 ; Gierthy et al., 1997 ; Bonefeld-
Jargensen et al., 2001 ; Portigal et al., 2002 ; Schrader et Cooke, 2003 ;
Siddigi et al., 2003 ; Odermatt et al., 2006 ; Svobodova et al., 2009 ; Bovee
etal., 2011

Tran et al., 1996 ; Santodonato, 1997 ; Clemons et al., 1998 ; Navas et
Segner, 1998 ; Arcaro et al., 1999 ; Vinggaard et al., 2000 ; Tamura et al.,
2006

Jobling et al., 1995 ; Zacharewski et al., 1998 ; Nishihara et al., 2000 ;
Okubo et al., 2003 ; Fang et al., 2003 ; Sugiyama et al., 2005 ; Takeuchi et
al., 2005 ; Tamura et al., 2006 ; Kriger et al., 2008 ; Hofmann et al., 2009 ;
Shen et al., 2009 ; N. Li et al., 2010
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Axes endocriniens ou voie d’action perturbée

Composés Estrogénique  Androgénique  Thyroidien  Glucocorticoides Références bibliographiques
Krishnan et al., 1993 ; Gaido et al., 1997 ; Nishihara et al., 2000 ; Meerts et
BPA + _ +/- al., 2001 ; Moriyama et al., 2002 ; Paris et al., 2002 ; Roy et al., 2004 ;
Bonefeld-Jorgensen et al., 2007 ; Hofmann et al., 2009 ; Prasanth et al.,
2010 ; Sargis et al., 2010 ; Freitas et al., 2011
) Soto et al., 1991 ; Nishihara et al., 2000 ;Paris et al., 2002 ; Jung et al.,
Alkylphénols ‘- i ‘- . 2004 ; Satoh et al., 2005 ; Bonefeld-Jorgensen et al., 2007 ; Schmutzler et
Selon les composés al., 2007 ; J. Li et al., 2010 ; Becker, 2008 ; Kriiger et al., 2008 ; Hofmann
etal., 2009
Alkylphénols + P I
’ as d’études as d’études Whi ., 1994
éthoxylés (1 étude) ite etal., 199
Parabenes . i - .\ Rousset, 1981 ; Routledge et al., 1998 ; Okubo et al., 2001 ; Morohoshi et
Selon les congénéres (1 étude) al., 2005 ; Satoh et al., 2005 ; J. Chen et al., 2007 ; Hu et al., 2013
Falasan +/- : Pas d’études J. Chen et al., 2007 ; Ahn et al., 2008 ; Gee et al., 2008 ; Christen et al.,
2010 ; Henry et Fair, 2013 ;
Pesticides -
+ . Okubo et al., 2004 ; Xu et al., 2008
Selon les composés (effets faibles)
Muscs
polycycliques +]/- _ Seinen et al., 1999 ; Bitsch et al. 2002 ; Schreurs et al., 2002 ; Schreurs et

Selon les composeés

al., 2005 ; Simmons et al., 2010

+ : Effet Agoniste ; - : Effet Antagoniste ; +/ - : Effet Agoniste et Antagoniste
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4.3  Utilisations et réglementations

Le Tableau 6 présente les différentes utilisations et réglementations des contaminants choisis pour cette étude. La majorité de ces composés est

ubiquiste dans I’environnement intérieur, alors qu’aucune réglementation sur leur concentration dans I’air n’existe a 1’heure actuelle.

Tableau 6. Utilisations et réglementation des micropolluants étudiés

Composés Utilisations/Sources de rejets Réglementation
= Inscrit sur la liste des 33 substances prioritaires de 1’eau (Directive
Alkylphénols = Fabrication de NPEO, détergents, plastiques (NP) ZQOO/QO/CE) oy .
« Reésines phénolidues 6u de forma,ldéh de (OP) = Directive 2003/53/CE : Interdiction de I’emploi de NP et NPEO > 0,1 %
P q y pour certains usages (tannerie, textile)
Retardateur de flamme dans les mousses de polystyrene extrudé et
HBCD choc, matériaux d’isolation de construction, textile d’ameublement, « Soumis a autorisation sans exemption d’usage par REACH*
équipements électriques
. » . = La vente et I’acquisition de PCB ou d’appareils contenant des PCB ainsi
Fluides diélectriques dans les transformateurs et condensateurs, que la mise sur le marché de tels appareils neufs sont interdites en France
PCB lubrifiant pour les turbines et les pompes depuis le décret du 2 février 1987
= Préparation d’un plan d’élimination des PCB (décret du 18 janvier 2001)
= |Interdiction de commercialisation d’articles ayant des concentrations
) . >0,1% en masse de penta-BDE et d’octa-BDE (Directive européenne
Retardateurs de flammes dans mousse de polyuréthane, plastiques, 2003/11/CE)
PBDE @mbour{age de meubles, tapis, t?X:‘ﬂes non de,st}nfés a I’habillement, w Substance prioritaire dans le domaine de 1’eau (Directive européenne
isolants electriques, ordinateurs, téléphones et téléviseurs 2000/60/CE)
= Seuil de rejet dans 1’eau et le sol de 0 kg.an, sauf pour les PBDE-99 et
PBDE-100 a 2 g.jour (Arrété du 31/01/2008).
= Retardateur de flamme dans les résines époxydes et de
TBBPA

Muscs synthétiques

polycarbonate, équipement électrique et électronique
= Additif dans les plastiques

Fragrances dans les produits cosmétiques, les parfums, les
désodorisants, les savons, les détergents, les produits d’hygiénes, les
bougies parfumées...

Aucune réglementation

Aucune réglementation
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Composés

Utilisations/Sources de rejets

Réglementation

Triclosan

Parabenes

HAP

Pesticides

Antifongique et antimicrobien principalement dans les produits
ménagers, de soins, industrie textile, plastiques

Antifongiques et antimicrobien dans les cosmétiques et I’alimentaire

Synthese accidentelle lors de processus de combustion

Agriculture, traitement du bois, insecticides
HCB : synthese accidentelle lors de procédés industriels

= Concentration maximale permise dans les produits cosmétiques au
Canada: 0,3 % (hors rince-bouche avec une concentration maximale
permise de 0,03 %)

= Considéré comme un pesticide aux Etats-Unis

= Interdiction de I’isopropyl-, du butyl-, de I’isobutyl-, et du benzyl-
parabéne en tant qu’additif alimentaire (Directive européenne 95/2/CE)

= Limitation dans les cosmétiques (Directive européenne 76/768/CEE) :
0,8 % de la concentration totale en parabénes (concentration de chaque
parabéne limitée a 0,4 %)

= Rejet de benzo(a)pyréne < 0,5 g.h™l. Obligation de bilan annuel de rejet
atmosphérique si consommation de plus de 10 tonnes.an® de
Benzo(a)pyrene.

» Eaux destinées a la consommation humaine : 0,2 pg.L™* maximum pour le
total de 6 HAP et une concentration limite de 0,01 ug.L' pour le
benzo(a)pyréne (Directive européenne 80/778/CEE)

= Pour les eaux brutes, la concentration totale des 6 HAP doit étre < 1 pg.L?
(Directive européenne 80/778/CEE)

Lindane

= Eaux destinées a la consommation humaine : pesticides (dont le lindane) :
0,1 pg.L! (Décret 2001 — 1220)

= Teneur maximale dans la viande de volaille : 0,7 ppm et dans les ceufs :
0,1 ppm (Directive 2002/66/CE)

= Utilisation du lindane interdite en usage agricole en France (1988) et a
partir de 2008 pour le traitement du bois et la formulation de produits
antiparasitaires

Cyperméthrine
= Réglementation pesticide : demande d’autorisation de mise sur le marché
HCB

= Classé comme polluant organique persistant par la convention de
Stockholm (2000)
= Utilisation comme fongicide interdite en France depuis 1972
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Composés

Utilisations/Sources de rejets

Réglementation

Phtalates

Bisphénol A

Plastifiants principalement utilisés dans le chlorure de polyvinyle
(PVC) : fenétres, ballons, nappes, tuyaux, colle, lubrifiants, cables,
couvertures plastifiées, contenant alimentaire. ..

Fabrication de plastiques (PVC, plastifiants), de résines : contenants
alimentaires, vaisselles en plastiques, biberons, bouteilles, revétement
intérieur boite de conserve...

Tickets de caisse, regus de carte de paiements (papier thermique)...

Jouets et matériel de puériculture : DEHP, DBP et BBP < 0,1 % en masse
(Directive européenne 2005/84/CE)

Jouets et matériel de puériculture pouvant étre mis en bouche : DiNP,
DiDP et DnOP < 0,1 % en masse (Directive européenne 2005/84/CE)
Cosmétiques : DBP, DEHP et DMEP interdits (Directive européenne
2007/47ICE)

Matiére plastique en contact avec des denrées alimentaires : limite de
migration pour plusieurs phtalates (Directive européenne 2007/19/CE)

Interdit dans les cosmétiques (Directive 76/768/CEE)

Matériaux en contact avec des denrées alimentaires : limite de migration
spécifique de 0,6 mg.kg?* dans les aliments (Réglement UE 321/2011).
Interdit dans la fabrication de biberons en polycarbonate (Réglement UE
321/2011)

En France : suspension de la fabrication, de I'importation, de I'exportation
et de la mise sur le marché de tout conditionnement & vocation alimentaire
(Loi 2012-1442)

*REACH : réglement sur I'enregistrement, I'évaluation, I'autorisation et les restrictions des substances chimiques (mis en place en 2007).
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Chapitre 2 — Démarche expérimentale

1. Prélevement des échantillons d’air

1.1 Sites d’étude

Les atmospheéres intérieures de quatre habitats, un appartement, une maison, un bureau et une
créche ont pu étre étudiees au cours de deux périodes saisonnieres (été et hiver), durant
lesquelles les épisodes de ventilation des locaux par les occupants different en fréquence et en
duree. Des prelevements en air extérieur ont egalement été realises afin de pouvoir comparer
la contamination de 1’atmosphére intérieure avec celle extérieure. Ces prélevements extérieurs

ont été effectués dans le cadre de la theése d’Alexia Surchamp.

Les quatre sites intérieurs sont des locaux récents de la fin du 20°™ siécle, tous équipés de
ventilations mécaniques contr6lées (VMC) avec systeme d'extraction. L'appartement est situé
au 2°™ étage d'un petit immeuble de la commune des Lilas (93) en limite du Nord-Est de
Paris, a une altitude de 120 m. La creche et le bureau se situent dans la cuvette du centre de
Paris (5°™) & 40 m de hauteur, respectivement au niveau de la chaussée et au 4°™ étage. Ces
deux batiments collectifs sont fréquentés dans un cas par des adultes et des jeunes enfants et
dans I’autre cas uniquement par des adultes. La créche a été principalement retenue en raison
de la présence d'une forte proportion de matériaux, mobiliers et équipements synthétiques. La
maison est située dans la commune de Sainte-Geneviéve-des-Bois, a une altitude de 80 m. Les
prélévements d’air extérieur ont été réalisés dans le 13°™ arrondissement de la ville de Paris
afin d’étre représentatif d’un centre urbain densément peuplé, sans activité industrielle
particuliere. Pour chacun des quatre batiments, le site extérieur et chaque saison, trois

prélevements consécutifs intégrés sur deux semaines ont été réalisés.

Comme détaillé dans la partie précédente (cf. Chapitre 1 — Partie 4), 69 COSV, PE avérés ou
suspectés, ont été étudiés. Leurs concentrations selon les lieux de vie (intérieur / extérieur) et
des conditions climatiques contrastées ont été déterminées dans les phases gazeuse et

particulaire de 1’air ambiant.
1.2 Echantillonnage des phases gazeuse et particulaire

L’échantillonnage de I’air des différents sites d’étude a été réalisé a 1’aide d’un systeme de
prélevement actif. L’air aspiré par une pompe a vibreur traverse un dispositif constitué¢ d’un

support de filtre ouvert. Le prélevement des aérosols a été effectué en mode Total Suspended
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Particles (TSP) sur des filtres en quartz Whatman de diameétre 47 mm et de porosité 0,3 um
(QMA) préalablement calcinés a 400 °C et conservés au dessiccateur.

L'échantillonnage de la fraction totale des particules en suspension a été privilégié par rapport
a un prelevement exclusif de la fraction ayant un diametre inférieur a 10 um (PM10), et ce

pour plusieurs raisons :

e Compte tenu du manque de données sur la répartition gaz/particules de contaminants
et de la diffusion atmosphérique des composés étudiés (exception faite des HAP), il
parait essentiel, dans un premier temps, de pouvoir appréhender I’importance relative

des deux phases, en prélevant la totalité de la phase particulaire.

e Compte tenu des faibles niveaux de concentration en contaminants PE déja observés
dans 1I’air intérieur (parfois seulement de I’ordre de quelques pg), la détermination de

tous les composés cibles dans la seule fraction fine risquait d’étre peu significative.

La phase gazeuse est retenue sur un adsorbant de type résine Amberlite XAD-2 de
granulométrie 20-60 mesh de Supelco (Sigma-Aldrich), nettoyée avant utilisation (le
protocole de nettoyage de la résine XAD-2 est présenté en Annexe 2). La vitesse linéaire de
l'air a travers le dispositif est de I'ordre de 80 a 150 cm.s2, et ne doit pas excéder la valeur
maximale de 180 cm.s™, d'une part afin d'assurer une efficacité de rétention optimale de
I'ordre de 100 % vis-a-vis de tous les composés étudiés, et d'autre part afin d'éviter un risque
éventuel de percage (désorption) au cours des épisodes de prélevement. La durée nécessaire
de 7 a 10 jours en prélévement continu est en pratique portée a 15 jours en raison des périodes
d'arrét (15 %) prises a titre de précaution pour réduire le risque d'échauffement et de panne
des pompes. Les échantillons d’air intérieur correspondent donc a des volumes d’air de 162 a

279 m?® suivant I’importance du colmatage du filtre pour les aérosols particulaires.

Pour I’air extérieur, le systtme de prélevement utilisé est identique a celui de 1’air intérieur.
Cependant, les cartouches contenant la résine XAD-2 utilisées disposent de diamétres plus
importants afin de pouvoir utiliser des débits de prélevements plus éleves tout en ayant une
vitesse linéaire ne dépassant pas 180 cm.s™. Les concentrations des contaminants étant a
priori plus faibles en milieu extérieur qu’intérieur, il est nécessaire d’y prélever des volumes

d’air plus importants (470 a 603 m3).

Les adsorbants, la résine XAD-2 et le filtre QMA, ont été sélectionnés sur la base de leur
fréguente utilisation dans les études de COSV (Chuang et al., 1987 ; Granier et Chevreuil,
1997 ; Liu et al., 2001). De plus, Chuang et al. (1987) ont démontré que I’efficacité de la
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résine XAD-2 était plus élevée que celle de la mousse de polyuréthane (PUF) pour les HAP,

qui présentent des propriétés physico-chimiques similaires a celles de nos COSV cibles.

Pour I’air intérieur, 1a résine XAD-2 est répartie dans deux cartouches en série (Al et A2),
permettant ainsi de contréler I'efficacité de rétention de 1’adsorbant de la cartouche Al vis-a-
vis des COSV recherchés dans la phase gazeuse. Le volume prélevé et la vitesse sont
contrlés par montage en série d'un débitmétre a bille et d'un enregistreur des temps de
fonctionnement. Deux systemes de prélévement actif sont utilisés en paralléle (Figure 20) : un

pour les analyses chimiques (cartouches bleues) et un pour les analyses biologiques

(cartouches rouges).

Cartouches Résine XAD-2
Air ——
- Al A2

Compteur de
temps + timer

IND s343]14

=
iv

s33WHg9a

-------- !
: Compteur

1 volumétrique

Figure 20. Schéma du systéme de prélévement actif

Le Tableau 7 présente les caractéristiques des systémes d’échantillonnage d’air intérieur et
extérieur.

Tableau 7. Caractéristiques des systémes d’échantillonnage

Air extérieur Alir intérieur
2 Cartouches 2 Cartouches
Dispositif longueur 20 cm longueur 10 cm
@ 2cm & 1cm
Masse d’adsorbant 759 124

XAD-2

2. Préparation et traitement des extraits d’air

2.1 Preéparation des extraits par extraction accélérée par solvant

L’extraction accélérée par solvant (Accelerated Solvant Extraction, ASE) est également
connue sous différentes appellations : « Pressurised Liquid Extraction, PLE », « Pressurised

Fluid Extraction, PFE » ou encore « Pressurised Solvent Extraction, PSE ».
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L’ASE est une technique d’extraction solide-liquide qui a la particularité d’utiliser des
solvants sous de hautes pressions et a des températures situées au-dessus du point d’ébullition
des solvants (Kaufmann et Christen, 2002). Cette combinaison de pressions et températures
élevées augmente ’efficacité et la rapidité du processus d’extraction. Celui-ci est constitué de
plusieurs cycles, et permet augmenter le gradient de concentration entre un solvant propre et
la matrice solide, ce qui améliore le transfert de masse et augmente le rendement d’extraction.
L’extraction est réalisée en mode statique, c’est-a-dire que le solvant est en contact avec la
matrice pendant un temps imparti (généralement 5 a 10 min) pendant lequel a lieu la
désorption et la diffusion des molécules de I’échantillon vers le solvant (Richter et al., 1996 ;
Kaufmann et Christen, 2002).

L’extraction des phases gazeuse et particulaire a été réalisée par ASE. Les COSV cibles sont
extraits des adsorbants (résine XAD-2 et filtre QMA) avec un mélange de solvant
dichlorométhane (DCM)/méthanol (MeOH) 2/1 (v/v). Les solvants organiques de qualité
chromatographique (Merck Suprasolv) ont été obtenus par VWR. Trois cycles statiques de
5 min a 100 °C sont utilises. Chaque extrait correspondant a une phase atmosphérique donnée
est ensuite récupéré dans un flacon. Les différents paramétres de 1’extraction sont présentés en
Annexe 3. Deux blancs sont réalisés pour chaque période de prélevement, un pour la phase
gazeuse et I’autre pour la phase particulaire, qui correspondent aux extraits obtenus a partir de
résine XAD-2 et d’un filtre QMA propre. Ces blancs suivent ensuite le méme protocole que

les échantillons d’air intérieur et sont analyses avec les échantillons correspondants.

Pour les extraits destinés a I’analyse chimique, une solution d’étalons internes est ajoutée
avant I’extraction et une solution d’étalons externes, appelés étalons seringues, avant

’analyse. Les quantités d’étalons utilisées sont présentées en Annexe 4.
2.2 Traitement des extraits pour analyses biologique et chimique

Ainsi preparés, les extraits de phases gazeuse et particulaire sont concentrés par évaporation
sous flux d’azote a 70 °C jusqu’a environ 500 pL.

ucune étape de purification n’est réalisée avant analyse.
A tape d ficat ’est réal t anal

Traitement des extraits pour 1’analyse biologique :

Les extraits dediés aux analyses sur bio-essais sont ensuite évaporés presque a sec. Un

transfert de solvant est réalisé dans de 1’acétate d’éthyle avant reprise de I’extrait presque a

sec dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) de qualité HPLC (Sigma-Aldrich). Le volume de

52



Chapitre 2 — Démarche expérimentale

DMSO ajouté a I’extrait est fonction du volume d’air prélevé. D’aprés une étude préliminaire
menee en amont de ce projet (PNRPE, 2013), le volume de ’extrait est fixé a 100 pL de
DMSO pour un volume d’air prélevé de 150 m3. Chaque volume de reprise dans le DMSO est
calculé pour rester dans ces mémes proportions. Ainsi, ce mode de préparation permet
d’obtenir des données brutes d’activité biologique directement comparables entre extraits
puisqu’elles sont indépendantes du volume d’air. Aprés reprise des extraits dans le DMSO,
I’acétate d’éthyle résiduel est évaporé sous flux d’azote, a température ambiante, pendant

30 min.

Traitement des extraits pour 1’analyse chimique :

Apres concentration dans un volume final de 500 pL des extraits préparés par ASE, le solvant
majoritaire résiduel est du MeOH. De ce fait, I’analyse des composés par chromatographie
liquide (Liquid Chromatography, LC) est réalisée en premier. Une fois celle-ci terminée, un
changement de solvant est effectué. Pour cela, les extraits sont évaporés a sec sous flux
d’azote puis repris dans 500 pL d’hexane, solvant adapté pour 1’analyse par chromatographie
en phase gazeuse (Gaz Chromatography, GC). Pour I’analyse des PCB, du lindane et des
PBDE, I’extrait est concentré jusqu’a environ 20 pL afin d’augmenter la sensibilité de leur

analyse.
2.3 Fractionnement des extraits pour la démarche EDA

La mise en place de la démarche EDA nécessite le fractionnement d’un extrait, qui correspond
a un mélange complexe de micropolluants, afin de le scinder en fractions moins complexes
qui feront 1’objet d’une double analyse en paralléle (chimique et biologique) afin d’identifier
les molécules cibles ou familles de molécules a I’origine de I’activité biologique observée
pour I’extrait (cf. Chapitre 1). La Figure 21 représente la méthodologie générale adoptée pour
la démarche EDA qui comporte deux fractionnements successifs. La démarche appliquée est
présentée en détail en Annexe 5. Les principales contraintes sont : (1) avoir un extrait assez
concentré en contaminants, et surtout suffisamment biologiquement actif pour observer une
activité au niveau des sous-fractions, et (2) avoir des contr6les adaptés pour vérifier la perte
ou I’enrichissement en contaminants ou activité lors des étapes du fractionnement. Ainsi, 6
prélevements d’air (phases gazeuse et particulaire) consécutifs intégrés chacun sur 2 semaines
ont été réalisés dans la creche. Ce site a été choisi en raison de I’activité biologique et de la
contamination de son air (cf. Chapitre 3). Les 6 extraits de phase particulaire n’ont pas fait

I’objet d’un fractionnement analytique, en raison de leur plus faible activité biologique par
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comparaison aux extraits de phase gazeuse (cf. Chapitre 3). lls ont par contre été analysés
pour leur contenu en composés PE cibles. Aprés avoir vérifié que les 6 extraits de phase
gazeuse présentaient des concentrations en contaminants et des activités biologiques in vitro
similaires entre eux, ils ont été rassemblés pour obtenir un seul extrait appelé « pool ». Trois
fractions ont été récoltées apres fractionnement du pool (fractionnement 1). Ensuite, chacune
des fractions a été sous-fractionnée a nouveau en 3 fractions (fractionnement 2). Comme ses 3
fractions et ses 9 sous-fractions, le pool a été analysé pour sa teneur en composés cibles et son

potentiel PE.

Afin de contrdler I’éventuelle perte ou enrichissement en contaminants ou en activité

biologique, les deux fractionnements ont été répétés a 1’identique afin d’obtenir :

e un extrait pool fractionné recomposé (pool FR) correspondant aux fractions
rassemblées (F1 + F2 + F3) ;

e des fractions fractionnées recomposees (ex. F1 FR) correspondant aux sous-fractions
rassemblées (ex. F1-1 + F1-2 + F1-3).

En parall¢le de chaque étape de I’EDA, un extrait contrdle, appelé blanc, et correspondant aux

extraits obtenus a partir de résine XAD-2 et d’un filtre QMA propres, a subi le méme

traitement que 1’extrait initial et a été analysé, comme ses (sous)-fractions, pour son activité

PE et son contenu en composés cibles.

Phase Phase
Analyses
EAZEUSE v gazeuse chimiques + biologiques
\ Echantillon 1 Echantillon 6

Pool

Phase Analyses

gazeuse pool chimiques + biologiques
Fractionnement 1 /\
HPLC semi-prep phase inverse /
Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 Lo Analysles .
chimiques + biologiques
Fractionnement 2 /\ /\ /\
HPLC semi-prep phase inverse / / /
Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Analyses
11 1-2 1-3 2-1 2-2 2-3 3-1 3-2 3-3 chimiques + biologiques

Figure 21. Schéma de la démarche EDA mise en place

Les deux fractionnements successifs ont été réalisés par chromatographie liquide semi-
préparative (Shimadzu série Prominence) en phase inverse sur colonne C18 (Inertsil OD-3;

2,1 x 250 mm ; 5 um). Les composés sont élués en 100 min pour le premier fractionnement et
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en 135 min pour le second, a un débit de 0,2 mL.min%. La colonne est chauffée a 30 °C dans
un four thermostaté. Le volume injecté d’extrait ou de (sous)-fraction est de 100 pL. Les
Tableaux 8 et 9 présentent les gradients de phase mobile (MeOH/eau) utilisés pour 1’¢élution

des composés selon leur logKow croissant lors des deux fractionnements.

Tableau 8. Gradient de phase mobile du fractionnement 1 en HPLC semi-préparative

Temps (min) MeOH (%) Eau (%) Durée palier (min)

0 30 70 2
10 70 30 10
30 90 10 10
50 100 0 40
95 30 70 5

Tableau 9. Gradient de phase mobile du fractionnement 2 en HPLC semi-préparative

Temps (min) MeOH (%) Eau (%) Durée palier (min)

0 30 70 2
90 100 0 30
125 30 70 10

2.4 Développement des méthodes de fractionnement pour PEDA

Initialement, des tests de fractionnement en HPLC semi-préparative avec une colonne en
phase normale de type silice et une phase mobile hexane/isopropanol ont été effectués, mais
n’ont pas présenté de résultats concluants quant a la séparation de I’ensemble des
contaminants étudiés. Pour la mise en ceuvre de I’EDA, les deux fractionnements successifs
réalisés en phase inverse ont été développés et validés a I’aide d’'une HPLC semi-préparative
(Shimadzu série Prominence) équipée d’une détection par spectrométrie de masse avec une
source d’ionisation chimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Chemical
lonisation, APCI) et une acquisition du signal en mode scan. Les ions spécifiques de chaque
compose etudié ont été déterminés par I’injection de solutions contenant le standard de
chaque composé. Aprés avoir déterminé le temps de retention de chaque molécule, la
composition des 3 fractions F1, F2 et F3 en composés cibles a pu étre déterminée (Figure 22).
Par la suite, 3 solutions représentatives de la composition des 3 fractions en composés cibles
ont été préparées. Elles ont ensuite été injectées pour effectuer le fractionnement 2 afin de
déterminer les temps de rétention de chaque standard et évaluer les temps de collection des 3
sous-fractions (ex. F1-1, F1-2, F1-3) par fraction (ex. F1). Les Figures 23, 24 et 25 présentent
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la composition en composés cibles des 9 sous-fractions. Les chromatogrammes
correspondants ainsi que les ions spécifiques a chaque composé cible sont présentés en
Annexe 6 pour le fractionnement 1 et en Annexe 7 pour le fractionnement 2. Les temps de
rétention du PCB 28 et du lindane n’ont pas pu étre déterminés. En effet, la solution
commerciale de PCB étant en solution dans un solvant (hexane) non miscible avec celui de la
phase mobile de I’'HPLC semi-préparative (MeOH), celle-ci a d0 subir un changement de
solvant entrainant la perte du PCB 28, un composé relativement volatil (pression de vapeur =
2,6.10 Pa). Concernant le lindane, les conditions d’ionisation utilisées pour la détection par

spectrométrie de masse APCI n’ont pas permis d’ioniser ce composé.
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Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3
X PCB 167
X DnOP X PCB 81
X PCB 138
X Benzo(g,h,i)perylene
X PBDE 99 X DIDP
X DEHP X PCB 189
X Indeno(c,d)pyréne
X PCB 105 X PBDE 153
X PCB 126 X PCB 169
X PCB 114 X PCB 180
X PCB 153 X PBDE 154
X PCB 118 X DINP
X PBDE 100 X PCB 157
X HCB X PCB 156
X Dibenzo(a,h)anthracene
X PBDE 28 X PCB 77
X HBCD X Benzo(a)pyréne
X Benzo(a)anthracéne  X:PCB 123
: x TBBPA X PBDE 47
: X Galaxolide X PeCB X Behzo(b)fluoranthéne
X:Cyperméthrine XPCB52 :
X Pyréne X Tonalide X PCB 101
X Fluoranthéne X Chryséne X Behzo(k)fluoranthéne
: X PCB 110
X Butyl Parabene OP1EO X :
X DEP Fluoréne X X NP2EO
X Propyl Parabene Triclosan X X NP1ED
X BPA OPX XNP :
X Ethyl Parabéne DnBP X X Anthracéne
X DMP BBP X X Phénanthréne
. . X Méthyl Parabélne . DiBP X X OP2EO i : i i .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figure 22. Temps de rétention de chague composé lors du fractionnement 1
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Fraction 1-1 Fraction 1-2 Fraction 1-3
X Pyréne
X Fluoranthene
X Butyl Parabéne OP1EO X :
X DEP Fluoréne X : XNP2EO
X Propyl Parabéne Triclosan % : X NP1EO
X BPA OPX XOP2EO X NP
X Ethyl Parabéne DnBP X i  XAnthracéne
X DMP BBP X :  X:Phénanthréne
. . i X Méthyl Parabléne i i i DIBP X i i , .
0 10 20 30 40 50 60 80 90 100 110 120

Figure 23. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 1(F1) lors du fractionnement 2
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Fraction 2-1 Fraiction 22 Fraction 2-3

XHBCD X Benzo(b)fluoranthéne
: X PeCB  PCB 110 X
X Benzo(a)anthracene X PCB 77
% Chryséne PBDE 47 X X Benzo(K)fluoranthéne
X Tonalide : X Benzo(a)pyréne X PBDE 28
X Galaxolide : i PCB52X X PCB 123
X TBBPA : : PCB 101 X

0 20 40 60 80

90 100
Figure 24. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 2 (F2) lors du fractionnement 2
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Fraction 3-1 : Fraction 3-2 : Fraction 3-3

XPCB 105 X PCB 167

X PBDE 100 X Benzo(g,h,i)peryléne

X PCB 126 X Indeno(c,d)pyrene

XPCB114 PBDE99 X X PCB 156 :

X PCB 153 X PCB 138 X PCB 157 X DiINP X DIDP
X Dibenzo(a,h)anthracéne X DEHP X DnOP X PCB 169 X PBDE 183 X PCB 189

. . . C X HCB PCB lli? X : . >.( PCB 180 X PBDE 154 X PBDEI153 , i i .
0 30 60 90100 102 104 106 108 110 110 120 125

Figure 25. Temps de rétention de chaque composé de la fraction 3 (F3) lors du fractionnement 2
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La méthode développée a ensuite été transférée sur une HPLC semi-préparative (Shimadzu
Pompe LC-20 AD Prominence) équipée d’un collecteur de fractions (Shimadzu FRC-10A) et
d’un détecteur UV (Shimadzu SPD-20MA). De ce fait, certains composés étudiés absorbant
dans le domaine de I’UV ont été injectés afin de déterminer le décalage de leurs temps de
rétention entre les deux HPLC, extrapolable aux autres composés. Les temps de collection de
chaque fraction ont donc été adaptés en fonction de ce décalage ; ils sont présentés dans le
Tableau 10. Celui-ci indique également la composition en eau et MeOH des fractions

collectées calculée a partir du gradient de phase mobile applique.

Tableau 10. Temps de collection et composition en eau et MeOH de chaque fraction en HPLC semi-préparative

Début Fin MeOH Eau

Fraction (min)  (min) (%) (%)
1 0,0 51,0 81,8 18,2
2 51,0 61,0 1000 0,0
3 61,0 1000 88,9 111
1-1 0,0 83,0 69,7 30,3

1-2 83,0 85,5 97,8 2,2
1-3 855 1350 856 14,4
2-1 0,0 94,5 73,2 26,8
2-2 94,5 96,0 100,0 0,0
2-3 96,0 1350 819 18,1
3-1 0,0 103,7 755 24,5
3-2 103,7 106,3 100,0 0,0
3-3 106,3 1350 76,0 24,0

2.5 Traitement des fractions

Une fois collectées, les fractions sont évaporees a sec a I’aide d’un systéme d’évaporation EZ-
2 (Genevac, UK) avant d’étre rassemblée ou non. Elles sont ensuite remises en solution dans
500 uL de MeOH. Concernant celles qui sont dédiées a I’analyse sur bio-essais, un
changement de solvant est réalise dans 100 pL de DMSO.
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3. Analyse chimigue des extraits de phases gazeuse et

particulaire

3.1 Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie

de masse en tandem

Pour analyser les parabénes, le TBBPA, le triclosan, ’HBCD, les AP, le BPA ou les APEO,
trois méthodes ont été développées en chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (Liquid Chromatography / tandem Mass Spectrometry, LC/MS/MS) avec
une ionisation  électrospray  (ElectroSpray lonisation, ESI). Les conditions
chromatographiques utilisées sont présentées en Annexe 8. Pour chaque méthode, un gradient
de phase mobile eau/MeOH a été utilisé.

3.1.1 Parabénes, TBBPA, triclosan et HBCD

Données de la littérature

La détermination des conservateurs (parabenes et triclosan) a souvent été réalisée par GC/MS
(Lindstrom et al., 2002 ; Gatidou et al., 2007 ; McAvoy et al., 2009 ; Rudel et al., 2010 ;
Shanmugam et al., 2010) ou par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (Gas Chromatography /tandem Mass Spectrometry, GC/MS/MS)
(Singer et al., 2002 ; Boehmer et al., 2004 ; Canosa et al., 2007), bien que la dérivation
préalable du triclosan et des parabénes soit nécessaire en raison de leur forte polarité. Pour
gviter cette étape de dérivation, plusieurs auteurs ont analyseé le triclosan et les parabéenes par
LC/MS/MS (Aguera et al., 2003 ; Chu et Metcalfe, 2007 ; Miller et al., 2008 ; Gonzalez-
Marifio et al., 2009 ; Geara-Matta et al., 2011), par LC-UV (Guo et al., 2009 ; Zotou et al.,
2010) et par LC/MS pour le triclosan (Coogan et al., 2007 ; Heidler et Halden, 2007). La
technique la plus utilisée comprend une ionisation ESI avec un analyseur quadripdle (Lee et
al., 2006 ; Chu et Metcalfe, 2007 ; Pedrouzo et al., 2009). L’analyse des parabénes et du
triclosan par LC/MS ou LC/MS/MS, s’effectue le plus souvent en phase inverse, c’est a dire
avec des colonnes a phase stationnaire apolaire, de type C18 (Heidler et Halden, 2007 ; Nlfiez
etal., 2008 ; Ye et al., 2008).

Les premiéres analyses du TBBPA ont été réalisées par GC/MS (Xie et al., 2007) ou
GC/MS/MS (Abdallah et al., 2008). Cependant, ces méthode imposent une dérivation
préalable du groupe phenolique de ce composé (Sjodin et al., 2001). La LC/MS apparait donc

62



Chapitre 2 — Démarche expérimentale

comme la technique de choix pour I’analyse du TBBPA, ne nécessitant aucune dérivation
avant analyse (Hayama et al., 2004 ; Tollbéck et al., 2006). L’utilisation de I’ESI de polarité
négative semble étre la technique d’ionisation la plus appropriée (Tollback et al., 2006). La
séparation chromatographique du TBBPA se fait classiquement en phase inverse sur une
colonne apolaire de type C18. Pour obtenir une bonne détection du TBBPA, il est important
de prendre certaines précautions, notamment de tenir compte de son affinité pour la phase
mobile utilisée. En effet, Chu et al. (2005) ont démontré que le signal chromatographique du
TBBPA était 1,5 fois plus élevé avec une phase mobile composée de MeOH par rapport a
I’acétonitrile. En outre, Tollbéack et al. (2006) ont mis en évidence que la solution étalon de

TBBPA pouvait se débromer si elle n’était pas bien protégée de la lumiére.

L’HBCD peut étre analysé en GC avec un détecteur a capture d’électrons ou un spectrometre
de masse (Remberger et al., 2004). Cependant, la séparation de ses différents isoméres n’est
pas possible avec cette méthode : un seul pic chromatographique est obtenu pour les trois
isoméres en raison de leur réarrangement thermique. La totalité des isoméres de ’'HBCD doit
alors étre considérée pour I’analyse des résultats. En revanche, les isoméres de ’'HBCD
peuvent facilement étre séparés par LC/MS en phase inverse avec une colonne apolaire en
C18 (Budakowski et Tomy, 2003 ; Tomy et al., 2005 ; Gomara et al., 2007).

Méthode développée

L’analyse des parabénes, du TBBPA, du triclosan et des trois isoméres de ’HBCD a été
réalisée en LC/MS/MS avec une ionisation ESI de polarité négative. Les solutions de
parabénes (composés natifs et isotopes marqués) ont été obtenues par Supelco. Le TBBPA et
le TBBPA marqué ont été¢ fournis par BCP instruments. Le triclosan et ’THBCD (composés
natifs et marqués) ont été obtenus par Wellington Laboratories. Les parametres de détection
par spectrométrie de masse sont présentés en Annexe 9 : étalons internes utilisés, temps de
rétention des composés, transitions de quantification, valeurs m/z choisies, ratio des ions de

qualification et de quantification et énergies de collision correspondantes.
3.1.2  Alkylphénols et BPA

Données de la littérature

Les premiéres analyses des alkylphénols ont été réalisées par GC/MS (Ding et Fann, 2000 ;
Bressy et al., 2011). Cependant, les AP et les APEO ayant une faible volatilité, une dérivation
préalable est nécessaire pour réaliser 1’analyse (Rudel et al., 2010). Pour cette raison,

I’analyse GC/MS a été¢ délaissée au profit d’autres techniques qui permettent une analyse
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directe. Aujourd’hui, la technique la plus utilisée est la LC/MS avec un mode d’ionisation ESI
ou APCI. Pour I’analyse des nonylphénols et octylphénols, I’ESI reste plus sensible que
I’APCI (Schmitz-Afonso et al., 2003). Le mode d’ionisation le plus courant est d’ailleurs
I’ESI : en polarité positive (ESI +) pour les APEO et en polarité négative (ESI -) pour les AP.
En raison du risque de co-élution de certains composés AP par LC/MS, il est préférable
d’utiliser la LC/MS/MS, laquelle permet d’identifier les composés de fagon certaine (Loyo-
Rosales et al., 2003 ; Rabouan et al., 2012). La séparation chromatographique des APEO et de
leurs métabolites par LC/MS ou LC/MS/MS se réalise la plupart du temps en phase inverse

avec une colonne de type C18 (Kreisselmeier et Durbeck, 1997).

L’analyse du BPA est aujourd’hui trés bien maitrisée. Elle est réalisée principalement par GC
(Del Olmo et al., 1997 ; Rudel et al., 2003), méme si la LC a été utilisée dans certaines études
(Castillo et al., 1997 ; Pedersen et Lindholst, 1999 ; Petrovic et Barcel6, 2000). Le mode de
détection le plus utilisée est la spectrométrie de masse (Rudel et al., 2003 ; Otake et al.,
2004).

Méthode développée

Les AP (OP et NP) et le BPA ont été analysés en chromatographie liquide de masse tandem en
polarité négative : LC(ESI-)/MS/MS. Les solutions d’alkylphénols utilisées (natifs et
marqués) ont été obtenues par Sigma-Aldrich. Le BPA et le BPA marqué ont été fournis par
A2S-Analytical Standard Solution. Les différents parameétres chromatographiques et de

masses sont présentés en Annexes 8 et 10.

La composition de base de la phase mobile est identique a celle utilisée pour 1’analyse des
autres composés (Annexe 8). Cependant, de I’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a été ajouté
a 5 mM dans chaque solvant (Loyo-Rosales et al., 2003). Des essais réalisés ont en effet
montré une abondance des ions de transition des composés plus importante lors de
I’utilisation de NH4OH dans la phase mobile (Tableau 11).

Tableau 11. Comparaison des abondances de la transition de quantification pour le BPA, 1’octylphénol et le

nonylphénol (50 ng dans le vial).

Composés Abondance Abondance
(Avec NHsOH) (Sans NH4OH)
BPA 34796 9236
Octylphénol 25385 6909
Nonylphénol 61912 19187
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3.1.3  Alkylphénols éthoxylés

Données de la littérature

Les méthodes d’analyse des alkylphénols éthoxylés presentées dans la littérature sont
identiques a celles utilisées pour les alkylphénols (cf. Partie 3.1.2). D’ailleurs, 1’analyse des
AP et des APEO est trés souvent réalisee conjointement. La polarité positive est cependant

utilisée pour les composeés éthoxylés.

Méthode développée

Comme la littérature le préconise, I’analyse des APEO est réalisée dans les mémes conditions
chromatographiques que pour les autres composés (Annexe 8), en LC/MS/MS avec une
ionisation ESI, mais en polarité positive (Annexe 11). Les solutions d’alkylphénols
éthoxylates (natifs et marqués) ont été fournies par Sigma-Aldrich. Comme pour les AP et le
BPA, 5 mM de NH4OH sont ajoutés aux solvants de la phase mobile. Pour les especes
éthoxylées, le NH4OH permet d’éviter la formation de I’ion [M+Na]* qui est peu stable, en
formant ’ion [M+NH4] " plus stable (Loyo-Rosales et al., 2003).

3.2 Analyses par chromatographie gazeuse couplée a la

spectrometrie de masse
Pour analyser les muscs, les phtalates, la cyperméthrine ou les HAP, quatre méthodes ont été
développées en GC/MS.
3.2.1  Muscs synthétiques

Données de la littérature

Les muscs polycycliques sont des produits volatils et stables thermiquement. La méthode
privilégiée pour les étudier est I’analyse par GC/MS avec une ionisation par impact
électronique (Electron Impact, EI) (Kallenborn et al., 1999 ; Peck et Hornbuckle, 2006). Les
analyseurs quadripdles (D. Chen et al., 2007) sont autant utilises que les analyseurs a trappe
d’ions (Fromme et al., 2004 ; Regueiro et al., 2009). L’utilisation d’une détection par
spectrométrie de masse en tandem est trés rare, car la sensibilité de spectromeétre de masse a

basse résolution est suffisante pour I’analyse de ces composés.

Comme les muscs polycycliques sont présents dans de nombreux produits, il est trés difficile
d’obtenir des vrais blancs analytiques. L’emploi de savons, crémes, gels douche, shampoings

et autres produits cosmétiques contenant les composés étudiés doit étre évité par le personnel
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manipulateur, ainsi qu’au sein du laboratoire. Toute contamination issue de I’emploi d’agents

nettoyants pour les sols ou les vitres doit étre prise en compte (Bester, 2009).

De plus, les standards utilisés pour I’analyse des muscs peuvent poser des problémes. En
effet, le galaxolide disponible commercialement est pur a seulement 50 %. L’impureté
présente est le dibutyl-phtalate. Pour la tonalide, le Ds-tonalide peut subir un échange de
proton, inversant alors la deutération. Ainsi, le standard interne peut étre perdu et de la
tonalide supplémentaire peut étre produite pendant le traitement et le stockage des
échantillons (Bester, 2009).

Méthode développée

Conformément a la littérature, la méthode d’analyse des muscs développée utilise la GC/MS
avec une ionisation par El. Les différentes solutions de muscs utilisées ont été fournies par
Cambridge Isotope Laboratories. Les différents parametres de la méthode sont présentés en
Annexe 12. En raison des problémes observés avec 1’utilisation de la Ds-tonalide, 1’étalon
interne choisi est le musc xylene d15. Les gradients de température du four au cours de
I’analyse ont été déterminés d’apres les travaux de Peck et Hornbuckle (2006) : le programme
de température a été légérement modifié afin d’obtenir un temps d’analyse le plus court

possible.
3.2.2  Phtalates

La méthode utilisée pour 1’analyse des phtalates a été décrite par Alliot et al. (2014). Les
solutions de phtalates (natifs et marqués) utilisés ont été obtenues par Supelco. Comme pour
les muscs, il s’agit d’une analyse par GC/MS avec une ionisation par EI. Cependant, un
changement d’étalon seringue a été effectué pour notre projet : le DMP d4 et le DnOP d4 ont
été choisis a la place du benzylbenzoate, en raison de la présence de ce dernier dans 1’air

intérieur (Lamas et al., 2010). Les parametres analytiques sont présentés en Annexe 13.
3.2.3  Cyperméthrine

Données de la littérature

La technique la plus utilisée pour I’analyse de la cyperméthrine est la GC couplée a un
détecteur a capture d’électron (Siebers et Mattusch, 1996 ; Bouvier et al., 2006 ; Yao et al.,

2006) ou a un spectrométre de masse (Barrek et al., 2003 ; Beltran et al., 2003).
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Méthode développée

La méthode choisie pour I’analyse de la cyperméthrine est identique a celle utilisée pour les
phtalates (cf. Partie 3.2.2) et les parametres analytiques sont également présentés en Annexe
13. La cyperméthrine et la cyperméthrine marqué ont été fournies par Cambridge Isotope
Laboratories. Le but premier était d’obtenir une séparation chromatographique de la
cyperméthrine et des phtalates au cours d’une méme analyse. Cependant, les concentrations
en cyperméthrine étant bien plus faibles que celles en phtalates, une analyse séparée du
pesticide a été préférée. En effet, il a été choisi d’ajouter une quantité de DnOP d4 (étalon
seringue) avant 1’analyse proche des concentrations retrouvées dans 1’air intérieur. Cet étalon
étant également utilisé pour ’analyse des phtalates, 100 ng de DnOP d4 sont d’abord ajoutés
pour ’analyse de la cyperméthrine, puis 900 ng sont de nouveau ajouté a I’extrait pour celle
des phtalates. La forme de la droite de calibration obtenue pour la cyperméthrine présente une
forme exponentielle ne permettant pas de trouver une zone de linéarité (Figure 26);
I’incertitude sur 1’analyse s’en retrouve donc augmentée. Les premiers points de la gamme
formant un « palier », une concentration assez élevée en cyperméthrine dans les échantillons

s’avere donc nécessaire.

Cyperméthrine - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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Figure 26. Droite de calibration de la cyperméthrine

3.24 HAP

La méthode utilisée pour 1’analyse des HAP est celle développée antérieurement par le
laboratoire (Alliot et al. 2014). L’analyse est réalisée par GC/MS avec une ionisation par EI.
Les solutions de HAP (natifs et marqués) ont été obtenues par CIL Cluzeau. Comme pour

I’analyse des phtalates, le seul changement concerne le benzylbenzoate qui a été remplacé par
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du fluoréne d10, du fluoranthene d10 et du dibenzo(a,h)anthracene d14. Les parameétres
analytiques sont présentés en Annexe 14.

3.3 Analyses par chromatographie gazeuse couplée a Ila

spectrometrie de masse en tandem

Pour analyser les PCB, I’HCB, le PeCB, le lindane ou les PBDE, deux méthodes d’analyse
ont été développées en GC/MS/MS.

3.31 PCB, HCB, PeCB et lindane

L’analyse des PCB de I'HCB et du PeCB est réalisee selon Alliot et al. (2014) par
GC/MS/MS avec une ionisation El. L’analyse du lindane est effectuée en méme temps que
celle des PCB. Les solutions de PCB (natif et marqués) et de HCB ont été obtenues chez Dr.
Ehrenstorfer Reference Materials. La solution de PeCB a été fournie par LGC Standard. Le
lindane et le lindane marqué ont été obtenus chez Cambridge Isotope Laboratories et CIL
Cluzeau. Les paramétres choisis et les transitions du lindane ajoutées dans I’analyse sont

présentés en Annexe 15.
3.3.2 PBDE

L’analyse des PBDE est réalisée selon la méthode de Alliot et al. (2014) par GC/MS/MS avec
une ionisation El. Les solutions PBDE et PBDE marqués ont été obtenues par Cambridge

Isotope Laboratories. Les parametres analytiques sont présentés en Annexe 16.
3.4 Expressions des résultats

Afin de pouvoir comparer les concentrations de chagque contaminant entre les extraits de
phases gazeuse et particulaire et les blancs, les quantités obtenues pour les blancs sont
exprimées en ng.m (comme pour les extraits), en divisant la quantité retrouvée par le volume
d’air moyen prélevé sur les quatre lieux de vie pendant la période correspondante. Comme le
bruit de fond est souvent un probléme avec les analyses de contaminants a I’état de trace, la
stratégie suivante a été adoptée : si la concentration d’un composé donné dans un extrait n’est
pas quatre fois supérieure a sa concentration dans le blanc correspondant, alors une correction
du blanc est effectuée. A I’'inverse, aucune correction n’est réalisée si sa concentration dans
I’extrait est au moins quatre fois supérieure a celle du blanc. Les concentrations en composés
cibles (corrigées ou non) sont indiquées « < LQ » ou « <LD » si elles sont respectivement

inférieurs aux limites de quantification et de détection calculées. Pour certaines familles de
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composés, les concentrations sont présentées en somme des concentrations des congéneéres
étudiés comme suit : « X 7 Phtalates », correspondant a la somme de DMP, DEP, DiBP, DnBP,
BBP, DEHP et DnOP afin d’obtenir des résultats comparables avec ceux présentés dans la
littérature internationale ; « X OP + NP », représentant la somme de 1’octylphénol et du
nonylphénol ; « ~ Ethoxylés », correspondant a la somme de I’OP1EO, de OP2EO, NP1EO et
du NP2EO ; « X Parabénes », correspondant a la somme du méthyl-P, de 1’éthyl-P, du propyl-
P et du butyl-P; « X 8 HAP-NF » en référence aux 8 HAP décris dans la norme AFNOR
NF X 43-329, c’est a dire le benzo(a)pyrene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene,
indéno(1,2,3-c,d)pyrene, benzo(a)anthracene, dibenzo(a,h)anthracene, benzo(g,h,i)péryléne et
fluoranthéne ; « X 15 HAP-EPA » en référence aux 16 HAP classés prioritaires selon
[’Environmental Protection Agency sans le naphtaléne (composé trés volatil qui n’a pas pu
étre quantifié dans cette étude, comme dans la plupart des travaux de recherche
environnementale); « X 6 PBDE », représentant la somme des PBDE 28, 47, 99, 100, 153,
154; « £ 7 PCB » et « X DL-PCB », correspondant respectivement a la somme des PCB 28,
52, 101, 118, 138, 153, 180 et a la somme des PCB Dioxin-Like 77, 81, 105, 114, 118, 123,
126, 156, 157, 167, 169, 189. Les concentrations des autres composés sont données

individuellement.
4. Validation du protocole analytique

Afin d’évaluer la performance du protocole analytique développé, une étude du biais
analytique ainsi qu’une €évaluation de I’incertitude a été menée. Cette validation a été réalisée

a I’aide d’un dopage des matrices d’adsorption : la résine XAD-2 et un filtre QMA.
4.1 Validation de la méthode de prélevement

La capacité de rétention de la résine XAD-2 vis-a-vis des COSV cibles a été évaluée par deux
études distinctes conduites a partir de 1’air ambiant du bureau, d’une part en comparant deux
vitesses de prélévement, et d’autre part en estimant I’efficacité de rétention relative des 2

cartouches Al et A2 montées en série et contenant chacune 6 g de résine XAD-2 (Figure 20).

L’influence de la vitesse de circulation a travers 1’adsorbant sur I’efficacité du piégeage des
COSV sur la résine XAD-2 et le filtre QMA est présentée en premier. Les phases gazeuse et

particulaire ont été prélevées pendant 15 jours consécutifs a ’aide de deux systémes opérant
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en simultané mais a deux vitesses différentes, 67 et 144 cm.s, soit des débits de 686 et
319 L.h%, qui ont été choisies en fonction du volume d’échantillonnage moyen utilisé¢ dans
cette étude et de ceux indiqués dans la littérature (Rudel et al., 2003 ; Fromme et al., 2004 ;
Blanchard et al., 2014). Le débit d’un fluide (m3.h™) étant le produit de la vitesse linéaire
(cm.s?) et de la surface traversée (cm?), il a été choisi d’observer les différences entre deux
vitesses linéaires plutot qu’entre deux débits. En effet, la capacité d’adsorption des différents
contaminants prélevés est dépendante du temps de contact entre le composé et 1’adsorbant. La
vitesse linéaire lors du prélevement reflete plus exactement le temps de contact suivant la
géométrie du dispositif et les autres paramétres expérimentaux. Les adsorbants, résine XAD-2
et filtre QMA, ont ensuite été analysés pour leur teneur en contaminants reportée en ng.m
(cf. Partie 3.4 — Expression de résultats) pour les phases gazeuse et particulaires dans le
Tableau 12 (les résultats détaillés sont présentés en Annexe 17). Les deux vitesses de
prélevement permettent d’obtenir des concentrations du méme ordre de grandeur pour la
majorité des contaminants. La vitesse la plus élevée permet une quantification du galaxolide
et du nonylphénol dans la phase gazeuse a des concentrations plus élevées par rapport a la
vitesse la plus faible. Par contre, leurs concentrations dans la phase particulaire ne changent
pas selon les vitesses, ce qui montre 1’absence de désorption du galaxolide et du nonylphénol
de la phase particulaire vers la phase gazeuse. Cette différence pourrait étre liée a une
contamination ponctuelle par un produit détergent parfumé pendant la période de
prélevement, intégré plus rapidement par le débit le plus élevé. La différence également
observée pour le nonylphénol suggére une contamination par un détergent parfumé. Seule la
cyperméthrine pourrait se désorber de la phase particulaire, car sa concentration y diminue
avec I’augmentation de la vitesse. En général, aucune relation n’a pu étre établie entre la
pression de vapeur saturante des composés et leur niveau de rétention par I’adsorbant.
Cependant, les vitesses étudiées ne semblent pas perturber la rétention de molécules tres
volatils telles que le PeCB (pression de vapeur = 2,67.101Pa) ou encore le phénanthréne
(pression de vapeur = 1,61.10 Pa). Cette étude permet de confirmer que les vitesses utilisées
pour prélever nos volumes d’air sont adaptées a I’ensemble des contaminants étudiés (144

cm.s’t en moyenne).
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Tableau 12. Concentrations (en ng.m=) des composés PE étudiés dans le bureau en fonction de la vitesse de

circulation de la phase gazeuse a ’intérieur des cartouches de résine XAD-2

Vitesse linéaire : 67cm.st

Vitesse linéaire : 144 cm.st

Composés Débit : 319 L.h*t Débit : 686 L.h*
Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse Phase particulaire
Phtalates
DEHP 8,239 92,27 4,839 84,15
> 7 Phtalates 265,5 231,3 216,6 1914
Muscs
Galaxolide 6,566 0,387 21,71 0,322
Tonalide 3,046 0,069 4,701 0,053
Alkylphénols
Octylphénol 2,856 0,139 3,933 0,102
Nonylphénol 12,85 0,368 24,99 0,301
> OP + NP 15,70 0,507 28,92 0,403
OP1EO 0,596 0,037 0,975 0,041
OP2EO 0,002 0,017 0,003 0,015
NP1EO 2,799 0,928 4,402 1,001
NP2EO 0,274 0,289 0,095 0,503
> Ethoxylés 3,672 1,270 5,475 1,561
Phénols
Bisphénol A 0,068 0,390 0,023 0,521
TBBPA - 0,020 - 0,028
Parabénes
Méthyl-P 1,874 0,116 2,406 0,140
Ethyl-P 0,091 0,003 0,125 0,005
Propyl-P 0,524 0,023 0,969 0,027
Butyl-P 0,030 0,005 0,054 0,005
> 4 Parabénes 2,519 0,147 3,555 0,176
HAP
Phénanthrene 90,17 0,125 90,08 0,152
Benzo(a)pyrene 0,067 0,217 0,057 0,309
> 8 HAP-NF 11,69 1,832 10,82 2,452
Pesticides
Cyperméthrine 2,146 27,18 2,403 5,479
Lindane 0,880 0,012 0,62 0,010
PCB
HCB 1,246 0,001 1,151 0,001
PeCB 1,410 0,001 1,223 0,001
> 7PCB 2,858 0,053 3,733 0,049
> DL-PCB 0,125 0,004 0,154 0,003
PBDE
PBDE 47 0,057 0,010 0,089 0,012
> 6 PBDE 0,076 0,044 0,115 0,051
Autres
HBCD 0,000 0,001 0,000 0,001
Triclosan 0,224 0,052 0,416 0,072

L’efficacité de rétention des COSV étudiés par la résine XAD-2 a été confirmée par un
prélévement d’air dans le bureau. Celui-ci a été réalisé sur une durée de 15 jours consécutifs
avec 2 cartouches en série : cartouche Al suivie de la cartouche A2 (Figure 20). Ainsi, la
capacité de rétention de la résine XAD-2 est considéréee comme étant satisfaisante pour la

majorité des contaminants si ces derniers sont quasi exclusivement quantifiés dans la premiére
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cartouche (Al). Les concentrations en composés cibles ont été déterminées pour la phase
gazeuse, mais aussi pour la phase particulaire afin d’évaluer également le pourcentage de
chaque compose retenu par le filtre QMA. La Figure 27 présente la répartition en pourcentage
des composés entre absorbants : cartouche Al, cartouche A2 pour la résine XAD-2, et filtre

QMA. Les résultats détaillés par compose sont présentes en Annexe 18.

La majorité des COSV étudiés ont été retenus dans la premiére cartouche (Al) de résine
XAD-2, qui a adsorbé 81 % des composés retenus par le systtme de préléevement. Les
contaminants les plus volatils, majoritairement présents en phase gazeuse, sont correctement
adsorbés sur la cartouche Al : parabénes, triclosan, alkylphénols, AP1EO, muscs, phtalates
volatils, HAP semi-volatils, PBDE 47, PeCB, HCB, lindane et PCB volatils. A I’inverse, les
composés les moins volatils sont majoritairement présents en phase particulaire et sont donc
retenus par le filtre QMA : HBCD, BPA, NP2EO, cyperméthrine, phtalates non-volatils et les
PCB non-volatils. Le PBDE 99 et les HAP non-volatils sont retenus a 60 % par le filtre QMA
puis majoritairement par la cartouche Al de résine XAD-2. Comme le DnOP, I’OP2EOQ, le
PBDE 28, le PBDE 100, le PBDE 153 et le PBDE 154 présentent des concentrations
inférieures a leur limite de quantification (LQ), leurs distributions entre les différentes

matrices absorbantes n’ont pas pu étre établies.

Le TBBPA n’est pas présenté, car le protocole choisi ne permet pas son extraction de la résine
XAD utilisée pour la phase gazeuse (cf. Partie 2.1). Ces deux études permettent de confirmer

I’efficacité du protocole de prélévement des échantillons d’air.
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Phtalates volatils : DMP, DEP, DiBP, DnBP ;

Phtalates non-volatils : BBP, DEHP, DiNP, DiDP ;

HAP semi-volatils : fluoréne, anthracéne, phénanthrene, fluoranthéne, pyréne ;
HAP non-volatils : benzo(a)anthracene, chryséne, benzo(b)fluoranthene,
benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene, dibenzo(a,h)anthracéne,
indéno(c,d)pyrene, benzo(g,h,i)péryléne

PCB volatils : PCB 28, 52, 77, 81, 101, 105, 110, 118, 138, 153

PCB non-volatils : PCB 114, 123, 126, 156, 157, 167, 169, 180, 189

Figure 27. Distribution (en % moyen) des composés cibles extraits de 1’air entre les 2 cartouches en série

(Al et A2) de résine XAD-2 et le filtre QMA
4.2 Evaluation de la performance analytique

Les seuils de détection et de quantification analytiques ont été déterminés, ainsi que
I’efficacité d’extraction de la méthode développée. La résine XAD-2 et un filtre QMA ont été
dopés avec les 69 molécules étudiées et leurs étalons internes respectifs. Les quantités
dopantes choisies correspondent a celles observées dans 1’air intérieur d’apres la littérature
(Annexe 19). Apres avoir passé une nuit au réfrigérateur (résine XAD-2) ou dans un
dessiccateur (filtre QMA), les adsorbants ont été soumis a une extraction de leur contenu en

contaminants cibles, lesquels ont été quantifiés selon le protocole analytique établi
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(cf. Chapitre 2 — Parties 2 et 3). Les taux de recouvrement des composés sont calculés par le
rapport entre la masse expérimentale retrouvée et la masse théorique ajoutée. lls sont estimés
pour chaque composé, chaque matrice et le blanc correspondant (matrice non dopée). En
paralléle, les limites de détection (LD) et les LQ ont également été déterminées en considérant
la quantité dopée (en pg) avec respectivement un ratio signal/bruit de 3 et 10. Ces quantités
ont ensuite été converties en concentration & I’aide du volume moyen d’air prélevé (196 m3).
Les phtalates présentent les LQ les plus élevées (environ 600 pg.m=) a cause du bruit de fond
observé pour ces composés tres présents en air intérieur. Les autres contaminants montrent
des LQ inférieures a 25 pg.m™. Les LD et LQ pour chaque composé étudié, dans les deux

phases atmosphériques, sont présentées en Annexe 20.

Les taux de recouvrement des composés ont été calculés par le rapport entre la masse
expérimentale retrouvée et la masse théorique ajoutée. Ils ont été estimés pour chaque
composé, chaque matrice adsorbante et le blanc correspondant (matrice non dopée). L’étude
de biais montre que I’ensemble du protocole développé est adapté pour des quantités en
composes cibles habituellement trouvées dans 1’air intérieur, de leur rétention sur les matrices
d’adsorption jusqu’a leur analyse (Figure 28). Sur I’ensemble des COSV étudiés, le taux de
recouvrement median est de 98,6 % pour la résine XAD-2 et de 98,3 % pour le filtre QMA.
Certains composés se sont probablement évaporés au cours de 1’étape de concentration de
I’échantillon en raison de leur volatilité (acénaphtyléne, acénaphténe, fluoréne et PeCB),
entrainant des rendements inférieurs a 70 %. L’HBCD présente un faible taux de
recouvrement (65 et 60 %, respectivement pour la résine XAD-2 et le filtre QMA) qui ne peut
pas étre expliqué par sa volatilité ; ’hypothése est donc une mauvaise extraction de ce
composé des deux matrices. De plus, le DINP ne peut pas étre quantifié de facon précise a
cause du massif de pics mal résolus de ce composé au cours de I’analyse. Les composés sont
retrouvés dans les blancs & des teneurs nettement inférieures a celles dans I’air intérieur
(inférieur & 10 % de la masse dopée). Le TBBPA n’a pas pu étre analysé a partir de la résine
XAD-2. Les rendements d’extraction de I’étalon interne étant trés faibles, il est possible que
le TBBPA soit adsorbé sur la résine et que les conditions d’extraction ne permettent pas de
I’extraire correctement. De nombreux essais d’extraction du TBBPA ont été menés, aucun
n’ayant donné de résultat concluant. Ainsi, sur les 69 composés étudiés, seuls 62 contaminants
ont pu étre quantifiés précisément dans I’air intérieur. Les concentrations retrouvées dans I’air
intérieur pour les 7 composés présentant des rendements inférieurs a 70 % sont indiquées a

titre indicatif. En effet, n’étant pas pondérées des rendements d’extraction, elles sont donc
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sous-estimées. Les résultats détaillés par composé et matrice adsorbante sont présentés en

Annexe 21.
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Figure 28. Rendement d’extraction des composés a partir des matrices adsorbantes, la résine XAD-2 et le filtre
QMA (en % de la masse dopée)

4.3 Détermination de I’incertitude du protocole analytique par plan

d’expérience emboité complet

Le calcul de I’incertitude par plan d’expérience emboité complet a été décrit par Maroto et al.
(19993, 1999b). Cette approche permet de déterminer I’incertitude sur les analyses a venir a
I’aide des données de validation réalisée a partir de matrices d’adsorption dopées comme
décrit dans la partie 4.1 de ce chapitre (Annexe 19). Cette méthode n’estime pas au sens strict
du terme I’incertitude sur les futurs extraits, car les données sont obtenues a 1’aide de matrices
dopées et non a partir de prélévement d’air de composition contrdlée. Cependant, si les
extraits tests utilises sont homogeénes, stables et représentatifs des extraits réels (issus de
prélevement d’air), I’estimation de I’incertitude peut étre considérée comme significative et
donner des informations sur I’incertitude inhérente a chaque étape de prétraitement (dopage,

extraction et concentration) et chaque analyse (reproductibilité et répétabilité). Dans cette
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étude, 'incertitude globale (U) est définie comme une somme des différents facteurs de

variation comme le montre 1’équation 1 (Maroto et al., 1999a).

— 2 2 2 A H
U= to‘/z,eff' \/uprétraitement + Ujours + Urépétitions (equatlon 1)

Ou

tos2.vetr €St la valeur du t de Student bilatéral avec une probabilité o et vers degrés de
liberté (en général, tas2,vers €St proche de 2 pour une probabilité de 95 %),

o UZprétraitement est I’incertitude liée aux prétraitements,
e Ujours est ’incertitude liée a la variation analytique journaliére,
o Ulrepetitions est I’incertitude liée a la variation analytique entre des répétitions.

Afin d’obtenir toutes les sources d’incertitudes, un plan d’expérience emboité complet peut
étre utilisé (Figure 29) pour fournir une estimation de la précision des différents facteurs

étudiés a I’aide d’une analyse de la variance (ANOVA).

-
|
| |
Prétraitements : I=2 P1 P2
| |
| | | |
Jours:J=2 | D1 D2 D1 D2
| |
| ] |
Répétitions : K=2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

E: recouvrement moyen; P1 et P2: prétraitement 1 et 2; D1 et D2: jour 1 et 2; R1 et R2: répétition 1 et2

Figure 29. Schéma du plan d’expérience emboité complet choisi pour I’analyse de ’incertitude

Etant donné que I’utilisation de différentes matrices d’adsorption (résine XAD-2 et filtre
QMA) est un facteur important et que de 1’hétérogénéité dans la décomposition de la variance
peut étre attendue, I’incertitude de 1’analyse a été déterminée pour chaque matrice
séparément. Les autres facteurs participant a I’incertitude globale sont 1’étape de prétraitement
de I’échantillon, la variation entre les jours et la variation entre les répétitions. Pour un extrait,
les analyses sont réalisées sur deux jours, a raison de deux répétitions par jour. Les variances
des différents facteurs ont été calculées selon les spécifications publiées (Maroto et al., 2001 ;

Dehouck et al., 2003). Les gquantités obtenues ont ensuite été converties en concentration a
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I’aide du volume moyen d’air prélevé (196 m®). Le Tableau 13 présente la table ANOVA et les
équations utilisées pour le calcul des incertitudes.

Tableau 13. Table ANOVA utilisée pour le calcul des incertitudes

Source Niveaux Carré moyen (CM) Incertitudes (u?) Degrés de liberté
Prétraitements =2 ] X KX (Zi2=1(>_<i -X)? CMprétraitements — CMjours -1
-1 ] x K
Jours J=2 K x (Zizzl ijzl()_(ij - )_(i) CMjours - CMrépétitions I x (] _ 1)
Ix(J—1) K
2 y2 g2 o 2oy2
Répétitions K=2 Ziz1 ZI:’;:]Z;_&(( —”kl) ) CMi¢petitions Ix]x(K-1)

Les résultats de I’étude d’incertitude sont résumés dans le Tableau 14 et détaillés en Annexe
22. Les phtalates présentent les valeurs d’incertitude les plus élevées (environ 5ng.m= en
moyenne sur les deux phases atmosphériques), probablement a cause du bruit de fond. Tous
les autres contaminants montrent des valeurs d’incertitudes inférieures a 1,3 ng.m=. Par
ailleurs, il ressort que 1’étape de prétraitement représente une source d’incertitude majeure du
protocole analytique développé.

Tableau 14. Incertitudes calculées a partir du plan d’expérience emboité complet par type de composes et par

phase atmosphérique

Incertitude (ng'm)

Composés Phase gazeuse Phase particulaire
Phtalates 4,64 4,91
Muscs synthétiques 0,07 0,06
Alkylphénols 0,13 0,29
APEO (sauf OP2EQ) 0,03 0,05
OP2EO 0,17 0,11
BPA 0,62 1,28
TBBPA - 0,18
Parabéenes 0,09 0,07
HAP 0,24 0,29
Lindane 0,15 0,09
PeCB 0,34 0,08
HCB 0,04 0,11
PCB 0,10 0,22
PBDE 0,05 0,03
HBCD 0,02 0,01
Triclosan 0,02 0,02
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5. Analyses biologiques

Le potentiel PE des extraits de phases gazeuse et particulaire de 1’air intérieur a été évalué sur
des extraits identiques a ceux dédiés a 1’analyse chimique. En effet, rappelons que
I’échantillonnage des phases gazeuse et particulaire de I’air intérieur a été réalisé grace a deux
systemes de prélévement actifs identiques montés en paralléle (cf. Chapitre 2 — Partie 1.2).
L’objectif est de pouvoir ainsi comparer les résultats des analyses chimiques avec ceux des
analyses biologiques. Toutes les analyses biologiques ont été réalisées au sein du groupe
Santé-Publique Environnement, équipe EPC de ’'UMR ESE 8079, a la faculté de Pharmacie

de I’Université Paris-Sud.
5.1 Modeles cellulaires

Trois bio-essais cellulaires basés sur le méme principe ont été utilisés pour évaluer le potentiel
PE des extraits d’air : les tests MELN, MDA-kb2 et PC-DR-LUC.

5.1.1  Perturbation cestrogénique : test MELN

Le test MELN a été construit a partir d’une lignée de cellules de cancer du sein humain
(MCEF-7), transfectées de facon stable avec un géne rapporteur a la luciférase (Balaguer et al.,
1999). Ce test cellulaire, généreusement fourni par 'INSERM US540 (Montpellier), permet de
détecter les perturbations de I’activité transcriptionnelle du récepteur ERa dépendante de

I’cestrogene E2.
5.1.2  Perturbation androgénique : test MDA-kb2

Le test MDA-kb2 est basé sur des cellules humaines de cancer du sein (MDA-MB-453)
transfectées de facon stable avec un gene rapporteur a la luciférase couplé au promoteur
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) et dont la transcription peut étre mediée par le
récepteur AR dépendant de la DHT (Wilson et al., 2002). Ces cellules sont issues de
I’American Type Culture Collection (ATCC-CRL-2713, LGC Standard, France). Méme si
cette lignée cellulaire est classiquement utilisée comme modele d’étude des effets
perturbateurs androgéniques, surtout anti-androgéniques, elle peut également donner des
informations quant aux perturbations de la voie d’action des glucocorticoides. En effet, elle
contient également le récepteur GR dépendant de la dexameéthasone (Dex), et 1’élément de
réponse contrdlant 1’expression du geéne rapporteur a la luciférase est commun aux récepteurs
AR et GR.
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5.1.3  Perturbation thyroidienne : test PC-DR-LUC

Le test PC-DR-LUC permet de mesurer les perturbations de la transcription génique médiée
par le récepteur TRal, et dépendante de 1’hormone thyroidienne T3. Des cellules PC12 de
phéochromocytome de rat, exprimant TRal, ont été transfectées avec un géene rapporteur a la
luciférase. Le test a été adapté en microplaques et optimisé afin d’obtenir une haute sensibilité

et sélectivité (Jugan et al., 2007).

Ces trois bio-essais permettent d’évaluer de fagon simple I’activité transcriptionnelle de
récepteurs nucléaires aux hormones endocriniennes. En effet, celle-ci est proportionnelle a la
luminescence émise par ’activité de la luciférase synthétisée sur un substrat luciférine. Les
cellules ont été exposées aux extraits d’air en 1’absence du ligand naturel hormonal du
récepteur nucléaire. Ceci permet d’évaluer leurs effets hormono-mimétiques ou effets
agonistes appelés encore effets cestrogéniques, androgéniques ou thyroidiens selon le
récepteur impliqué dans ’activité transcriptionnelle. Les cellules MDA-kb2 ont également été
exposées aux extraits d’air en présence de I’hormone androgénique DHT du récepteur AR
pour évaluer leur effet hormono-compétitif de type anti-androgénique. En parallele, des essais
de toxicité cellulaire ont été effectués, pour identifier les faux négatifs (dans le cas des effets
agonistes) ou les faux positifs (dans le cas des effets antagonistes) qui résulteraient de 1’action
toxique des extraits et pour estimer la dilution de I’extrait a tester n’engendrant aucune

mortalite cellulaire.
5.2 Protocole de mesure de I’activité transcriptionnelle

Les essais cellulaires ont été réalisés dans des plaques 96 puits opaques a fond transparent
(Becton Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France), I’exposition des cellules aux extraits d’air

s’effectuant dans les milieux de culture suivants (provenant de chez PAA, France) :

e du milieu DMEM sans rouge de phénol supplémenté en sérum déprivé (sans
hormones) par traitement au charbon actif, a raison de 10 % de sérum de veau feetal
pour les MELN et 5 % de sérum pour les PC-DR-LUC (sérum de veau feetal/sérum de
cheval 2/1 v/v). Les conditions de culture de routine sont celles déja décrites par Jugan
et al. (2009) ;

e du milieu L15 sans rouge de phénol supplémenté en sérum déprivé par traitement au
charbon actif, a raison de 10 % de sérum de veau feetal pour les MDA-kb2. Les
conditions de culture de routine sont présentees par Wilson et al. (2002).
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Les cellules sont déposées en plaques de 96 puits a la densité de 2.10* cellules par puits et
incubées a 37 °C sous atmosphére humide, avec 5 % de CO2 pour les cellules MELN et PC-
DR-LUC et sans CO- pour les MDA-kb2. Apres adhesion (5 h pour les MELN et 24 h pour
PC-DR-LUC et MDA-kb2), les cellules sont exposées aux extraits d’air (phase gazeuse ou
particulaire) dilués au minimum au 1/1000éme dans le milieu de culture, en absence de ligand
naturel afin d’étudier les effets hormono-mimétiques ou en présence de 3.10° M de DHT

afin d’étudier les effets anti-androgéniques dans le cas des cellules MDA-kb2.

Apres 20 h d’exposition, I’activité luciférase est mesurée sur les cellules lysées a 1’aide du kit
« luciferase reporter gene assay » (Roche Applied Science, Meylan, France), avec un

luminométre adapté aux microplaques (Centro LB 960, Berthold).

L’activité de chaque extrait (ou fraction) est mesurée sur les cellules, a raison de 4 a 5 points
de répétition de mesure par expérience et de deux répétitions d’expériences en moyenne, et ce
parallelement a une gamme d’étalonnage du ligand naturel de chaque récepteur (E2 pour
ERa, DHT pour AR et T3 pour TRal). Pour les activités anti-androgéniques, une gamme
d’un antagoniste au récepteur AR, la flutamide (FLUT) a également été effectuée en présence
d’une concentration EC50 (3.101° M) de DHT. L’anti-androgéne et les hormones agonistes de
référence proviennent de chez Sigma-Aldrich (France) et ont été préparés a 102 M dans du
DMSO, excepté T3 dont la solution mére & 103 M correspond & une solubilisation préalable
de I’hormone dans du NaOH 1 N avant de compléter avec de I’eau en proportions 1/9 v/v.
Deux témoins négatifs sont également réalisés sur chaque plaque de culture : un témoin
solvant (témoin « DMSO ») correspondant a 0,1 % de DMSO dans le milieu de culture (sa
concentration finale dans chaque puits d’expérience étant de 0,1 %), et un témoin « cellules »

correspondant a du milieu de culture dépourvu de DMSO.

En paralléle, sur les mémes puits d’expérience que pour la mesure de luciférase, la viabilité
cellulaire a été évaluée par le test au Bleu Alamar (BA ou résazurine) pour s’assurer de
I’absence de toxicité de chaque condition testée. La résazurine, de couleur bleue est réduite en
résorufine rose par I’activité cellulaire. Celle-ci est dosée par mesure de la fluorescence, aux
longueurs d’ondes d’excitation de 530 nm et d’émission de 590 nm (Fluorimétre Fluorstar
Optima, BMG Labtech). Apres 18 h d’exposition des cellules, le milieu de culture est
remplacé par une solution de BA a 1 uM diluée dans du milieu de culture blanc complet.
L’intensité de fluorescence est mesurée instantanément puis aprés 2 h d’incubation. Pour finir,
I’intensité du temps TO est soustraite de celle au temps T2. Pour chaque expérience, la

saponine a 1 g.L"* sert de témoin positif de mortalité cellulaire.
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5.3 Traitement des résultats

Pour I’activité luciférase, le signal luminescent obtenu pour une condition donnée est rapporté
a celui du témoin « cellules » pour tenir compte de la variabilité de réponse des cellules entre
expériences et exprimer ainsi le résultat en activité luciférase relative ou Relative
Luminescence Unit (RLU). La valeur RLU pour les cellules est égale a 1,00. Les résultats sont
exprimés de la méme fagon pour la viabilité cellulaire : I’intensité de fluorescence résultante

pour une condition donnée est rapportée a celle du témoin « cellules ».

Les activités luciférase agonistes des extraits n’ont pas été rapportées aux blancs d’extraction,
car certains blancs ont engendré une activité significative parfois quantifiable. Retrancher
cette activité de celle des extraits correspondants supposerait une simple additivité d’effet des
contaminants PE en présence, or les effets mélanges peuvent aussi étre de nature synergique
ou antagoniste. Et méme dans le cas ou les contaminants recherchés ne sont pas retrouvés

dans les blancs, d’autres composés PE pourraient engendrer une activité biologique.

Les parametres de la régression de Hill de la sigmoide obtenue pour chaque gamme
d'étalonnage (logiciel Graphpad Prism 5, San Diego, USA) ont permis de réaliser une
évaluation quantitative de ’activité des extraits. Celle-ci est exprimée en équivalents (ég.)
hormone (Hormone EQuivalent, HEQ) ramenés au m? d’air : en ng.m= éq. E2 pour les effets
cestrogéniques, en ng.m= éq. DHT pour les effets androgéniques, en ng.m= ég. FLUT pour les

effets anti-androgéniques et en pg.m éqg. T3 pour les effets thyroidiens.

Les LQ sont respectivement de 0,03 +£0,01 pg d’E2 par Litre pour le test MELN, de
3,61 + 1,26 pg de DHT par Litre et de 66,01 + 24,45 ng de Flut par Litre pour le test MDA-
kb2 et de 55,17 + 14,38 pg de T3 par Litre pour le test PC-DR-LUC (concentrations dans le

puits de culture).

Les différences d’activité RLU entre les extraits et les blancs d’extraction ne respectant pas
les conditions de normalité et d’homogénéité des variances, elles ont été évaluées par un test
de Mann-Whitney et leur significativité est indiquée le cas échéant (** pour p < 0,01 et * pour
p <0,05).
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Les préléevements d’air ont été réalisés au cours de deux saisons : été et hiver. Ceux d’été ont
eu lieu en juin et septembre 2013 et ceux d’hiver de décembre 2013 a février 2014. Les
températures moyennes extérieures durant ces périodes étaient de 17,5 °C pour la période
estivale et de 6,2 °C pour la période hivernale. L’humidité relative de I’air intérieur était en
moyenne de 53 % en été (relevée en septembre uniquement) et de 39 % en hiver. Celle de I’air
extérieur était de 74 % en été et de 84 % en hiver. Les conditions de prélévement d’air

extérieur et d’air intérieur pour les quatre habitats sont présentées en Annexe 23.

La contamination de 1’air des quatre habitats par les composés cibles PE a été caractérisée a
partir d’analyses chimiques et biologiques, réalisées comme décrit précédemment
(cf. Chapitre 3 — Démarche expérimentale). Les résultats de ces analyses sont présentés ci-
aprés. Les prélevements d’air extérieur ont permis de déterminer 1’origine interne ou externe
des contaminants étudiés et d’évoquer les sources potentielles, mais n’ont pas fait 1’objet

d’une analyse sur bio-essais cellulaires.
1. Caractérisation de la contamination par analyse chimique

Les résultats détaillés présentant les concentrations de chaque composé étudié dans chaque
phase atmosphérique et chaque lieu figurent en Annexe 24 pour la saison estivale et en
Annexe 25 pour la saison hivernale et sont synthétisés en concentrations totales (phase
gazeuse + phase particulaire) dans le Tableau 15. Des exemples de chromatogrammes obtenus
lors de I’analyse d’extraits sont présentés en Annexe 26. Les concentrations retrouvées dans

I’air ambiant vont de < LQ a plusieurs centaines de ng.m en fonction des contaminants.

85



Chapitre 3 — Etude de la contamination des habitats

Tableau 15. Concentrations totales (phase gazeuse + phase particulaire) moyennes (en ng.m) en composés dans

I’air, par saison et par lieu

Eté Hiver
Composés Créche Mz;iso Buurea Apiz;rttem Exltjérrie Crrgc Mz:]iso Buurea App;z:]rttem Exltjérrie
Phtalates
DEHP 2961 1748 97,95  190,9 18,15 2766 1439 2171 3167 23,7
Y 7 Phtalates 1247 1036 8393  979,0 53,76 7197 4685 8274 6626 52,7
Muscs
Galaxolide 3562 5938 3319 21,92 0,976 2838 6952 10,73 6,955 0,711
Tonalide 3689 9,129 8936 16,02 0,377 31,93 8949 5100 9,732 0,235
Alkylphén
ols
Octylphénol 1,514 1,318 1362 1,340 0,093 0940 1,017 1571 0,612 0,078
Nonylphénol 2589 27,36 16,27 10,85 0,217 1764 3288 1287 5761 0,314
Y OP + NP 2741 2868 17,63 12,19 0,310 1858 3389 1444 6373 0,392
OP1EO 0610 0307 0582 0,293 0,049 0335 0,146 0307 0,228 0,041
OP2EO 0016 0006 0,028 0,038 0,027 0046 0015 0016 0,024 0,027
NP1EO 3989 5357 508l 7,496 0,160 5423 3517 3340 3,730 0,092
NP2EO 0426 0391 0511 0,566 0,067 0397 0262 0431 0,367 0,051
Y Ethoxylés 5041 6,062 6201 8393 0,302 6,201 3,941 4,094 4,350 0,211
Phénols
Bisphénol A 0,334 0,200 0562 0,133 0,659 0205 0,300 07266 0,343 0,212
TBBPA 0009 0005 0117 0,019 0,004 0013 0009 0020 0,015 0,005
Parabénes
Méthyl-P 3786 1292 7,954 2,005 0,429 5045 1135 8842 1789 1,141
Ethyl-P 0453 0131 0399 0,174 0,026 0455 0,180 0616 0,141 0,044
Propyl-P 0727 0272 2282 0275 0,025 0944 0,166 2723 0,154 0,024
Butyl-P 0434 0033 0101 0131 0,019 0374 0023 0036 0,369 0,009
Pa%bgnes 5401 1,728 1074 2,584 0,499 6,818 1,505 1222 2,453 1,218
HAP
Fluoréne 10,89 2254 6,478 2254 1,234 5274 17,83 3971 13,00 1,222
Phé”aé“hré“ 1511 19,77 1506 22,28 2,735 8245 1619 6901 20,68 4,048
Benzé%(:)Pyr 0,082 0022 0025 0018 0,118 0169 0,333 0157 0,216 0,271
Y8HAP-NF 3547 3601 4,900 2,703 1,275 4839 3734 2627 5360 2,927
) IEP'XAP' 3230 51,35 30,63 51,22 5,847 2095 4137 1493 4401 9,847
Pesticides
Cyperr]':éth” 2288 1200 1460 1949 3857 8341 7,306 9207 5123 3,053
Lindane 0251 0175 0291 5,339 0,022 0116 0,003 0303 8233 0,104
PCB
HCB 0295 038 0225 0,501 0,069 0349 0547 0222 0,949 0,107
PeCB 0,064 0260 0142 0317 0,022 0,060 0,280 0,102 0,313 0,031
PCB 52 0149 0250 1,545 0,320 0,039 0165 0,343 1939 0,409 0,075
Y 7PCB 0,358 0591 2,250 0,595 0,094 0302 0,576 2,729 0,742 0,210
Y DL-PCB 0025 0064 0112 0,029 0,015 0026 0065 008 0034 0,035
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Eté Hiver
Composés Créche Marl:SO Buurea App;arl]rttem Exfjérrie Cr:((‘:c Mz:]iso Buurea App::lrttem Exltjérrie
PBDE
PBDE 47 0,025 0,002 0,176 0,003 <LQ 0,043 0,003 0,111 0,002 <LQ
Y 6 PBDE 0,025 0,002 0,294 0,003 <LQ 0,061 0,003 0,169 0,002 <LQ
Autres
HBCD 0,001 0,003 0,001 0,001 0,002 0,011 0,004 0,003 0,003 0,002
Triclosan 0,069 0,104 0,230 0,153 0,011 0,142 0,550 1,438 0,457 0,013
Total 1443 1223  994,2 1145 70.2 8715 658,0 940,0 784,7 75.2

1.1 Recherche de I’origine des émissions et des sources potentielles

Afin de déterminer I’origine des contaminants étudiés, leurs concentrations dans I’air intérieur
ont été comparées avec celles de 1’air extérieur. La somme de tous les composés a été réalisée
par saison pour chaque lieu de vie et pour I’air extérieur utilis€ comme référence urbaine
(Tableau 15). Les concentrations dans 1’air intérieur sont trés supérieures a celles dans 1’air
extérieur quel que soit le lieu de vie. En effet, les concentrations totales en COSV sont en
moyenne de 1007,6 ng.m™ en intérieur, alors qu’elles sont de 72,7 ng.m= en extérieur. Ces
données confirment une contamination plus élevée en air intérieur qu’en air extérieur déja
observée par ailleurs (Wallace et al., 1985 ; Chuang et al., 1991 ; Currado et Harrad, 1998).

Elles suggerent une émission interne des contaminants choisis.

Malgreé des températures variant peu entre les deux saisons étudiées, la contamination de I’air
intérieur augmente d’hiver en été, avec respectivement 911,86 et 1201,69 ng.m=, en moyenne.
Les plus fortes concentrations observées en période estivale peuvent étre expliquées par une
augmentation de la volatilisation passive des composés en cette saison. En effet, I’insolation a
été plus importante en été (262 heures d’ensoleillement sur les trois semaines de prélévement)
qu’en hiver (124 heures d’ensoleillement). Ainsi, les phtalates les plus légers (DMP, DEP,
DiBP et DnBP) présentent des concentrations plus importantes en été, alors que les
concentrations en phtalates les plus lourds (DEHP, DnOP, DiNP et DiDP) sont plus élevées en
hiver. Il en est de méme pour les HAP dont les plus volatils (fluoréne, phénanthrene,
anthracéne, fluoranthene et pyréne) montrent des concentrations plus élevées en été et les
moins volatils (benzo(a)anthracéne, chrysene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene,
benzo(a)pyréne, dibenzo(a,h)anthracene, indéno(c,d)pyréne, benzo(g,h,i)péryléne) des
concentrations plus élevées en hiver. De méme, les contaminants ayant des pressions de
vapeur élevées (cf. Chapitre 1 — Tableau 1) sont retrouvés en concentrations plus importantes

en été (muscs synthetiques, alkylphénols ou APEO).
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Les concentrations mesurées en air extérieur ne présentent pas de variations saisonnieres, avec
en moyenne, respectivement 70,22 et 75,19 ng.m™ en été et en hiver. Ceci potentiellement en
raison de leurs faibles valeurs par rapport a celles en air intérieur. De plus, les prélevements
d’air ont été réalisés au cours d’une année ou les températures extérieures de la période
estivale étaient inférieures aux normales saisonniéres (18,4 °C), et celles de la période
hivernale supérieures aux normales saisonnieres (6,2 °C) avec une absence de gel. Ainsi, de
nombreux contaminants présentent des concentrations tres proches entre 1’été et 1’hiver, ce qui
rend difficile toute conclusion sur la variation saisonniére. C’est le cas par exemple pour les
phtalates, les muscs synthétiques, les alkylphénols et les pesticides par exemple. Pour
certaines familles de composés, une variation saisonniére a quand méme pu étre observée : les
parabenes et les HAP présentent des concentrations plus importantes en hiver qu’en été. Ces
plus fortes concentrations en hiver peuvent s’expliquer par la réduction de la dégradation
photolytique en hiver pour les parabénes et par 1’augmentation de 1’utilisation du chauffage
urbain pour les HAP. Des variations saisonniéres équivalentes ont pu étre observées pour les
HAP en air intérieur par Li et al. (2005) dans la région de Chicago ou pour I’air extérieur par
Moreau-Guigon et Chevreuil (2014). De méme, des résultats similaires ont été retrouvés pour

les phtalates par Chevreuil et al. (2012).

L’¢tude des ratios de concentrations entre 1’air intérieur et I’air extérieur par famille de
composés et selon les saisons a montré une source interne pour la majorité des contaminants
(ratio intérieur/extérieur supérieur a 1) en été comme en hiver (Figure 30). Le ratio pour les
PBDE n’a pas pu étre calculé car leurs concentrations en air extérieur étaient toujours
inférieures a la LQ, ce qui suggére une source interne de ces composés. Seulement deux
contaminants montrent des ratios inférieurs ou égaux a 1: le BPA et ’HBCD. Le BPA
présente un ratio de 0,47 en été ce qui suggere une source externe pour cette molécule.
Cependant, aucune source externe de BPA n’a pu étre trouvée dans la littérature
internationale. Mais en raison de la grande variabilité des concentrations en BPA entre les
trois prélévements successifs en air extérieur (0,551 + 0,600 ng.m), il est difficile de statuer
sur ’origine interne ou externe de la contamination. Le ratio de 0,70 obtenu pour I’'HBCD

peut s’expliquer par ses trés faibles concentrations tant en intérieur (1 pg.m=) qu’en extérieur

(2 pg.m?).
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O Eté M Hiver
1004

Ratio intérieur/extérieur

Figure 30. Ratio intérieur/extérieur des concentrations en familles de composés selon les saisons

Pour les HAP, le ratio intérieur/extérieur est de 6,10 en été et de 2,61 en hiver. Une étude des
ratios pour chaque HAP a mis en évidence une origine interne des HAP semi-volatils
(fluorene, phénanthrene, anthracene, fluoranthéne et pyréne), et une origine plutdt externe des
HAP non-volatils (benzo(a)anthracene, chrysene, benzo(b)fluoranthéne,
benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyréne, indéno(c,d)pyrene, dibenzo(a,h)anthracéne et
benzo(g,h,i)pérylene), comme indiqué dans le Tableau 16. Naumova et al. (2002) et Jung et

al. (2010) arrivent aux mémes conclusions quant aux sources potentielles de HAP.

Tableau 16. Ratio intérieur/extérieur des concentrations en HAP en fonction de leur volatilité

Eté Hiver Pression de vapeur
moyenne (Pa)
Semi-volatils 7,7 3,6 2.107

Non volatils 0,9 1,1 5.10®

1.2 Etude de la contamination dans les lieux de vie intérieurs

La contamination de 1’air des lieux de vie intérieurs a été étudié¢e par phase atmosphérique et
par saison (Figure 31). La créche est globalement le lieu le plus contaminé avec des
concentrations moyennes en contaminants de 1443,54 ng.m en été et 871,49 ng.m en hiver.
Aucune variation saisonniére des concentrations n’a été observée pour la phase particulaire,
alors qu’elles diminuent d’été en hiver pour la phase gazeuse. Les concentrations mesurées
sont toujours plus élevées dans la phase gazeuse que dans la phase particulaire, excepté pour

la creche en hiver. Ceci pourrait s’expliquer par une plus grande quantité de phase particulaire
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collectée pour la créche puisque c’est le seul habitat au rez-de-chaussée en centre urbain

dense.
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Figure 31. Variation saisonniére de la contamination des phases gazeuse et particulaire des quatre lieux de vie

Afin d’identifier les contaminants majoritaires dans 1’air des lieux étudiés, les concentrations
totales dans I’air (phases gazeuse et particulaire) ont été moyennées par famille de composés
sur les quatre sites et sur les deux saisons (Figure 32). Les phtalates, les muscs synthétiques,

les HAP, et les alkylphénols sont les contaminants majoritaires en air intérieur.
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Figure 32. Concentrations totales (phases gazeuse et particulaire) moyennes (en ng.m=) en familles de composés

dans ’air intérieur
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Les concentrations totales (phase gazeuse + phase particulaire) en composeés cibles retrouvées
dans I’air intérieur, et moyennées sur les deux saisons, sont présentées pour chaque lieu de vie
dans le Tableau 17 et détaillées par lieu et par saison en Annexe 24 et 25. Celui-ci montre une
hétérogéneité des concentrations en lien avec les fonctions des lieux de vie et les habitudes de
consommation de leurs occupants. Cette observation est justifiée par la suite par classe de

contaminants en fonction de leur usage.

Tableau 17. Concentrations totales (phases gazeuse et particulaire) moyennes (en ng.m ) en composés dans 1’air

intérieur
Composés Créche Maison Bureau Appartement
Phtalates
DEHP 286,3 159,3 157,5 253,8
> 7 Phtalates 983,2 752,4 8334 880,8
Muscs
Galaxolide 32,00 64,45 21,96 14,44
Tonalide 34,41 9,039 7,018 12,87
Alkylphénols
Octylphénol 1,227 1,168 1,467 0,976
Nonylphénol 21,77 30,12 14,57 8,304
> OP + NP 23,00 31,29 16,04 9,280
OP1EO 0,473 0,227 0,444 0,261
OP2EO 0,031 0,011 0,022 0,031
NP1EO 4,706 4,437 4,210 5,613
NP2EO 0,411 0,327 0,471 0,467
> Ethoxylés 5,621 5,001 5,148 6,371
Phénols
Bisphénol A 0,269 0,250 0,414 0,238
TBBPA 0,011 0,007 0,068 0,017
Parabénes
Méthyl-P 4,416 1,213 8,398 1,897
Ethyl-P 0,454 0,156 0,508 0,157
Propyl-P 0,836 0,219 2,502 0,214
Butyl-P 0,404 0,028 0,068 0,250
> 4 Parabénes 6,109 1,617 11,47 2,518
HAP
Fluoréne 8,081 20,18 5,224 17,77
Phénanthrene 11,68 17,98 10,98 21,48
Benzo(a)Pyréne 0,126 0,177 0,091 0,117
> 8 HAP-NF 4,193 3,713 3,763 4,031
> 15 HAP-EPA 26,62 46,36 22,78 47,62
Pesticides
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Composés Créche Maison Bureau Appartement
Cyperméthrine 15,61 9,655 11,90 12,30
Lindane 0,184 0,089 0,297 6,786
PCB
HCB 0,322 0,468 0,223 0,725
PeCB 0,062 0,270 0,122 0,315
PCB 52 0,157 0,297 1,742 0,365
> 7PCB 0,330 0,584 2,489 0,668
> DL-PCB 0,026 0,065 0,099 0,031
PBDE
PBDE 47 0,034 0,002 0,144 0,002
> 6 PBDE 0,038 0,002 0,232 0,002
Autres
HBCD 0,006 0,004 0,002 0,002
Triclosan 0,105 0,327 0,834 0,305

1.2.1  Les plastifiants (phtalates et BPA)

Les phtalates sont principalement utilises comme plastifiants dans les résines de PVC
(European Union, 2004). lIs se retrouvent dans une grande variété de produits tels que les
rideaux en plastique, les emballages alimentaires, les jouets, les adhésifs ou les cosmétiques
(Schettler, 2006). Les phtalates sont les contaminants majoritaires dans 1’air intérieur avec une
concentration totale moyenne de 832 ng.m?® (Figure 32). Comme ils ne sont pas
chimiquement liés aux matériaux, ils sont facilement libérés des produits vers
I’environnement (Rakkestad et al., 2007). Le phtalate majoritaire dans I’air intérieur est le
DBP (DnBP + DiBP) a raison de 415 ng.m, suivi par le DEHP (197 ng.m=), DEP (131 ng.m"
%), BBP (58,7 ng.m®), DMP (28,9 ng.m™®), DiNP (21,6 ng.m®), DiDP (6,06 ng.m") et DnOP
(0,25 ng.m®). Les phtalates les plus lourds (DEHP, DnOP, DiNP et DiDP) sont surtout utilisés
dans les matériaux de construction, alors que les phtalates les plus légers (DMP, DEP, DBP et
BBP) sont plutdt employés dans les produits d’hygiéne et les cosmétiques (Heudorf et al.,
2007). Les données montrent que la créche et I’appartement sont les lieux les plus contaminés
par les phtalates, avec respectivement 983 et 880 ng.m™. Les concentrations plus faibles
retrouvées dans la maison et le bureau (respectivement 752 et 833 ng.m™) peuvent étre
expliquées par une diminution des concentrations en phtalates les plus lourds (principalement
le DEHP) qui sont plus utilisés dans le PVC. Cependant, I’appartement étant dépourvu de
matériaux en PVC (hormis les fenétres), il est étonnant que les concentrations en DEHP
retrouvées soient supérieures a celles de la maison. Une explication pourrait étre la présence

d’un conduit de rejet dans I’atmosphére d’une cabine de peinture proche des fenétres de
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I’appartement. En effet, le DEHP est également utilisé dans les peintures pour voiture (ECHA,
2008). Les concentrations en phtalates retrouvées en air intérieur sont du méme ordre de
grandeur que celles rapportées par certaines études (Rudel et al., 2003 ; Blanchard et al.,
2014). En revanche, elles sont inférieures a celles mesurées par d’autres (Fromme et al.,
2004 ; Bergh et al., 2011). Ceci peut étre expliqué par une utilisation différente des phtalates

en fonction des pays et par une variation dans les méthodes d’analyse.

Le BPA est produit en grande quantité et est principalement utilisé (90 % des quantites
produites) comme monomeére dans la production de résine polycarbonate et époxy et de résine
polyester insaturée. Ces produits sont utilisés comme revétement dans les canettes, comme
peinture en poudre, comme additif dans le papier thermique, dans les produits d’obturation
dentaire et comme antioxydant dans les plastiques (Staples et al., 1998). Quels que soient les
lieux et les périodes considérés, le BPA affiche des concentrations totales moyennes
inférieures a celles des autres plastifiants (< 1 ng.m=). Ceci peut étre expliqué par sa faible
pression de vapeur (5,33 x10%Pa) et par le fait que le BPA est généralement lié
chimiquement au polymere, ce qui empéche sa volatilisation passive des matériaux. Le lieu le
plus contaminé par le BPA est le bureau avec 0,414 ng.m=, contre 0,253 ng.m en moyenne
pour les trois autres lieux. A notre connaissance, seulement trois études rapportent des
données de contamination de I’air intérieur par le BPA. En Europe, seuls Blanchard et al.
(2014) ont quantifié le BPA dans des habitations en France, a raison de 0,64 ng.m™ dans la
phase particulaire uniqguement (PM 10). Aux Etats-Unis, Rudel et al. (2010) ont trouvé des
concentrations médianes en BPA inférieures a la LQ (LQ égale a 0,8 ng.m3) dans des
maisons. Enfin, Inoue et al. (2003) ont rapporté des concentrations en BPA inférieures a la LQ
(LQ égale a 3,6 ng.m™) dans des maisons Japonaises. Ces niveaux de concentrations en BPA

sont similaires a ceux retrouvés dans notre étude.
1.2.2  Les muscs synthétiques (galaxolide et tonalide)

Les muscs synthétiques sont des substances synthétiques ayant une odeur musquée. lls sont
principalement utilisés dans une grande quantité de produits domestiques, tels que les
détergents, les savons, les assouplissants et les produits d’hygiene, que sont les cosmétiques
ou les shampoings (Reiner et Kannan, 2006). De plus, leur utilisation dans des produits pour
parfumer I’environnement, comme les assainisseurs d’air et les bougies parfumées, est aussi
trés courante. Les muscs synthétiques représentent le deuxieme groupe de contaminants de
’air intérieur avec une concentration totale moyenne de 49 ng.m™ (Figure 32). Leurs

concentrations dans ’air intérieur sont différentes en fonction des lieux de vie. Les lieux les
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plus contaminés sont la maison et la creche, avec des concentrations moyennes
respectivement de 73,5 et 66,4 ng.m3. Les concentrations en muscs dans le bureau et
’appartement, sont plus faibles avec respectivement 29,0 et 27,3 ng.m™. Le galaxolide et la
tonalide sont présents a des concentrations équivalentes dans la créche et ’appartement, alors
que le galaxolide prédomine dans la maison et le bureau. Une différence d’utilisation des
produits parfumés peut expliquer la variation du profil de contamination, mais il reste difficile
d’associer des activités particulieres ou des utilisations de produits a la teneur de I’air en
chaque musc. Plusieurs études rapportent des concentrations en muscs synthétiques dans des
environnements intérieurs, tels que des créches (Fromme et al., 2004), des appartements
(Regueiro et al., 2009) ou des écoles (Sofuoglu et al., 2010), lesquelles sont plus élevées
(deux a quatre fois supérieures) que celles observées dans notre étude. En revanche, ces
dernieres et les profils de contamination associés sont similaires a ceux observés dans des

maisons en France (Blanchard et al., 2014).
1.2.3  Les composés issus de processus de combustion (HAP)

Les HAP sont émis a partir de nombreuses sources dans I’environnement urbain, telles que les
véhicules, I’industrie, la fumée de cigarette, I’utilisation d’encens, la cuisine ou le chauffage
urbain (Bjorseth et Ramdahl, 1985 ; Chuang et al., 1991). Pour rappel, les concentrations en
HAP sont présentées en somme des 15 HAP classés prioritaires selon I’EPA et en somme des
8 HAP selon la norme AFNOR NF X 43-329. En se basant sur la norme EPA, les HAP
représentent la troisieme famille de contaminants de 1’air intérieur, avec 35,8 ng.m? en
moyenne (Figure 32). Mais en se basant sur la norme AFNOR, la concentration moyenne en
HAP diminue alors a 3,9 ng.m=. Les HAP majoritaires dans 1’air intérieur sont le fluoréne
(15,6 ng.m?) et le phénanthréne (18,1 ng.m). La norme AFNOR ne prenant pas en compte
ces deux HAP, cela explique la grande différence avec les résultats calculés selon la norme
EPA. 1l a été choisi de présenter les résultats en se basant sur la norme EPA afin de prendre en
compte la totalité des HAP étudiés. Les lieux de vie les plus contaminés par les HAP sont la
maison (46,4 ng.m?) et I’appartement (47,6 ng.m=), contre seulement 26,6 et 22,8 ng.m>
respectivement pour la creche et le bureau (norme EPA). Ces différences observées entre les
lieux de vie sont en accord avec les variations de concentrations en fluorene, phénanthréne et
anthracéne entre sites : plus élevées dans la maison et I’appartement que dans la créche et le
bureau. Les sources de HAP a faible poids moléculaire, tel le phénanthréne, incluent
I’évaporation a partir de pétrole non raffiné et des produits pétroliers légers, ainsi que la

combustion incompléte (Page et al., 1999). Le ratio des concentrations en air intérieur/air
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extérieur (cf. Chapitre 3 — Partie 1.1) a montré une source intérieure de ces composés et les
logements (maison et appartement) ont des concentrations supérieures aux lieux publiques
(créche et bureau). En I’absence d’autres sources d’émission par processus de combustion, ces
données suggérent que la cuisine ou le chauffage au gaz pourrait générer des apports en
fluorene, phénanthréne et anthracéne non négligeables dans les deux lieux de résidence.
Aucune variation significative entre lieux de vie n’a pu étre observée pour les autres HAP.
Ces niveaux de concentration en HAP sont similaires a ceux trouvés par Bohlin et al. (2008)
dans des environnements intérieurs Mexicains, le phénanthréne étant également le HAP
majoritaire. En revanche, ils sont plus faibles que ceux relevés dans des maisons a Taipei en
Chine, soit 267 ng.m™ (Li et Ro, 2000) et plus élevés que ceux mesurés dans des maisons
Américaines (Rudel et al. 2003) ou des concentrations médianes en anthracéne, pyrene,
benzo(a)anthracéne et benzo(a)pyrene inférieures aux LQ ont été trouvées.

1.2.4  Lestensio-actifs (AP et APEO)

Les APEO sont utilisés comme tensio-actifs dans des produits de consommation courante
comme les détergents, les désinfectants et les nettoyants de surface (Rudel et Perovich, 2009).
Dans I’environnement intérieur, les APEO sont biodégradés en AP qui sont plus stables et
persistants. 1ls sont également utilisés comme agents dispersants dans I’industrie du papier,
comme agents émulsifiants dans les peintures latex, dans la colle ou dans les préparations
pesticides. Les AP peuvent étre utilisés dans la préparation d’antioxydants, en tant que
stabilisants thermiques dans les résines polymeres et, dans quelques cas, directement comme
antioxydant (Saito et al., 2004). Les AP présentent des concentrations totales moyennes en air
intérieur de 19,9 ng.m (Figure 32). Dans cette étude, les AP sont trouvés en concentrations
plus importantes dans la créche et la maison, avec respectivement 23,0 et 31,3 ng.m?, que
dans le bureau (16,04 ng.m?3) et I’appartement (9,280 ng.m™). Parmi les AP, le NP est
prédominant, représentant entre 89 et 96 % de la concentration en AP dans I’air intérieur. 1l est
en effet I’alkylphénol le plus produit, représentant 80 % de la production globale d’AP (Ying
et al., 2002).

Les concentrations intérieures en APEO sont plus faibles (5,5 ng.m™ en moyenne) que celles
en AP (Figure 32). L’APEO majoritaire est le NP1EO avec 4,7 ng.m™. En revanche, des
concentrations plus faibles sont retrouvées pour les espéces diéthoxylées, le NP2EO
(0,42 ng.m) et I’OP2EO, (0,02 ng.m™). Ces résultats confirment la dégradation des espéces
diéthoxylées en especes monoéthoxylées puis en AP. Les concentrations dans I’air intérieur en

AP sont rarement rapportees dans la littérature et aucune étude Européenne n’existe a I’heure
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actuelle. Rudel et al. (2010) ont détecté du NP dans des habitats Californiens : dans 95 % des
maisons en zone industrielle et dans 100 % des maisons en zone rurale, avec des
concentrations médianes respectivement de 53 et 49 ng.m=. Au Japon, le NP a été mesuré a
une concentration médiane de 47,5 ng.m™ dans des maisons et & 58,8 ng.m dans des bureaux
(Saito et al., 2004). Ces concentrations sont légerement plus élevées que les notres et
confirment la prédominance du NP par rapport a I’0OP. Seulement une étude présente les
concentrations en APEO dans des maisons Américaines : le contaminant majoritaire retrouve
est le NP1EO (médiane a 17 ng.m™), suivi par I’OP1EO (8,6 ng.m™ de médiane). Les espéces
diéthoxylées ont été détectées uniquement dans quelques lieux avec des concentrations
médianes inférieures a la LD (Rudel et al., 2003).

1.2.5  Les pesticides (cyperméthrine et lindane)

La cyperméthrine est un insecticide pyréthrinoide utilisé comme termicide en intérieur comme
en extérieur. Le lindane est un insecticide organochloré banni pour son utilisation, en 1988
dans I’agriculture et en 2008 dans le traitement des meubles en bois et comme antiparasitaire.
Des deux pesticides étudiés, la cyperméthrine s’avére étre 2 a 100 fois plus concentrée dans
Iair intérieur que le lindane (12,37 contre 1,84 ng.m™ en moyenne — Figure 32). Cette
différence peut étre expliquée par I’interdiction progressive des utilisations du lindane. Sur les
quatre lieux de vie, le plus contaminé par la cyperméthrine est la créche (15,61 ng.m), suivi
par I’appartement (12,30 ng.m=), le bureau (11,90 ng.m) et la maison (9,66 ng.m). Alors
gue ces concentrations restent proches entre sites, celles en lindane sont nettement plus
importantes dans ’appartement (6,79 ng.m) que dans les trois autres lieux (0,190 ng.m= en
moyenne). Les niveaux les plus élevés observés pour ces pesticides peuvent étre reliés a
I’utilisation de produits anti-cafards a base de cyperméthrine sur le campus universitaire ou
est présente la creche, et a I’utilisation de lindane avant son interdiction Européenne dans des
produits pour le traitement de meubles en bois dans I’appartement. Seuls Rudel et al. (2003)
ont étudié la contamination de I’air intérieur (de maisons Américaines) par la cyperméthrine et
le lindane, mais rapportant des concentrations méedianes inférieures aux LQ, respectivement

égales a1 et 2 ng.m.
1.2.6  Les conservateurs (parabénes et triclosan)

Les parabénes sont les conservateurs les plus utilisés dans les cosmétiques tels que les
shampoings, le maquillage, les parfums... Ils peuvent également étre utilisés comme

conservateurs dans 1’alimentation ou les médicaments ou comme agents antifongiques dans
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les textiles (Elder, 1984). Le triclosan est un ingrédient ajouté a de nombreux produits de
consommation pour réduire ou empécher la contamination bactérienne. Il peut étre retrouvé
dans des produits comme les vétements, les ustensiles de cuisine, les meubles et les jouets. Il
peut également étre ajouté dans les savons antibactériens, les gels douche, le dentifrice, et
dans certains cosmétiques (Food and Drug Administration, 2010). Les concentrations en
parabenes varient en fonction du type de lieux de vie et sont les plus élevées dans le bureau
(11,4 ng.m™) et la créche (6,11 ng.m™) par rapport & 1’appartement (2,52 ng.m=) et la maison
(1,62 ng.m?). Ces faibles teneurs en parabénes dans ces deux derniers lieux de vie peuvent
étre la conséquence des conditions de prélevement. En effet, celui-ci a été realisé dans des
piéces éloignées de la salle de bain qui est une des sources de parabenes : le salon pour
I’appartement et une chambre pour la maison. Ces niveaux de contamination en parabenes
dans les logements sont en accord avec ceux retrouvés dans des maisons Ameéricaines :
2,9 ng.m™ en médiane (Rudel et al., 2003). Les concentrations élevées en parabénes dans les
deux lieux publiques (créeche et bureau) peuvent, elles, étre expliquées par le faible volume

des pieces par rapport au nombre d’occupants.

Concernant le triclosan, sa concentration dans 1’air intérieur est la plus élevée dans le bureau
avec 0,834 ng.m3, suivi de la maison (0,327 ng.m™), I’appartement (0,305 ng.m?) et la créche
(0,105 ng.m™). Ces niveaux de contamination sont donc similaires dans les deux logements
(maison et appartement), et plus variables dans les lieux publiques (créche et bureau). lls
restent cependant trop faibles pour étre reliés a ’utilisation de produits de consommation en
fonction des lieux. Aucune autre étude sur la contamination de 1’air intérieur par le triclosan
n’a pu étre trouvée, en raison certainement de ses propriétés physico-chimiques qui laissent

penser qu’aucune volatilisation dans I’air est possible (Environnement Canada, 2012).
1.2.7  Les diélectriques (PCB)

Les PCB étaient principalement utilisés comme fluides diélectriques dans les transformateurs
jusqu’a ce que leur emploi soit interdit en 1986. La concentration totale moyenne retrouvée en
PCB dans l’air intérieur est de 1,11 ng.m™ (Figure 32). La concentration des 7 PCB
indicateurs (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180), est presque 5 fois plus élevée dans le
bureau (2,49 ng.m?) que dans les trois autres locaux (0,53 ng.m?). La contamination plus
élevée du bureau peut étre expliquée par 1’émission de PCB a partir de mateériel électronique
(Wang et al., 2011), moins présent et moins utilisé dans les logements et la creche. Les
concentrations en PCB de type dioxin-like (X DL-PCB : 77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156,
157, 167, 169, 189) sont pres de 20 fois inférieures a celles des PCB indicateurs (0,055 et
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1,018 ng.m3, respectivement) tous habitats confondus. Les niveaux de contamination en PCB
(X 7 PCB) sont cohérents avec ceux rapportés dans 1’air intérieur de lieux publiques :
5,9 ng.m en médiane dans des bureaux Anglais (Hazrati et Harrad, 2006) et 8,5 ng.m= en

médiane dans 20 environnement intérieurs au Canada (Zhang et al., 2011).
1.2.8  Les émissions industrielles (HCB et PeCB)

L’HCB était utilisé comme fongicide dans 1’agriculture. Cette utilisation a été interdite depuis
1978 dans 1’Union Européenne mais il peut encore étre retrouve dans des produits agricoles
dans les pays en voie de développement (Barber et al., 2005). En revanche, ’'HCB est
toujours utilisé¢ dans I’industrie des colorants, le traitement d’anode au carbone, I’industrie des
feux d’artifices ou comme agent peptisant dans le caoutchouc synthétique (Bailey, 2001). Le
PeCB est un produit de dégradation de ’HCB dans 1’environnement. De nos jours, le PeCB
n’est utilisé dans aucun produit commercial, mais il a été employé par le passé dans les
mélanges de chlorobenzene destiné a réduire la viscosité des produits contenant des PCB. Par
ailleurs, une grande variété de procédés industriels impliquant du chlore et du carbone
peuvent genérer du PeCB en tant que sous-produit qui peut étre émis dans 1’environnement
(Bailey et al., 2009). L’'HCB et le PeCB ont été détectés a de faibles concentrations dans les
quatre lieux de vie étudiés, avec respectivement 435 et 192 pg.m= en moyenne (Figure 32).
Le lieu le plus contaminé est I’appartement, avec 725 pg.m= d’HCB et 315 pg.m= de PeCB.
La présence d’un conduit de rejet d’'une cabine de peinture a proximité de 1’appartement
pourrait expliquer ces valeurs plus élevées que dans les trois autres lieux de vie. A ce jour,
seules deux études ont été publiées sur les niveaux d’HCB et de PeCB dans I’air intérieur,
lesquels sont plus bas que ceux observés dans notre étude : 54, 67 et 150 pg.m™ d’HCB,
respectivement dans des maisons Mexicaines, Anglaises et Suédoises (Bohlin et al., 2008), et
4,07 pg.m™ de PeCB sur le campus d’une université Théque (Bohlin et al., 2014).

1.2.9  Les retardateurs de flamme (PBDE, TBBPA et HBCD)

Les PBDE sont utilisés comme retardateurs de flamme dans une grande variété de produits de
consommation (Talsness, 2008) comme :
e les mousses de polyuréthane utilisees dans les meubles, les matelas et les siéges de
voitures,

e les plastiques a base de styréne utilisés dans les appareils électriques, comme les
ordinateurs ou les telévisions,

e dans les textiles.
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Le TBBPA est lui principalement retrouvé dans les polymeéres, les résines, les colles, les
textiles et les circuits imprimés (Covaci et al., 2009).

Enfin, ’HBCD est retrouvé dans les mousses de polystyréne extrudé et a résistance éleve,
lesquelles sont utilisées dans 1’isolation thermique des batiments, les tissus d’ameublement et

dans une moindre mesure dans les boitiers des équipements électriques (Alaee et al., 2003).

Les PBDE, le TBBPA et ’'HBCD sont retrouvés dans I’air intérieur avec des concentrations

totales moyennes de 69, 26 et 3 pg.m, respectivement (Figure 32).

Les PBDE et le TBBPA sont retrouvés aux concentrations les plus élevées dans le bureau,
avec respectivement 232 et 68 pg.m, pour des teneurs moyennes de 14 et 12 pg.m™ sur les
trois autres lieux de vie. Comme pour les PCB, le matériel électronique, plus présent dans le
bureau que dans les logements et la creche, pourrait expliquer la majorité des émissions en
retardateurs de flamme. Ces niveaux de contamination en PBDE sont en accord avec ceux
retrouvés par Allen et al. (2007) dans des maisons Américaines (455 pg.m) et par Harrad et
al. (2006) dans des lieux de vie Anglais (71 pg.m™ dans des bureaux et 24 pg.m= dans des
logements). 1l en est de méme pour le TBBPA, qui a été quantifié & environ 20 pg.m= dans
quatorze logements Américains (Batterman et al., 2009), et & hauteur de 15 pg.m™ dans cinq

maisons et de 11 pg.m™ dans cing bureaux en Angleterre (Abdallah et al., 2008).

En revanche, les concentrations trés faibles (de 1,9 & 6 pg.m) mesurées pour I’HBCD ne
permettent pas de réaliser une comparaison entre les différents lieux de vie. Elles sont
d’ailleurs bien plus basses que celles déja quantifiées en air intérieur en Angleterre :
180 pg.m dans des maisons, 170 pg.m™ dans des bureaux et 900 pg.m= dans des lieux
publiques (Abdallah et al., 2008).

1.3 Répartition des contaminants entre la phase gazeuse et la phase

particulaire de Pair intérieur

La répartition des COSV entre la phase gazeuse et la phase particulaire est présentée en
Figure 33. Elle dépend de leur pression de vapeur saturante qui évolue avec la température
ambiante et la concentration en aérosols. Avec des températures intérieures relativement
stables (20,5°C en été et 20,7 °C en hiver), les conditions environnementales dans les
batiments ont été relativement favorables a une présence majoritaire de la plupart des COSV

en phase gazeuse.
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Par ailleurs, la présence exclusive ou quasi exclusive de certains composés en phase
particulaire quelle que soit la saison (BPA, phtalates non-volatils) ou en hiver uniquement
(cyperméthrine, HBCD) justifie également le choix méthodologique d'échantillonner I'air
ambiant & une vitesse linéaire inférieure ou égale a 180 cm.s™, vitesse retenue afin d’optimiser
I’absorption des composés gazeux, tout en réduisant au maximum le risque de désorption de
composés a partir du filtre QMA vers l'adsorbant de la phase gazeuse, ainsi qu'a partir de la

résine XAD-2 elle-méme.
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Figure 33. Répartition des composeés étudiés entre les phases gazeuse / particulaire de 1’air intérieur, et selon les
saisons pour la cyperméthrine et "HBCD
Seuls la cyperméthrine et ’THBCD présentent une variation saisonniére de leur répartition
entre la phase gazeuse et la phase particulaire de 1’air intérieur. 1S se concentrent
principalement dans la phase particulaire, surtout en période hivernale. Par exemple, la
proportion de cyperméthrine en phase particulaire passe de 70 a 92 % d’été en hiver. Quelle
que soit la saison, la majorité des autres composés sont présents dans la phase gazeuse,
excepté le BPA qui prédomine dans la phase particulaire. Les phtalates non-volatils sont
majoritairement présents en phase particulaire alors que les plus volatils sont en phase
gazeuse quelle que soit la saison. Il en est de méme avec les HAP : les moins volatils se
concentrent en phase particulaire et les plus volatils sont majoritaires en phase gazeuses. A

notre connaissance, trés peu d’études se sont intéressées a la répartition entre les deux phases
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atmosphériques des contaminants de D’air intérieur. Des observations similaires ont été
rapportées pour les muscs synthétiques (Sofuoglu et al., 2010 ; Blanchard et al., 2014), les
PCB (Alcock et al., 1994) et le bisphénol A (Blanchard et al., 2014). De plus, la distribution
des HAP est connue : les HAP de poids moléculaire élevé sont principalement présents en
phase particulaire, alors que ceux avec deux ou trois cycles et qui possédent un faible poids
moléculaire sont prédominants en phase gazeuse (Castro et al., 2011). Shoeib et al. (2004) ont
également montré que les PBDE les plus légers (PBDE 47) étaient majoritaires dans la phase
gazeuse, alors que les plus lourds (PBDE 99 et 100) I’étaient dans la phase particulaire. Dans
notre étude, le fait que le PBDE majoritaire soit le PBDE 47 (Annexes 24 et 25) explique
donc la prédominance des PBDE en phase gazeuse. La répartition des phtalates entre phases
atmosphériques est également en accord avec les données de Blanchard et al. (2014), qui
montrent eux-aussi une répartition des phtalates fonction de leur volatilité : les plus volatils
(DMP, DEP, DnBP et DiBP) étant majoritaires dans la phase gazeuse et les moins volatils
(DEHP, DINP et BBP) dans la phase particulaire. A notre connaissance, aucune autre équipe
n’a encore étudié la répartition entre les phases atmosphériques de la cyperméthrine, ’'HBCD,

les alkylphénols, les APEO, les parabénes, le lindane, I’HCB, le PeCB et le triclosan.

2. Evaluation de D’exposition humaine aux PE dans les

différents lieux de vie

Le Tableau 18 présente 1’estimation de 1I’exposition humaine journaliere par inhalation aux 67
composes étudiés classes par famille. Elle est basée sur la contamination de I’air intérieur des
quatre lieux de vie étudiés, et ne prend donc pas en compte 1’exposition a la contamination en
dehors de ces lieux dans le budget espace-temps considéré pour I’étude. Les concentrations en
composés dans les phases gazeuse et particulaire ont été additionnées. Les populations cibles
considérées sont 1’adulte (a partir de 18 ans) et le jeune enfant (de 3 mois a 3 ans). L’apport
quotidien a été calculé en considérant un taux d’absorption de 100 % aussi bien pour la phase
particulaire que pour la phase gazeuse. L’exposition a donc été évaluée en se basant sur un
scénario pire cas, en considérant des conditions d’apport majorantes. Les volumes d’air
inhalés par jour ont été estimés a 7 et 16 m® respectivement pour I’enfant et 1’adulte (EPA,
2011). Par ailleurs, il est estimé qu’un adulte passe 66 % de son temps dans un logement
contre 28 % au travail, alors que le jeune enfant reste 72 % de son temps dans son habitat

contre 20 % dans une créche (EPA, 2011). Afin d’obtenir I’exposition quotidienne en ng.kg
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Ljour?, il a été choisi un poids moyen de 80 kg pour un adulte et de 10 kg pour un jeune
enfant (EPA, 2011). Pour considérer 1’exposition dans les habitats privés, les concentrations
en composés dans la maison et ’appartement ont été moyennées. Le detail des calculs
d’exposition figure en Annexe 27. L’exposition a ’ensemble des contaminants recherchés
s’éléve a 692,6 ng.kg™.jour® pour le jeune enfant et a 193,4 ng.kg™.jour? pour I’adulte. Les
enfants, une sous-population sensible aux effets des PE (Rogan et Ragan, 2007), sont donc
plus exposés que les adultes a ces contaminants, notamment aux phtalates, aux muscs, aux

alkylphenols et alkylphénols éthoxylates, aux parabenes, aux HAP et aux pesticides.

Tableau 18. Apport quotidien en composés (ng.kg.jour?) par inhalation estimé pour I’adulte et le jeune enfant

(3-36 mois)
Familles de composé Adulte Enfant
> Phtalates 168,5 600,0
> Muscs 8,276 34,70
S OP + NP 3,575 13,44
Y Ethoxylés 1,039 3,653
Bisphénol A 0,055 0,161
TBBPA 0,005 0,008
Y 4 Parabénes 0,916 1,897
Y 16 PAH-EPA 7,478 27,41
Cyperméthrine 2,116 7,719
Lindane 0,470 1,758
HCB 0,091 0,346
PeCB 0,045 0,156
> PCB 0,242 0,405
> 6 PBDE 0,013 0,007
HBCD 0,0005 0,002
Triclosan 0,088 0,174

Les apports quotidiens en composés cibles par inhalation sont ensuite comparés aux apports
par ingestion d’aliments non cuits et/ou cuisinés relevés dans la littérature (Tableau 19). Pour
les phtalates, les résultats obtenus pour la voie pulmonaire ont été recalculés en ne prenant pas
en compte le DMP, le DiNP et le DiDP, afin d’étre dans les mémes conditions que les données
trouvées pour la voie orale. Pour les mémes raisons, dans la famille des AP, seules les données
d’exposition au NP ont été prises en compte chez 1’adulte. L’ingestion représente une voie
d’exposition aux contaminants PE plus importante (97 % en moyenne de 1’exposition totale
calculée pour I’inhalation et I’ingestion) que la voie pulmonaire (3 % en moyenne), et ce pour

tous les composés étudiés. Cependant, I’exposition par ingestion a certaines molécules,
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comme les muscs ou les alkylphénols éthoxylés, n’a pas été étudiée dans la littérature. En
effet, leurs utilisations et leurs propriétés physico-chimiques laissent penser qu’ils ne peuvent
pas étre présents dans I’alimentation. Une hiérarchisation des voies d’exposition aux
contaminants environnementaux sur la seule base des données brutes reste difficile a
envisager sans la prise en compte de la bioaccessibilité et avant tout de la biodisponibilité des
composés. Cependant, les taux d'absorption des composés PE par voie orale ou pulmonaire
restent encore insuffisamment connus. En effet, ceux rapportés par I'INERIS dans ses "“fiches
de données toxicologiques et environnementales des substances chimiques”, disponibles
uniquement pour quelques composés ou familles de PE cibles (certains HAP, ’'HCB, le
lindane et les PCB), montre que les connaissances dans le domaine sont encore parcellaires
(INERIS, consulté en décembre 2015). Dans ce contexte, 1’inhalation reste cependant une

voie d’exposition non négligeable et spécifique a certains contaminants environnementaux.

Tableau 19. Comparaison des apports quotidiens (ng.kg™.jour) en composés par inhalation et ingestion

Familles de Adulte Enfant Adulte , Enfant )
COMpose (inhalation) (inhalation) (ingestion) e (ingestion) Ref.

> Phtalates 158,2 560,1 6752 1 3520 1

> Muscs 8,276 34,70 - - - -

> OP + NP 3,352 (NP) 13,44 100,0 (NP) 2 3520 2

> Ethoxylés 1,039 3,653 - - - -

Bisphénol A 0,055 0,161 33,70 3 68,00 4

TBBPA 0,005 0,008 0,040 5 - -

> 4 Parabénes 0,916 1,897 305,5 6 907,3 6

> 16 PAH-EPA 7,478 27,41 83,50 7 240,00 7

Cyperméthrine 2,116 7,719 - - - -

Lindane 0,470 1,758 - - - -

HCB 0,091 0,346 2,450 8 6,400 8

PeCB 0,045 0,156 - - - -

> PCB 0,242 0,405 12,60 9 24,90 9

> 6 PBDE 0,013 0,007 2,900 5 - -

HBCD 0,0005 0,002 2,900 5 - -

Triclosan 0,088 0,174 - - -

1: Sioen et al., 2012 ; 2 : Raecker et al., 2011 ; 3 : LaKind et Naiman, 2011 ; 4 : Von Goetz et al., 2010 ; 5: De
Winter-Sorkina et al., 2006 ; 6: Liao et al., 2013 ; 7: Martorell et al.,, 2010; 8: Falcd et al., 2004 ;
9 : Fromberg et al., 2011
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3. Caractérisation de la contamination par analyse biologique

En parallele de son étude par analyse chimique, la contamination de 1’air intérieur par des
composés PE a egalement été caractérisée pour les quatre habitats étudiés par analyse
biologique. Le potentiel PE des extraits de phases gazeuse et particulaire a été évalué comme
décrit dans la Partie 2.2 du Chapitre 3. Le premier objectif est d’associer la contamination de
I’air intérieur par les 69 COSV étudiés au potentiel PE de celui-ci. Le second objectif est de
sélectionner un lieu de vie pour la plus forte activité PE de son air. Il s’agit du site qui fera
I’objet d’une caractérisation plus fine de la contamination de son air par des PE en mettant en

ceuvre une démarche EDA (cf. Chapitre 3 — Partie 2.3).
3.1 Potentiel cestrogénique des extraits d’air

La Figure 34 présente les activités cestrogéniques des extraits de phases gazeuse et
particulaire pour chaque site étudié et en fonction de la saison. Elles sont toutes quantifiables

en éqg. E2 quel que soit I’extrait considéré.

Tous les extraits de phase gazeuse présentent un potentiel cestrogénique significatif (p < 0,01),
aussi bien en été qu’en hiver. Quelle que soit la saison ou le site considéré, il reste toujours
plus important que celui de la phase particulaire, avec des moyennes sur les deux saisons de
2,19 et 0,26 pg.m™= éq. E2, respectivement pour la phase gazeuse et la phase particulaire. En
été, les équivalents hormone quantifiés dans la phase gazeuse sont plus élevés dans
I’appartement, le bureau et la créche que dans la maison, avec respectivement 2,29 ; 2,03 ;
2,07 et 1,59 pg.m3éq. E2. En hiver, les variations d’activité entre les lieux sont plus
importantes : la maison est le lieu qui présente la valeur HEQ la plus élevée (3,31 pg.m™
éq. E2), suivi de la créche (3,07 pg.m3éq. E2), du bureau (2,03 pg.m3¢éq. E2) et de
’appartement (1,15 pg.m=éq. E2).

Concernant la phase particulaire, son activité cestrogénique est significativement différente du
blanc uniquement pour la créche (moyenne: 0,24 pg.m=éq. E2 avec p<0,01) et
’appartement (moyenne : 0,13 pg.m™ éq. E2 avec p < 0,05) en été, mais I’est pour tous les
sites en hiver (p <0,01). Pour cette saison, la valeur HEQ la plus élevee est retrouvée pour la
maison (0,90 pg.m=éq. E2), alors que I’appartement, le bureau et la créche montrent des
activités trés proches, avec une moyenne de 0,24 pg.m= éq. E2. L’activité cestrogénique de la

phase particulaire est donc globalement plus €levée en hiver qu’en été.
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Figure 34. Potentiel cestrogénique (moyenne * écart-type en pg.m éq. E2) des phases gazeuse et particulaire de
I’air intérieur. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test
de Mann-Whitney-Wilcoxon

De ces données, il ressort que, en air intérieur, la phase gazeuse présente un potentiel
perturbateur cestrogénique plus important que celui de la phase particulaire. Alors que
I’activité cestrogénique de la phase gazeuse ne présente aucune variation saisonniere, celle de
la phase particulaire augmente d’été en hiver. Globalement, la maison et la créche sont les
habitats dont 1’air présente le potentiel cestrogénique le plus élevé, avec une moyenne sur les
deux saisons de respectivement 2,45 et 2,57 pg.m™ éq. E2 pour la phase gazeuse, et 0,48 et
0,26 pg.m™ éq. E2 pour la phase particulaire. Par comparaison, I’air de 1’appartement et du
bureau montre des valeurs d’éq. E2 plus faibles, étant respectivement de 1,72 et 2,03 pg.m=

pour la phase gazeuse et de 0,17 et 0,15 pg.m pour la phase particulaire.
3.2 Potentiel perturbateur anti-androgénique des extraits d’air

La Figure 35 présente les activités anti-androgéniques des extraits de phases gazeuse et
particulaire pour chaque site étudié et en fonction de la saison. Elles sont toutes quantifiables
en éq. FLUT quel que soit I’extrait d’air considéré. En revanche, aucune activité agoniste sur

cellules MDA-kb2 n’a jamais été observée (données non montrées).

En été, I’activité anti-androgénique de la phase gazeuse est significativement différente du
blanc (p < 0,05) uniquement pour la maison et le bureau, avec respectivement 8,67x10° et

9,38x10° pg.m™ éq FLUT, alors que celle de la phase particulaire est significative quel que
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soit le lieu considéré (p <0,01 pour la créeche et p<0,05 pour les autres sites), avec
5x10° pg.m= éq. FLUT en moyenne pour la maison, le bureau et la créche, et 8.64x10° pg.m"

3 éq FLUT pour I’appartement.

En hiver, aucun extrait de phase particulaire n’engendre d’activité anti-androgénique
significativement différente du blanc, a I’inverse des extraits de phase gazeuse de la maison,
du bureau et de la créche qui montrent des HEQ significatives (p < 0,01) et respectivement de
4,59x10°, 5,94x10° et 5,68x10° pg.m=éq. FLUT.

Contrairement a ses effets cestrogéniques, [’air intérieur présente un potentiel anti-
androgeénique certes plus élevée pour la phase gazeuse que pour la phase particulaire en hiver,
mais pas en été. L’activité élevée du blanc en été peut expliquer la faible significativité de
I’activité de la phase gazeuse en cette saison, soit, pour rappel, p < 0,05 contre p < 0,01 pour
son activité en hiver. La significativité des activités de la phase gazeuse par rapport au blanc
augmentent donc d’été en hiver. Mais leurs valeurs d’éq FLUT ne présentent aucune variation

saisonniere, comme c’est le cas pour leurs valeurs d’éq. E2 (Figure 34).

A T’inverse de son cestrogénicité (Figure 34), I’anti-androgénicité de la phase particulaire est
plus élevée en ét¢ qu’en hiver. Ces résultats sont surprenants, puisque la majorité des
composés connus pour &tre des perturbateurs cestrogéniques peuvent ¢galement présenter un
potentiel anti-androgénique (Sohoni et Sumpter, 1998 ; Paris et al., 2002). Les éq. FLUT des
blancs étant dans 1’ensemble assez élevées par rapport a ceux des extraits, il reste toutefois
difficile de comparer les niveaux HEQ entre conditions. Dans ce cas, il est donc impossible de
conclure sur le site présentant les effets anti-androgéniques les plus élevés. Par ailleurs, la
présence d’autres composés que ceux recherchés dans les extraits pourrait contribuer a ces

différences observées entre effets cestrogéniques et anti-androgéniques.
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Figure 35. Potentiel anti-androgénique (moyenne * écart-type en pg.m= éq. FLUT) des phases gazeuse et
particulaire de I’air intérieur. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et

**p < 0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon
3.3 Potentiel perturbateur thyroidien des extraits d’air

La Figure 36 présente les activités thyroidiennes des extraits de phases gazeuse et particulaire

pour chaque site étudié et en fonction de la saison. Elles sont toutes quantifiables en eq. T3.

Quel que soit le site ou la saison considérés, la phase gazeuse présente un potentiel thyroidien
significatif (p <0,01) et également plus important que celui de la phase particulaire avec
respectivement des moyennes sur les deux saisons de 14,3 et 3,9 pg.m= éq. T3. Elle montre
par ailleurs des niveaux HEQ les plus élevées dans la maison, aussi bien en été qu’en hiver
(respectivement 21 et 17 pg.m=2éq. T3). Les trois autres habitats, appartement, bureau, créche
montrent des valeurs d’éq. T3 similaires, que ce soit en été, avec respectivement 11, 10 et 14

pg.m, ou en hiver, avec respectivement 12, 13 et 16 pg.m.

Concernant la phase particulaire, son potentiel thyroidien en hiver est significativement
différent du blanc pour la maison (8 pg.m™ éq. T3 et p < 0,01), ’appartement (5 pg.m™ éq. T3
et p<0,05), et le bureau (4 pg.m3éq. T3 et p<0,01), mais pas pour la créche (3 pg.m"
3€9.T3). En été, seule la phase particulaire de D’appartement présente une activité
thyroidienne significative de 3,39 pg.m= éq. T3.
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Figure 36. Potentiel thyroidien (moyenne * écart-type en pg.m- éqg. T3) des phases gazeuse et particulaire de
I’air intérieur. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs
*p <0,05 et ** p <0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon
Les extraits de phases gazeuse et particulaire présentent un potentiel thyroidien qui varie

globalement dans le méme sens que leur potentiel cestrogénique :

e Il est plus éleve pour la phase gazeuse que pour la phase particulaire ;
e Celui de la phase gazeuse ne présente pas de variations saisonnieres ;
e Il augmente d’été en hiver dans la phase particulaire ;

e Il est plus ¢élevé dans la maison et la créche que dans I’appartement et le bureau pour la
phase gazeuse.

D’autres études ont déja rapporté des effets cestrogéniques de 1’air ambiant, mais uniquement
sur des extraits d’air extérieur. En effet, sur 1a base de bio-essais de transactivation cellulaires,
un effet cestrogénique a été attribué a des extraits d’air (Klein et al., 2006), a des PM10
(Clemons et al., 1998) collectés au Canada, ainsi qu’a des particules collectées en Chine
(Wang et al., 2004) ou en Suisse (Wenger et al., 2009). Des effets similaires ont également été
attribués a des extraits de particules diesel (Noguchi et al.,, 2007 ; Oh et al.,, 2008). A
I’inverse, des extraits gazeux et particulaires de D’air extérieur collectés en République
Tchéque ont montré un potentiel perturbateur cestrogénique surtout de nature anti-
aestrogénique (Novéak et al., 2009, 2013, 2014). En revanche, aucun effet anti-cestrogénique

n’a été mis en évidence pour des extraits d’air collectés en Ile de France, que ce soit en air
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intérieur ou en air extérieur (PNRPE, 2013). Ces différences d’effet pouvant resulter de la

variation de la contamination de I’air ambiant.

Les différences d’activité cestrogénique entre phases ont déja été rapportée par d’autres
équipes, mais seulement pour des environnements extérieurs (Klein et al., 2006 ; Novak et al.,
2009, 2014).

Le potentiel anti-androgénique mis en évidence pour 1’air ambiant est en accord avec les
données de la littérature. En effet, de tels effets ont déja été montrés pour des extraits gazeux
ou des matieres particulaires (Novak et al., 2009, 2013, 2014) ainsi que pour des mélanges de

polluants de 1’air tels que les particules diesel (Okamura et al., 2004).

Des différences similaires d’activité anti-androgéniques entre phases atmosphériques ont été

rapportées par une autre équipe, mais seulement pour I’air extérieur (Novak et al., 2009,

2014).

A notre connaissance, aucune autre équipe n’a a ce jour étudié les effets PE de 1’air intérieur,
excepté 1’étude menée dans le cadre du Programme National de Recherche sur les
Perturbateurs Endocriniens (PNRPE, 2013). De méme, aucune étude n’a présenté les effets

perturbateurs thyroidiens d’extraits d’air extérieur ou intérieur.

4. Comparaison de la qualit¢ de I’air int€rieur caractérisée

par analyses chimique et biologique in vitro

Les analyses biologiques ont montré qu’en air intérieur, le potentiel PE de la phase gazeuse
est plus élevé que celui de la phase particulaire. Ces résultats abondent dans le sens de ceux
issus des analyses chimiques qui montrent des concentrations en COSV plus importantes dans
la phase gazeuse. L’habitat le plus contaminé s’avere étre la creche. L’air de ce lieu de vie
présente un potentiel PE élevé, mais finalement assez voisin de celui des autres sites étudiés.
La contamination de 1I’air intérieur montre donc des différences entre sites plus importantes
par analyse chimique que par analyse biologique de son potentiel PE global. Elles pourraient
résulter soit d’effets « cocktail » entre composes, qui, pour rappel, pourraient étre de type
additif, synergique, ou de nature antagoniste. De plus, les contaminants responsables des

effets observés pourraient étre ceux recherchés dans 1’étude, ou d’autres PE non recherchés.
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Pour obtenir une premiére estimation de ces effets « cocktail » de la contamination de I’air,
une solution contenant tous les composés étudies, appelé « meélange a fagon », a été realisé
avec des solutions commerciales en reproduisant les concentrations retrouvées dans la creche.
Quatre mélanges a facon ont ainsi été effectués pour étre représentatif de la contamination des
deux phases atmosphériques de 1’air de la créche, en été et en hiver. Ils ont été testés pour
leurs effets cestrogéniques (Figure 37) et thyroidiens (Figure 38), lesquels ont été comparés a
ceux des extraits d’air correspondant. Les mélanges a fagon n’ayant présenté aucune activité
androgénique ou anti-androgenique, ces données ne sont pas présentées. Les concentrations
utilisées pour réaliser ces mélanges sont présentées en Annexe 28. Elles sont données en
ng.m en considérant le volume d’air moyen prélevé en été et en hiver dans la créche afin de

pouvoir directement les comparer aux concentrations retrouvées dans les extraits.

Aussi bien pour le potentiel perturbateur cestrogénique que thyroidien, les activités observées
des mélanges a fagon pour les phases gazeuses sont supérieures a celles des phases

particulaires.

Pour les phases gazeuses, alors qu’aucune variation saisonniere des activités n’est observée
dans les extraits d’air, les effets perturbateurs cestrogéniques et thyroidiens des mélanges a
facon diminuent d’ét¢ en hiver. Les activités cestrogéniques des phases particulaires ne
présentent aucune variation saisonniére aussi bien pour les extraits d’air que pour les
mélanges a facon. En revanche, pour les effets perturbateurs thyroidiens, les activités
observées des extraits d’air et des mélanges a fagcon pour la phase particulaire augmentent
d’été en hiver. Cependant, aucune activit€¢ n’a pu €tre mesurée pour la phase particulaire du

mélange a fagon en été.

En été, les activités cestrogéniques et thyroidiennes de la phase gazeuse présentent des valeurs
plus ¢élevées dans les mélanges a fagon que dans les extraits d’air. A I’inverse, pour la période
hivernale, les mélanges a facon et les extraits d’air montrent des potentiels cestrogéniques et
thyroidiens équivalents. Quelle que soit la saison, les effets PE cestrogéniques et thyroidiens

de la phase particulaire sont plus faibles dans les mélanges a fagcon que dans les extraits d’air.

Les différences observées entre les mélanges a facon et les échantillons prélevés dans la
creche suggeérent la présence de contaminants non étudiés qui auraient un effet sur le potentiel
PE de l’air intérieur, notamment pour la phase particulaire et la phase gazeuse en été
uniquement. Cependant, les faibles quantités d’extraits d’air restant a disposition n’ont pas

permis leur analyse biologique en méme temps que celle des mélanges a fagon. Leur analyse
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en différé peut engendrer des biais dans les comparaisons d’effets. De plus, les mélanges a
facon ont été réalisés a partir de solutions de composés disponibles dans le commerce. Or,
certaines familles de composes, comme les PCB ou les HAP, sont disponibles uniqguement en
mélange de plusieurs contaminants. La composition des mélanges a facon réalisés est donc,
dans la mesure du possible, similaire a la composition en composés PE cibles de I’air intérieur
de la creche, mais certains composés présents dans des mélanges commerciaux se retrouvent
forcément a des concentrations éloignées de celles retrouvées dans les extraits. C’est par
exemple le cas pour le DnOP qui est retrouvé a des concentrations inférieures aux LQ dans

’extrait de phase gazeuse, alors qu’il est présent a 162 ng.m™ dans le mélange a fagon.
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Figure 37. Potentiel cestrogénique des phases gazeuse et particulaire de la créche selon les saisons : extraits

comparés aux mélanges a fagon correspondants (composés en mélange selon leur teneur dans chaque extrait)
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Figure 38. Potentiel thyroidien des phases gazeuse et particulaire de la créche selon les saisons : extraits

comparés aux mélanges a fagcon correspondants (composés en mélange selon leur teneur dans chaque extrait)

5. Choix du site pour caractériser la contamination de I’air

intérieur par la méthode EDA

Rappelons que 1’objectif de la deuxiéme partie de ce projet était de caractériser plus
précisément la contamination de ’air intérieur par la démarche EDA. Cette derniére nécessite
un fractionnement analytique des extraits qui peut engendrer une perte de leur activité
biologique. De ce fait, il est important de travailler avec des extraits initialement concentrés
en contaminants et surtout engendrant des réponses biologiques suffisamment élevées pour
pouvoir étre encore observées apres fractionnement. L’objectif in fine de la premiere partie du
projet était donc de sélectionner un site pour sa forte contamination ou pour la plus forte
activité biologique de son air intérieur. Ce site a fait alors 1’objet de prélévements d’air

spécifiques pour mettre en ceuvre ’EDA.

Lors de I’analyse chimique des extraits, il a ét¢ montré que la maison et la creche présentaient
les plus fortes concentrations en composés cibles, notamment en muscs synthétiques et
alkylphénols. Cependant la créche est le site le plus contaming, avec 1157 ng.m en composés
cibles, suivi par les trois autres sites d’étude avec une contamination moyenne de 958 ng.m

de contaminants en moyenne (écart-type de 14,5 ng.m=). L’analyse biologique a montré que
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les activités PE cestrogénique et thyroidienne des extraits d’air intérieur les plus significatives,

et globalement les plus élevées, étaient retrouvées pour la maison et la créche.

Au final, il a été choisi d’effectuer les prélévements d’air dédiés a la démarche EDA au sein
de la créche. En effet, ce lieu de vie a éte préféré a la maison, en raison de sa fréquentation par
une population considérée comme sensible a la contamination aérienne : les enfants en bas

age.
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Chapitre 4 — Analyse dirigée par les bio-essais
1. Caractérisation des extraits d’air dédiés a 1’analyse EDA

1.1  Protocole de préparation des extraits d’air

Avant de mettre en ceuvre I’analyse dirigée par les bio-essais ou EDA, il a fallu s’assurer de
pouvoir travailler sur des extraits d’air dédiés aux analyses chimique et biologique, qui soient
représentatifs de la contamination dans la creche, et qui engendrent une activité biologique

suffisamment importante et donc encore observable aprés fractionnement analytique.

Méme si I’analyse chimique a montré une diminution hivernale des concentrations en
contaminants en phase gazeuse, 1’analyse biologique a mis en évidence une augmentation du
potentiel PE de I’air intérieur (phase gazeuse et phase particulaire) d’été en hiver. De ce fait,
les prélévements ont plutdt été réalisés en saison froide, a la fin de I’hiver / début du

printemps 2014.

Afin de s’assurer d’étre représentatif de la contamination déja mesurée dans la créche, 6
prélevements d’air (phases gazeuse et particulaire) intégrés sur 15 jours ont été réalisés de
facon consecutive dans ce lieu de vie. Les conditions de prélevement d’air sont présentées en
Annexe 29. Les méthodologies d’échantillonnage des phases atmosphériques et de
préparation des extraits sont les mémes que celles déja utilisées dans la premiére partie du
projet (cf. Chapitre 2 — Parties 1 et 2). Pour rappel, les extraits d’air dédiés a 1’analyse
chimique et ceux dédiés a 1’analyse biologique sont prélevés en parallele et présentent donc,

en théorie, une contamination chimique identique.

En premier lieu, la contamination chimique et le potentiel PE de chaque extrait d’air ont été
évalueés afin de vérifier I’homogénéité entre extraits pour une phase atmosphérique donnée. A
cette étape de préparation des extraits dédiés a ’EDA, seul le bio-essai sur cellules MELN a
été mis en ceuvre. En effet, entre les trois bio-essais utilisés, il est le seul apte a fournir des
activités RLU suffisamment élevées et significatives pour pouvoir aisément comparer les
niveaux de réponse cestrogénique entre extraits. Par exemple, en hiver 2013, les RLU de la
phase gazeuse de la créche étaient de 18,4 ; 2,6 et 0,73, respectivement pour ses effets
cestrogénique, thyroidien et anti-androgénique. Aprés s’étre assurés que 1’ensemble des
analyses donne des résultats similaires pour les 6 extraits, ces derniers ont été rassemblés par
phase atmosphérique en un extrait unique, appelé « pool ». Celui-ci se retrouve alors dans un
volume final de 600 pL, lequel est considéré comme suffisant pour conduire le

fractionnement analytique comme décrit dans le Chapitre 2 — Parties 2.3 et 2.4.
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1.2 Analyse chimique des extraits d’air issus des 6 prélévements

Les résultats détaillés de I’analyse chimique des extraits d’air sont présentés par phase
atmospherique en Annexe 30 et synthétisés dans le Tableau 20. Pour tous les composés
quantifiés, les concentrations moyennes obtenues sont dans I’ensemble proches de celles
mesurées précédemment dans la créche (Tableau 17). Par exemple, la concentration en
phtalates (Z 7 phtatales) dans la phase gazeuse est en moyenne ici de 134,9 ng.m? et de
235,2 ng.m pour les prélévements précédents. Par ailleurs, les contaminants les plus présents

dans I’air de la créche demeurent les phtalates, les alkylphénols, les HAP et les parabénes.
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Tableau 20. Concentrations moyennes en composés (ng.m ) dans les extraits de phases gazeuse et particulaire issus des 6 prélévements d’air de la créche (moyenne + écart-
type, n=6)

Prélevement 1

Prélévement 2

Prélévement 3

Préléevement 4

Prélévement 5

Prélévement 6

Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse  particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse  particulaire
Phtalates
DEHP <LQ 350,3 <LQ 256,9 <LQ 272,30 0,633 2411 <LQ 222,1 <LQ 217,9
>’ 7 Phtalates 118,5 512,5 31,35 393,1 145,6 436,8 154,6 458,1 194,6 513,1 141,0 380,6
Muscs
Galaxolide 41,88 0,289 37,93 0,355 18,67 0,191 12,28 0,229 22,12 0,363 18,74 0,178
Tonalide 31,86 0,082 33,92 0,097 20,63 0,057 20,72 0,061 22,69 0,097 20,11 0,059
Alkylphénols
Octylphénol 1,173 0,005 1,264 0,009 0,920 0,007 0,736 0,003 0,987 0,014 0,756 0,006
Nonylphénol 22,28 0,144 25,91 0,195 15,40 0,178 10,56 0,183 17,08 0,209 14,20 0,149
> OP + NP 23,46 0,150 27,18 0,203 16,32 0,186 11,29 0,186 18,07 0,224 14,95 0,155
OP1EO <LQ 0,185 <LQ 0,162 0,004 0,136 <LQ 0,185 0,009 0,292 0,122 0,384
OP2EO <LQ 0,012 <LQ 0,012 <LQ 0,010 <LQ 0,011 <LQ 0,014 <LQ 0,011
NP1EO 2,360 0,409 1,699 0,347 1,164 0,360 0,610 0,486 1,308 0,810 1,622 0,464
NP2EO 0,056 0,269 0,105 0,215 0,051 0,205 0,004 0,221 0,040 0,351 0,072 0,242
> Ethoxylés 2,416 0,874 1,804 0,736 1,218 0,710 0,614 0,903 1,357 1,466 1,817 1,100
Phénols
Bisphénol A 0,007 0,139 0,020 0,164 0,072 0,430 0,041 0,114 0,031 0,137 0,002 0,038
TBBPA - 0,003 - 0,004 - 0,009 - 0,007 - 0,006 - <LQ
Parabenes
Méthyl-P 3,054 0,095 2,530 0,092 2,087 0,058 2,020 0,085 2,829 0,051 2,150 0,064
Ethyl-P 0,434 0,009 0,387 0,012 0,401 0,010 0,285 0,010 0,472 0,011 0,316 0,007
Propyl-P 0,849 0,019 0,673 0,018 0,662 0,024 0,621 0,020 0,911 0,029 0,661 0,014
Butyl-P 0,660 0,017 0,496 0,011 0,706 0,011 0,328 0,011 0,452 0,015 0,280 0,011
Y 4 Parabénes 4,997 0,140 4,087 0,133 3,856 0,103 3,254 0,127 4,665 0,106 3,407 0,095
HAP
Fluorene 9,495 <LQ 8,783 <LQ 5,564 0,009 4,451 <LQ 6,656 <LQ 5,128 <LQ
Phénanthréene 10,77 0,032 9,786 0,040 8,941 0,105 7,902 0,044 10,68 0,059 7,161 0,016
Benzo(a)pyréene 0,033 0,034 0,021 0,050 0,032 0,119 0,010 0,042 0,058 0,024 0,010 0,009
> 8 HAP-NF 1,083 0,328 1,053 0,486 1,148 1,183 0,843 0,453 1,221 0,291 0,766 0,141
> 15 HAP-EPA 22,36 0,417 20,51 0,613 16,59 1,540 13,84 0,609 19,45 0,456 13,66 0,209
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Prélévement 1

Préléevement 2

Préléevement 3

Préléevement 4

Préléevement 5

Prélévement 6

Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse  particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse  particulaire
Pesticides
Cyperméthrine 0,860 4,280 1,189 17,16 2,058 14,34 4,599 15,42 1,410 9,010 0,749 4,977
Lindane 0,058 <LQ 0,059 0,000 0,030 0,001 0,078 0,001 0,072 0,001 0,137 0,001
PCB
HCB 0,298 <LQ 0,287 <LQ 0,261 <LQ 0,264 <LQ 0,355 <LQ 0,258 <LQ
PeCB 0,003 <LQ 0,006 <LQ 0,007 <LQ 0,014 <LQ 0,016 <LQ 0,007 <LQ
> 7PCB 0,406 0,000 0,482 0,000 0,282 0,001 0,277 0,001 0,296 0,001 0,293 0,000
> DL-PCB 0,030 0,000 0,035 0,000 0,027 0,001 0,022 0,000 0,031 0,001 0,022 0,000
PBDE
PBDE 47 0,015 <LQ 0,016 0,002 0,013 0,002 0,013 0,002 0,019 0,003 0,016 0,002
> 6 PBDE 0,015 0,000 0,016 0,006 0,013 0,002 0,013 0,002 0,019 0,005 0,016 0,002
Autres
HBCD <LQ 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002 <LQ 0,001 <LQ 0,002 <LQ 0,001
Triclosan 0,083 0,012 0,074 0,010 0,052 0,011 0,048 0,013 0,069 0,015 0,044 0,011
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Chapitre 4 — Analyse dirigée par les bio-essais

La variation de la contamination de 1’air de la créche en fonction des 6 prélévements est
présentée dans la Figure 39. Celle-ci montre que la somme des concentrations en composes
cibles reste globalement constante sur les 6 x 15 jours de prélevements, et ce quelle que soit la
phase atmosphérique considérée. En accord avec les données précédentes (Figure 31), I’air de
la créche prélevé présente, en période hivernale, une contamination de la phase particulaire
qui est plus élevée que celle de la phase gazeuse.

ng.m=
600+

[ Phase gazeuse HM Phase particulaire

400+

200- H
Oll||||
123456 123456

Prélévements

Somme des concentrations
en composés

Figure 39. Variation de la contamination des extraits de phases gazeuse et particulaire entre les 6 prélevements

successifs de 1’air de la créche.
1.3 Analyse biologique des extraits d’air issus des 6 prélévements

Les résultats d’analyse biologique des extraits d’air prélevés dans la créche en hiver 2013-
2014 et en hiver/printemps 2014 sont comparés par phase atmosphérique dans la Figure 40.
L’activité cestrogénique des extraits y est exprimée en RLU, comme décrit dans le Chapitre 2
— Partie 5.3, et est comparée a celle de leurs blancs correspondants. Pour les deux périodes de
prélevement, les activités RLU des phases gazeuse et particulaire sont significativement plus
élevées que celles des blancs respectifs. Les niveaux RLU de la phase gazeuse sont
significativement plus élevés pour le prélévement de 1’hiver 2013-2014 (18,4) que pour celui
de I’hiver/printemps 2014 (9,7). Cette différence peut s’expliquer par une variation spatio-
temporelle de la contamination de la creche. En revanche, les activités observées pour la
phase particulaire entre 1’hiver 2013-2014 et [’hiver/printemps 2014 ne sont pas

significativement différentes, avec respectivement des valeurs RLU moyennes de 4,34 et 3,27.
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Figure 40. Comparaison du potentiel cestrogénique observé dans la créche entre les prélévements de 1’hiver
2013-2014 et I’hiver/printemps 2014. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et
**n < 0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons entre eux avec le

test de Mann-Whitney-Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).

Les résultats de 1’analyse biologique des extraits d’air de la créche sont présentés en RLU par

phase atmosphérique et pour les 6 prélevements dans la Figure 41.
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Figure 41. Variation du potentiel cestrogénique des extraits de phases gazeuse et particulaire entre les 6
prélévements successifs de 1’air de la créche. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs

*p <0,05et** p<0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral.

Comme précedemment, la phase gazeuse présente une activité cestrogénique plus importante

que celle de la phase particulaire, avec respectivement des valeurs RLU moyennes de 9,7 et
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3,3. Les six prélevements présentent des RLU proches, allant de 8,3 a 11,1 pour la phase
gazeuse et de 2,3 & 4,6 pour la phase particulaire. Les analyses du potentiel perturbateur

cestrogénique confirment donc ’homogénéité des six prélévements.

L’ensemble des analyses chimique et biologique a montré que les extraits de phases gazeuse
et particulaire sont homogenes entre prélevements et peuvent donc étre rassemblés afin

d’obtenir un seul extrait (pool) par phase atmosphérique.
2. Analyse EDA des extraits d’air

Seul le fractionnement analytique de I’extrait de phase gazeuse a été effectué. En effet, le
nombre total de fractions a analyser aurait été trop important (120 évaporations sous vide pour
obtenir 60 échantillons) s’il avait fallu mettre en ceuvre I’analyse EDA pour les deux phases
atmosphériques. De plus, avant d’étre rassemblés, les extraits de phase gazeuse ayant montré
des niveaux d’activité cestrogénique au moins deux fois supérieurs a ceux des extraits de
phase particulaire (Figure 41), I’extrait pool résultant devrait assurer I’obtention de (sous)-
fractions encore biologiquement actives. Le fractionnement analytique a été réalisé en
paralléle sur deux extraits de phase gazeuse identiques : un dédié a 1’analyse chimique (dans
600 pL de MeOH), et un dédié a I’analyse biologique (dans 600 pL de DMSO).

Pour rappel (cf. Chapitre 2 — Partie 2.3), 3 fractions (F1, F2, F3) ont été récoltées aprés
fractionnement du pool (fractionnement 1). Ensuite, chacune des fractions a été sous-
fractionnée a nouveau en 3 fractions (fractionnement 2). Comme ses 3 fractions et ses 9 sous-
fractions, le pool a été analysé, soit pour sa teneur en composés cibles, soit pour son potentiel
PE.

2.1 Analyse chimique de I’extrait pool et ses fractions

La caractérisation chimique des 6 extraits de phase gazeuse ayant déja été realisée avant leur
rassemblement, les concentrations en composés dans 1’extrait pool résultant sont celles

présentées dans le Tableau 21.
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Tableau 21. Concentrations moyennes en composés (ng.m-3) dans les extraits de phases gazeuse issus des 6

prélévements d’air de la créche (moyenne * écart-type, n=6)

Composeés Phase gazeuse
Phtalates
DEHP <LQ
> 7 Phtalates 1349 + 17,6
Muscs
Galaxolide 25,27 *+ 11,84
Tonalide 2499 £ 6,22
Alkylphénols
Octylphénol 0,973 + 0,215
Nonylphénol 17,57 = 5,61
> OP + NP 18,54 + 11,74
OP1EO 0,023 = 0,049
OP2EO <LQ
NP1EO 1461 =+ 0,588
NP2EO 0,065 = 0,034
> Ethoxylés 1538 = 0,821
Phénols
Bisphénol A 0,029 = 0,025
TBBPA -
Parabénes
Méthyl-P 2,445 + 0,429
Ethyl-P 0,383 = 0,071
Propyl-P 0,730 = 0,119
Butyl-P 0,487 + 0,171
> 4 Parabénes 4044 =+ 0,967
HAP
Fluorene 6,679 * 2,048
Phénanthrene 9,207 *+ 1,478
Benzo(a)pyréne 0,027 + 0,018
> 8 HAP-NF 1,020 = 0,284
> 15 HAP-EPA 17,73 + 2,98
Pesticides
Cyperméthrine 1,811 + 1,443
Lindane 0,072 = 0,036
PCB
HCB 0,287 = 0,037
PeCB 0,009 = 0,005
> 7 PCB 0,339 = 0,062
> DL-PCB 0,028 = 0,006
PBDE
PBDE 47 0,015 + 0,002
> 6 PBDE 0,015 = 0,002
Autres
HBCD 0,000 + 0,000
Triclosan 0,061 + 0,016

2.1.1  Evaluation des rendements obtenus apres fractionnement et évaporation

Afin d’estimer la perte en composés due a la méthode de fractionnement, un extrait pool a
facon a subi toutes les étapes du protocole, incluant le fractionnement 1 et le fractionnement

2, en passant par I’évaporation de ses (sous)-fractions.
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L’extrait pool a facon correspond a une solution de composés cibles en mélange a des
concentrations semblables a celles observées dans ’air intérieur d’apres la littérature (Annexe
19). Les quantités en composes trouvées dans chaque sous-fraction ont été sommées afin de
déterminer les quantités totales retrouvées apres 1’ensemble du processus de fractionnement.
Celles-ci ont ensuite été comparées aux teneurs initiales en composes dans le pool a fagon. La
Figure 42 présente les résultats obtenus pour chaque contaminant. Les taux de recouvrement
varient entre 0 et 128 % selon les composés. Ces pourcentages sont fonction des propriétés
physico-chimiques des molécules et sont faibles (< 70 %) pour la majorité des contaminants.
Ainsi, les contaminants les plus volatils (DMP, DEP, DiBP, octylphénol, nonylphénol,
PBDE 28, fluorene, phénanthrene, anthracene, fluoranthéne, pyrene, lindane, HCB, PeCB,
PCB 28 et PCB 52) se sont probablement volatilisés au cours de 1’étape d’évaporation et
présentent des taux de recouvrement inférieurs a 10 %. En effet, en raison de la présence
d’eau dans le solvant d’élution des fractions, celles-ci ont d subir une longue évaporation
sous vide qui a pu entrainer la perte en ces contaminants. En revanche, certains composés
devraient présenter des taux de recouvrement plus élevés considérant leur pression de vapeur.
Ainsi, les HAP les plus lourds (indéno(c,d)pyréne, dibenzo(a,h)anthracene et
benzo(g,h,i)péryléne) ne devraient pas étre volatilisés au cours de 1’évaporation. Pourtant ils
sont retrouves seulement a hauteur de 2,8 % en moyenne, certainement en raison de leur perte
au cours du fractionnement analytique. En effet, ces composés possédent un log Kow élevé et
sortent en fin de gradient de phase mobile composée alors de 100 % de MeOH. Il est donc
possible que la polarité de la phase mobile ne soit pas suffisante pour éluer ces composes.
Seuls quelques molécules présentent des taux de recouvrement supérieurs a 70 % : OP2EO,
NP2EO, bisphénol A, TBBPA, chrysene, PBDE 99, PBDE 100 et les PCB les moins volatils
(PCB 126, 156, 157, 167, 169, 180 et 189). Les pourcentages retrouvés pour les autres
composés sont compris entre 10 et 70 %. Malgré la perte en composés observée, il a été choisi
de conserver ce protocole de fractionnement. En effet, la majorité des contaminants sont
perdus au cours de I’étape d’évaporation sous vide, laquelle ne peut pas €tre remplacée par
une technique d’évaporation plus douce en raison de la présence d’eau dans nos fractions et

des limites technologiques.
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Figure 42. Taux de recouvrement des composés apres fractionnement analytique d’un extrait pool a fagon.

Le but de I’analyse EDA étant d’identifier les composés cibles responsables des réponses

biologiques observeées, il était important de ne pas compenser la perte des contaminants au

cours des différents traitements de 1’extrait pool (fractionnement et €vaporation) par un

étalonnage interne. C’est pourquoi, les analyses chimiques des fractions ont été réalisées sans

I’utilisation d’étalons internes, alors qu’ils ont été employés pour I’étude des extrais issus des

6 prélévements d’air individuels. Ainsi, il sera possible de déterminer quels contaminants sont

présents dans les extraits apres les étapes de fractionnement et d’évaporation.

Analyse chimique des fractions

Fractionnement 1

Les concentrations en composés cibles des trois fractions (F1, F2, F3) obtenues apres le

premier fractionnement sont présentées Figure 43. Les contaminants présents majoritairement

en phase particulaire ou montrant des concentrations initialement faibles dans I’extrait pool

(Tableau 21) ne sont retrouvés dans aucune des fractions. Il s’agit des molécules suivantes :
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DnOP, DiNP, DiDP, OP2EO, NP2EO, BPA, HBCD, benzo(b)fluoranthene,
dibenzo(a,h)anthracéne, PBDE 100, PBDE 153, PBDE 154 et tous les PCB, sauf le PCB 101.,
Des concentrations allant de 0,002 & 274,1 ng.m™ ont pu étre observées pour les autres
composés étudiés. Les composés quantifiables sont majoritairement présents dans la F1. Le
DEHP, qui était retrouvé a des concentrations inférieures a la LQ est ici observé dans la F3.
Ce résultat surprenant peut étre expliqué soit par une contamination accidentelle des
échantillons au cours du traitement (fractionnement et évaporation) ou par une quantification
approximative de ce composé sans étalonnage interne. Le PBDE 47, le benzo(k)fluoranthéne

et le PCB 101 sont présents uniquement dans la F2.
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Figure 43. Concentrations en composés dans les trois fractions issues du fractionnement 1.
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21.2.2 Fractionnement 2

La Figure 44 présente les concentrations en composés retrouvées dans chaque fraction issue
du deuxiéme fractionnement. La majorité des contaminants quantifiables se répartissent entre
les sous-fractions F1-1, F1-2 et F1-3. Quatre molécules sont retrouvées dans des sous-
fractions qui ne correspondent pas a la fraction dans laquelle ils ont été observes apres le
premier fractionnement. Ainsi, le DEHP est quantifié dans la F1-3, alors qu’il était présent
uniquement dans la F3. Ceci peut laisser penser & une contamination des échantillons au cours
du fractionnement ou de 1’évaporation. Il en est de méme pour le benzo(k)fluoranthéne, le
PBDE 28, le PBDE 47 et le PCB 101 : ils étaient présents dans la F2, alors qu’ils ne sont que
dans la F1-3 apres le fractionnement 2. Enfin, le fluoréne est retrouvé uniquement dans la F3-
3, alors qu’il était en amont quantifié dans la F1. De plus, ’HBCD est également retrouvé
dans les fractions F1-1, F1-2 et F1-3 alors qu’il n’était présent dans aucune fraction aprés le
fractionnement 1. Ces observations peuvent étre expliquées par le fait que les fractions
analysées issues du fractionnement 1 ne sont pas celles dédiées au fractionnement 2. En effet,
pour prévenir de I’utilisation pour le fractionnement 2 de fractions potentiellement
contaminées au cours de leur analyse, plusieurs jeux de fractions en théorie identiques ont été
préparés, dont un est dédié a 1’analyse chimique et un autre au fractionnement 2. Ainsi, au
cours de deux fractionnements 1 réalisés en théorie de facon identique, une contamination
accidentelle peut survenir ou bien une erreur de manipulation lors du conditionnement des
fractions dans les flacons d’injection. Ces hypothéses peuvent donc justifier le fait qu’un
composé soit présent dans une sous-fraction qui ne corresponde pas a la fraction dans laquelle
il était initialement quantifié. De plus, considérant que les composés concernés sont quantifiés
a de tres faibles concentrations, leur présence dans des fractions et sous-fractions non
apparentées pourrait donc correspondre a un niveau bruit de fond. Le lindane est le seul
composé non retrouvé dans les sous-fractions, alors qu’il était toujours présent apres le
fractionnement 1. En revanche, les composés qui montrent les concentrations les plus élevées

sont observés dans les sous-fractions attendues d’aprés le premier fractionnement.
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Figure 44. Concentrations en composés dans les neuf sous-fractions issues du fractionnement 2.

Ainsi, le Tableau 22 résume les résultats issus de I’analyse chimique des fractions et sous-
fractions. Certains contaminants sont présents dans plusieurs fractions. Cependant, les
concentrations observees sont en général élevées que dans une seule de ces fractions. Il est
donc probable que ’observation de certains contaminants dans plusieurs fractions soit liée au

bruit de fond, notamment pour les contaminants présents en faibles concentrations comme les
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HAP. De plus, certains composés presentant des taux de recouvrement faibles aprés
fractionnement et évaporation (Figure 42) ont quand méme pu étre quantifiés en raison de
leurs abondances relativement élevées en air intérieur. C’est par exemple le cas du DMP ou du
DEP dont les taux de recouvrement été faibles (inférieur a 2 %) mais dont les niveaux de
présence elevées ont tout de méme permis leur quantification dans les différentes fractions :
de 0.233 20.450 et de 0.170 & 30.8 ng.m™3, pour le DMP et le DEP respectivement.
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Tableau 22. Résumé de la composition en composés des fractions et sous-fractions.

Fractionnement 1

1 2 3
Composé Concentration Composé Concentration Composé Concentration
(ng.m™®) (ng.m®) (ng.m™®)
DEP 2,107 OP1EO 0,006 Cyperméthrine 0,004
DiBP 68,79 BPA 0,002
DnBP 8,152 Cyperméthrine 0,001
BBP 6,528
Octylphénol 0,003
Meéthyl-P 0,294
Ethyl-P 0,052
Propyl-P 0,086
Butyl-P 0,022
HBCD 0,020
Pyrene 0,005
Cyperméthrine 0,020
DMP 0,233 Octylphénol 0,005
DiBP 24,07
DnBP 15,66
BBP 9,659
Octylphénol 0,164
OP1EO 0,054
HBCD 0,056
Cyperméthrine 10,02
o~ PBDE 47 0,002
§ DiBP 1,085 Cyperméthrine 0,015 Galaxolide 0,064
£ DnBP 1,492 Tonalide 0,095
s BBP 0,762 OP1EO 0,009
-% DEHP 2,229 Fluoréne 0,012
© Galaxolide 2,218 Phénanthrene 0,006
L Tonalide 3,296 Fluoranthéne 0,005
Octylphénol 0,064 Pyréne 0,011
Nonylphénol 5,772
OP1EO 0,039
NP1EO 0,104
HBCD 0,005
Phénanthrene 0,181
Anthracene 0,009
Fluoranthene 0,250
Pyréne 0,198
Benzo(a)anthracéne 0,007
Chrysene 0,021
Benzo(b)fluoranthéne 0,002
Benzo(k)fluoranthene 0,003
Indéno(c,d)pyrene 0,036
Dibenzo(a,h)anthracene 0,001
Benzo(g,h,i)pérylene 0,021
Cyperméthrine 0,210
PBDE 28 0,011
PBDE 47 0,100
PCB 101 0,0003
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2.2 Analyse biologique de I’extrait pool et ses fractions

L’extrait pool et ses fractions ont été analysés pour leur potentiel agoniste sur cellules MELN
et agoniste et anti-androgénique sur cellules MDA-kb2 selon le protocole décrit
précédemment (cf. Chapitre 2 — Partie 5.2). En revanche, leur potentiel thyroidien n’a pas pu
étre mesure, en raison de problemes rencontrés avec les cellules PC-DR-LUC encore non

résolus a ce jour.

Pour rappel (cf. Chapitre 2 — Partie 2.3), afin de tenir compte de 1’éventuelle perte ou
enrichissement en contaminants au cours du processus de fractionnement qui pourrait
modifier les activités biologiques, les deux fractionnements ont été répétés a 1’identique afin

d’obtenir :

e un extrait pool fractionné recomposeé (pool FR) correspondant aux fractions
rassemblées (F1 + F2 + F3) ;

e des fractions fractionnées recomposées (ex. F1 FR) correspondant aux sous-fractions
rassemblées (ex. F1-1 + F1-2 + F1-3).

Par la suite, les activités biologiques sont exprimées en RLU et sont présentées pour chaque

échantillon (fraction ou pool) et son blanc correspondant. Chaque valeur RLU correspond a la

moyenne de 2 a 3 répétitions d’expérience a raison de 4 a 5 puits d’expérience par

condition * écart-type.
2.2.1  Potentiel cestrogénique du pool et des fractions

La Figure 45 présente le potentiel cestrogénique du pool, du pool FR et des fractions F1, F2 et
F3 issues du fractionnement 1. Les activités supérieures a celle du contréle (RLU = 1) ont
également ¢ét¢ sommées pour les 3 fractions afin de wvérifier leur additivité¢ d’effet
(F1 + F2 + F3). En effet, si I’activité résultante n’est pas significativement différente de celle

du pool FR, alors on peut conclure a une additivité d’effet entre les 3 fractions.

Les activités du pool, du pool FR, de la F1 et de la somme des 3 fractions (F1 + F2 + F3) sont
significativement supérieures a celles de leurs blancs respectifs, avec des RLU respectivement
de 8,19; 5,09 et 5,26. A I'inverse, les fractions F2 et F3 ne présentent aucune activité
significative. Pour la fraction F2, I’activité du blanc est supérieure a celle de 1’échantillon, en
raison certainement d’une contamination accidentelle ou de la variabilité normale des

réponses du bio-essai considérant les faibles niveaux d’activité observés.
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La comparaison des échantillons entre eux montre que les activités cestrogéniques du pool FR,
de la fraction F1 et de la somme des fractions sont équivalentes. En revanche, ces trois
échantillons présentent des activités significativement différentes de celle du pool. Ainsi, la
baisse d’activité observée entre le pool et le pool FR montre une perte de contaminants a effet
cestrogénique au cours du processus de préparation du pool FR (fractionnement,
recomposition et évaporation). Les activités similaires entre le pool FR et la F1 indiquent que
seuls les contaminants présents dans la F1 pourraient étre responsables de 1’activité du pool.
Par ailleurs, le fait que I’activité de I’échantillon F1+F2+F3 soit égale a celle du pool FR

montre une additivité d’effet entre fractions.

La comparaison des blancs entre eux montre que seules les activités RLU des blancs du pool
et de la F3 ne sont pas significativement différents. En revanche, méme si elle est faible, une
augmentation d’activité est observée entre les blancs du pool et du pool FR, ce qui suppose
une perte de contaminants a effet anti-cestrogénique au cours de 1’étape de fractionnement ou
d’évaporation. La méme hypothése peut étre avancée pour expliquer le niveau RLU des
blancs des fractions F1 et F2 significativement plus élevé que celui du blanc du pool FR.
L’activité résultante de la somme des blancs des 3 fractions est donc significativement
supérieure a celle du blanc FR. L’ensemble de ces observations confirme I’intérét de réaliser

un blanc de fractionnement en parallele du fractionnement de chaque échantillon.
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Figure 45. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et fractions F1, F2, F3.
Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test de Mann-
Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou des blancs entre eux avec le test de Mann-
Whitney-Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).

La Figure 46 présente le potentiel cestrogénique de la F1, de la F1 FR et des sous-fractions
correspondantes (F1-1, F1-2, F1-3) issues du fractionnement 2. L’activité de 1’échantillon F1-
1+ F1-2 + F1-3 correspond a la somme des activités individuelles de ces 3 sous-fractions. Les
activités RLU de la F1 (4,81), la F1 FR (3,07) ainsi que des trois sous-fractions F1-1 (1,83),
F1-2 (1,58) et F1-3 (2,50) sont toutes significativement supérieures aux activités de leurs

blancs respectifs, et toutes différentes entre elles.

Comme observé entre le pool et le pool FR, I’activité RLU diminue entre la F1 et la F1 FR,
certainement 1a encore en raison d’une perte de composés cestrogéniques au cours des étapes
de fractionnement, de recomposition et d’évaporation. Ces données sont également en accord

avec la baisse significative d’activité observée entre le blanc de la F1 et celui de la F1 FR.

Le fait que les sous-fractions soient toutes biologiquement actives montre que les
contaminants impliqués dans 1’effet cestrogénique de la fraction F1 se répartissent entre ces 3
sous-fractions. Leurs activités RLU sont toutes plus faibles que celle de la F1 FR, mais une
fois additionnées elles engendrent un niveau RLU (significatif par rapport au blanc) plus

élevé que celui de la F1 FR. L’interaction entre certains composés dans la F1 FR pourrait
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engendrer des effets inhibiteurs qui limiterait son niveau d’activité, alors que ces effets
pourraient diminuer ou disparaitre une fois ces composés répartis dans des fractions.
L’hypothése d’un effet mélange autre qu’additif entre composés des sous-fractions reste
néanmoins délicat, puisque 1’activité sommée entre sous-fractions n’est pas significativement
différente de celle de la F1; de plus, il en est de méme pour les blancs correspondants.
L’activité du blanc de la F1-1 ou de la F1-2 n’est pas différente de celle du blanc de la F1 FR,
et celle du blanc de la F1-3 est au niveau du contréle. Dans 1’ensemble, les niveaux d’activité

des blancs sont donc tres faibles.
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Figure 46. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-fractions
correspondantes. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le
test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou blancs entre eux avec le test de
Mann-Whitney-Wilcoxon bilatéral (a. = 0,05).

La Figure 47 présente le potentiel cestrogénique de la F2, de 1a F2 FR, de la F3, de la F3 FR et
des sous-fractions correspondantes issues du fractionnement 2. Seules les activités RLU des
fractions recombinées (F2 FR et F3 FR) sont significatives. Cependant, leur significativité est
discutable, puisqu’elles ne montent qu’a 2,02 pour la F2 FR et a 2,58 pour la F3 FR qui
présente également un écart-type éleve. De plus, aucune activité des sous-fractions de F2 et

F3 n’a pu étre mise en évidence. Si les fractions recombinées sont considérées comme
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biologiquement actives, cela laisse supposer une perte de composés anti-cestrogéniques, et/ou
une contamination par des composés cestrogéniques au cours de la préparation des fractions
recomposés, composés dont 1’effet ne serait plus visible une fois répartis dans des fractions.

D’autres répétitions d’expérience seraient nécessaires pour €tayer ces conclusions.
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Figure 47. Potentiel cestrogénique des échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et sous-fractions
correspondantes. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le

test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral.
2.2.2  Potentiel androgénique du pool et des fractions

Le potentiel agoniste du pool et des fractions a été étudié sur cellules MDA-kb2. Dans cette
partie il est appelé «potentiel androgénique », méme si les activités observées peuvent
résulter autant d’effets agonistes du récepteur AR que d’effets agonistes du récepteur GR aux
glucocorticoides, comme discuté dans la partie 2.2.4 de ce chapitre. La Figure 48 présente le
potentiel androgeénique du pool, du pool FR et des fractions F1, F2, F3 issues du
fractionnement 1. Seule la F1 présente une activité RLU (1,59) significativement supérieure
au blanc. Lors de I’étude de la contamination des habitats, aucun effet agoniste sur cellules
MDA-kb2 n’avait été observé pour la phase gazeuse (cf. Chapitre 3 — Partie 3.2). Ces résultats
sont donc en accord avec le fait que, le pool et le pool FR n’engendrent aucun effet agoniste

significatif sur cellules MDA-kb2. L’activité observée pour la F1 pourrait résulter du
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fractionnement : par exemple, la séparation des contaminants en 3 fractions a pu permettre
d’isoler des composés qui inhibaient la réponse biologique globale dans le pool FR.
Cependant, la valeur RLU moyenne de la F1 est faible, ce qui pose des questions quant a la
réelle significativité de son activité. L’addition des activités des 3 fractions donne une valeur
RLU supérieure a celle du pool et du pool FR, mais au méme titre que les blancs
correspondants. Il ressort donc que les variations d’activité entre échantillon et blancs sont

semblables pour le pool FR, la F1 et la somme théorique des sous-fractions.
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Figure 48. Potentiel androgénique des échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et fractions F1, F2, F3.
Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test de Mann-
Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou blancs entre eux avec le test de Mann-Whitney-
Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).

La Figure 49 présente le potentiel androgénique de la F1, de la F1 FR et des sous-fractions
correspondantes (F1-1, F1-2, F1-3) issues du fractionnement 2. Le niveau d’activité de la F1
étant faible, sa significativité par rapport au blanc a été calculée en considérant les valeurs de
RLU obtenues pour chaque répétition de puits d’expérience lors de son analyse avec les
échantillons du fractionnement 1 (n =14, Figure 48), et lors de son analyse avec des
échantillons du fractionnement 2 (n = 12). Ainsi, la puissance statistique pour la comparaison
par rapport au blanc a été améliorée (n = 26, Figure 49). 1l ressort que la F1, la F1 FR, la F1-1
et la F1-3 engendrent des activités RLU significativement supérieures a celles de leurs blancs

respectifs. Celles de la F1 et de la F1 FR ne sont pas significativement différentes, comme
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c’est le cas également pour leurs blancs respectifs. Ces données reflétent I’absence de perte de
contaminants responsables de 1’activité biologique lors de la préparation de la fraction
recomposée, c’est a dire au cours du fractionnement 2. Seul I’échantillon F1-2 n’est pas
biologiquement actif. L’activit¢ de la F1 semble donc provenir de composés qui se
répartissent dans les sous-fractions F1-1 et F1-3. Par ailleurs, la somme des activités des sous-
fractions de la F1 donne une valeur RLU qui est significativement plus élevée que celle de la
F1 FR. Mais puisqu’il en est de méme pour les blancs correspondants, 1’écart de RLU entre
échantillon et blanc reste donc constant, comme observé pour les données de la Figure 48
entre le pool FR et la F1+ F2+ F3. Ces observations montrent que certains composés
présents dans les 3 fractions, ou sous-fractions, pourraient présenter une interaction d’effet de

nature antagoniste lorsqu’ils se retrouvent en mélange avec d’autres composés.
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Figure 49. Potentiel androgénique des échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-fractions
correspondantes. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le
test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou blancs entre eux avec le test de
Mann-Whitney-Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).

La Figure 50 présente le potentiel androgénique de la F2, de la F2 FR, de la F3, de la F3 FR et
des sous-fractions correspondantes issues du fractionnement 2. Comme pour la F1 (Figure
49), la significativité des activités de la F2 et de la F3 ont été calculées en rassemblant chaque
valeur RLU obtenue lors de leur analyse avec des échantillons du fractionnement 1 (n = 14,

Figure 48), et lors de leur analyse avec les échantillons du fractionnement 2 (n = 12). Ainsi, la
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puissance statistique pour la comparaison par rapport au blanc a été améliorée (n = 26,
Figure 50). Seules les fractions F2-2, F3 FR et F3-3 présentent des activités significativement
supérieures a leurs blancs. Cependant, les valeurs RLU moyennes observées sont tres faibles
et les écart-types associés élevés. L'utilisation de tests statistiques est ici discutable car les
différences significatives entre les échantillons et leurs blancs sont difficiles a confirmer. Des
répétitions d’expérience seraient donc nécessaires pour confirmer les activités agonistes de

ces échantillons sur cellules MDA-kb2.
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Figure 50. Potentiel androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et sous-fractions
correspondantes. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le
test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral.

2.2.3  Potentiel anti-androgénique du pool et des fractions

La Figure 51 présente le potentiel anti-androgénique du pool, du pool FR et des fractions F1,
F2 et F3 issues du fractionnement 1. Seules les activités RLU du pool (0,35), du pool FR
(0,56) et de la F1 (0,61) sont significativement plus basses que celles des blancs respectifs.
L’activité anti-androgenique du pool est significativement inférieure a celle du pool FR, ce qui
indiqgue une perte possible de composeés anti-androgénes au cours des étapes de
fractionnement ou d’évaporation. Cependant, la mesure de viabilité cellulaire aprés exposition

au pool suggere une possible toxicité de 1’échantillon. En effet, le test a montré une toxicité
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du pool uniquement pour certaines répétitions d’expérience. En revanche, les activités du
pool FR et de la F1 ne sont pas significativement différentes. Considérant en plus que les
fractions F2 et F3 ne présentent pas d’activité anti-androgénique, ces données indiquent que
les contaminants présents dans la fraction F1 doivent étre responsables de I’activité du
pool FR. La somme des activités inférieures a 1 de chaque fraction (c’est a dire uniquement
F1) donne donc une valeur RLU significative par rapport au blanc correspondant, et non
différente de celle du pool FR. L’hypothése d’une interaction d’effet de type additif entre
composés issus des 3 fractions peut étre avancée. Les blancs des 3 fractions F1, F2 et F3
engendrent des activités non différentes entre elles, tout comme ceux du pool et du pool FR.
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Figure 51. Potentiel anti-androgénique des échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et fractions F1, F2,
F3. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test de Mann-
Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou blancs entre eux avec le test de Mann-Whitney-
Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).
La Figure 52 présente le potentiel anti-androgénique de la F1, de la F1 FR et des sous-
fractions correspondantes (F1-1, F1-2, F1-3) issues du fractionnement 2. Les activités de F1,
F1FR, F1-1 et F1-2 sont significativement inférieures a celles des blancs associés et montrent
donc un potentiel anti-androgénique de ces fractions. Cependant, celui de la fraction
recombinée F1 FR est plus faible que celui de la FI, reflet certainement d’une perte de
contaminants a effet anti-androgénique au cours des étapes de fractionnement ou

d’évaporation. La somme des activités inférieures a 1 des trois sous-fractions présente une
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valeur RLU significativement différente de celle de la F1 FR, mais pas de celle de la F1. Il est
donc possible qu’un effet mélange se produise avant fractionnement. Tous les blancs
présentent des activités qui ne sont pas significativement différentes les unes des autres avec
une valeur RLU moyenne proche de 1. Ainsi, les variations d’activité anti-androgénique
observeées entre échantillons ne sont pas considérées comme dues & une contamination. Seul le
blanc de la somme des trois fractions montre une activité Iégerement différente des autres
blancs avec une valeur RLU moyenne de 0,84. Il ressort de ces données que les composes
responsables de 1’activité anti-androgénique de la F1 se répartissent dans les sous-fractions
F1-1et F1-2.
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Figure 52. Potentiel anti-androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-fractions
correspondantes. Significativité des activités RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le
test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des échantillons ou blancs entre eux avec le test de
Mann-Whitney-Wilcoxon bilatéral (a. = 0,05).

La Figure 53 présente le potentiel anti-androgénique de la F2, de la F2 FR, de la F3, de la
F3 FR et des sous-fractions correspondantes issues du fractionnement 2. Aucune activité
significativement différente du blanc n’a pu étre observée. Le protocole de fractionnement de
fractions non actives, F2 ou F3, ne permet pas de mettre en évidence d’activité anti-

androgénique lorsque les contaminants qui les composent sont répartis en 3 sous-fractions.
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Figure 53. Potentiel anti-androgénique d’échantillons du fractionnement 2 : F2, F2 FR, F3, F3 FR et sous-

fractions correspondantes.

2.2.4  Recherche d’effets par la voie des glucocorticoides

Comme précisé précédemment (Chapitre 2 — Partie 5.1.2), dans le modéle cellulaire MDA.-
kb2, 1’élément de réponse controlant 1’expression du geéne rapporteur a la luciférase est
commun au récepteur AR des androgenes et au récepteur GR des glucocorticoides. Comme la
fraction F1 présente aussi bien des effets agonistes qu’anti-androgéniques sur cellules MDA-
kb2, il est important de déterminer quel récepteur est impliqué dans la réponse agoniste
engendrée. Pour cela, ces cellules ont été exposées a 1’extrait pool, au pool FR et a la fraction
F1, en présence ou en absence de 100 nM de mifépristone (MIF), un antagoniste connu du
récepteur GR qui porte également le nom de RU 486. Ainsi, toute activité RLU obtenue en
présence de MIF peut étre considérée comme une activité agoniste du récepteur AR puisque le
récepteur GR est blogué par la MIF. Les résultats sont présentés dans la Figure 54. Les
réponses des blancs et des échantillons ont été comparées entre les deux conditions

d’exposition (avec ou sans MIF).

Ces données sont en accord avec les activités du pool, du pool FR et de la F1 déja observés
Figure 48. Le pool n’engendre toujours aucune activité agoniste significative. En présence de

MIF son activité est inférieure a celle du controle, reflet de la toxiciteé cellulaire observée pour
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le pool a la dilution testée. En revanche, I’activité du blanc n’étant pas modifiée par la
présence de MIF, celle-ci pourrait correspondre a une activité purement de nature
androgénique, méme si elle reste tres faible (significativement supérieure au témoin cellules

avec p < 0,05).

L’activité RLU induite par le pool FR n’est toujours pas significative. En revanche, elle est
significativement diminuée en présence de MIF, sans pour autant étre différente de celle du
blanc. L’activité du blanc n’étant pas modifiée par la MIF, il est difficile de conclure que
I’activité du pool FR passe en partie par le récepteur GR, surtout considérant les faibles

niveaux RLU mesurés.

L’activité agoniste significative de la F1 est retrouvée ici. Elle diminue significativement en
présence de MIF. C’est également le cas pour I’activité du blanc correspondant. Méme si
’activité induite par la F1 en présence de MIF n’est pas significativement différente de celle
de son blanc, il ressort que des composés agonistes du récepteur GR doivent étre présents
dans la F1 et son blanc, et donc que la majorité des effets de la fraction F1 passerait par le
récepteur GR.
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Figure 54. Potentiel agoniste sur cellules MDA-kb2 d’échantillons du fractionnement 1 : pool, pool FR et F1, en
présence ou en absence de 100 nM de mifépristone. Significativité des activités RLU par comparaison aux
blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral. Comparaison des
échantillons avec ou sans mifépristone ou blancs correspondants entre eux avec le test de Mann-Whitney-
Wilcoxon bilatéral (o = 0,05).
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Afin d’identifier quels composés cibles pourraient étre responsables des effets agonistes du
récepteur GR mis en évidence pour la F1, les cellules MDA-kb2 ont été exposées aux 3 sous-
fractions de la F1, en présence ou en absence de 100 nM de MIF (Figure 55). En accord avec
les précédentes observations (Figure 49), les fractions F1 et F1 FR, ainsi que les sous-
fractions F1-1 et F1-3 présentent une activité agoniste significative. En présence de MIF, elle
diminue significativement pour toutes ces fractions, méme pour la F1-3 qui ne montre
pourtant pas d’effet agoniste en absence de MIF. En revanche, en présence de MIF, les valeurs
RLU des échantillons sont significativement différentes de celles des blancs uniquement pour
la F1-1 et la F1-3.

De I’ensemble de ces données, il ressort que les effets agonistes sur cellules MDA-kb2 mis en
évidence pour la fraction F1 passent en grande partie par le récepteur GR. Les activités de ses
sous-fractions F1-1 et F1-3 n’étant pas complétement inhibées par la MIF, celles-Ci pourraient
passer a la fois par les récepteurs AR et GR. Mais le niveau d’activit¢ de la F1 peut
néanmoins étre considéré comme trop faible pour conclure avec certitude quant aux
récepteurs impliqués dans les réponses agonistes observées sur cellules MDA-kb2. Par
ailleurs, aucune répétition de ces tests n’a pu étre réalisée par manque de temps. Il serait donc

nécessaire d’effectuer d’autres analyses afin de confirmer ces résultats.
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Figure 55. Potentiel agoniste sur cellules MDA-kb2 d’échantillons du fractionnement 2 : F1, F1 FR et sous-
fractions correspondantes, en présence ou en absence de 100 nM de mifépristone. Significativité des activités
RLU par comparaison aux blancs * p < 0,05 et ** p < 0,01 avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon unilatéral.

Comparaison des échantillons avec ou sans mifépristone ou blancs correspondants entre eux avec le test de

Mann-Whitney-Wilcoxon bilatéral (a. = 0,05).
En résumé (Tableau 23), I’ensemble de ces bio-essais mis en ceuvre pour 1’analyse EDA a
montré que le potentiel PE de I’extrait pool phase gazeuse se retrouve exclusivement dans la
fraction F1, et qu’il se répartit différemment dans ses sous-fractions en fonction des effets PE
mesurés : dans les 3 sous-fractions pour le potentiel cestrogénique, dans la F1-1 et F1-2 pour
le potentiel anti-androgénique, et dans la F1-1 et F1-3 pour le potentiel agoniste sur cellules
MDA-kb2 qui passerait en partie par la voie du récepteur aux glucocorticoides et par celle du

récepteur aux androgénes.

146



Chapitre 4 — Analyse dirigée par les bio-essais

Tableau 23. Résumé des effets perturbateurs endocriniens observés dans les fractions et sous-fractions.

Fractionnement 1

1 2 3

Estrogénique
Androgénique (?)
Anti-androgénique

Glucocorticoide (?)

(Estrogénique .
~ ) o Androgénique (?) -
Anti-androgénique

Fractionnement 2

(Estrogénique
& Androgénique (?) - Androgénique (?)

Glucocorticoide (?)

3. ldentification des composés responsables des effets PE

L’objectif final de ’analyse EDA ¢tait d’identifier les contaminants responsables des effets
perturbateurs endocriniens observés pour les fractions biologiquement actives mises en
évidence. Ainsi, les cellules MELN (effets agonistes) et MDA-kb-2 (effets
agonistes/antagonistes) ont été exposees a des gammes de concentrations en fractions actives,
afin de déterminer pour chaque relation dose-réponse la concentration effectrice médiane
(EC50) qui correspond a la concentration qui induit une réponse de 50 % de 1’effet maximal
observé (valeur TOP). L’EC50 d’une fraction active donnée doit ensuite étre comparée avec
les EC50 des composés cibles identifiés dans cette fraction. Si la somme des potentiels
d’activité relatif des composés (par ex. EC50 E2/EC50 composé) présents dans une fraction,
pondérés de leurs concentrations respectives, est égale au potentiel d’activité relatif de la
fraction (par ex. EC50 E2/EC50 composé), on peut considérer que tous les contaminants
actifs de la fraction ont été identifiés et que les effets suivent un modele additif. A I’inverse, si
le potentiel d’activité relatif de la fraction est différent de la somme des potentiels d’activité

relatif des contaminants retrouvés pondérés de leurs concentrations, d’autres contaminants

147



RLU

Chapitre 4 — Analyse dirigée par les bio-essais

non étudiés peuvent contribuer a I’effet PE observé, au méme titre que des interactions d’effet
entre composés autres qu’additives, mais plutdt de type synergique ou antagoniste
(INERIS, 2009). Les différentes fractions actives ont été analysees en gamme allant de 0,0001

a 2 fois la dilution habituelle. Les résultats sont présentés en activité RLU.

3.1 Relations dose-réponse sur cellules MELN des extraits et

fractions actives

La Figure 56 présente les relations dose-réponse pour les effets cestrogéniques du pool et du
pool FR. Les valeurs d’EC50 (exprimeée en dilution x fois) et de TOP (en RLU) calculés par
régression non linéaire (Logiciel GraphPad Prism 5) sont donnés qu’a titre indicatif, car la
plage de concentrations testées ne permet pas d’observer la partie linéaire de la sigmoide, et
donc d’obtenir une valeur de pente qui soit fiable pour le calcul d’EC50. Les valeurs RLU
maximales du pool et du pool FR sont proches : 7,88 pour le pool et 6,7 pour le pool FR (a la
dilution 1x). La dilution 2x du pool FR n’engendre pas de toxicité cellulaire, alors que c’est le
cas pour le pool a cette dilution (valeur RLU non représentée) : la perte de contaminants au
cours des étapes de fractionnement et d’évaporation permet donc de diminuer la toxicité de
I’extrait. La comparaison des EC50 permet de confirmer I’activité cestrogénique plus élevée
du pool par rapport au pool FR (EC50 pool < EC50 pool FR). Les EC50 calculées sont
données a titre indicatif et ne permettent pas de conclure de facon certaine. Les expériences
seraient a répéter, en testant des dilutions plus faibles pour espérer obtenir des sigmoides
complétes. Mais il est difficile de tester les extraits et fractions a la dilution 3x voire 4x, au

risque d’observer une toxicité cellulaire et de consommer trop d’échantillon.

Effets agonistes de Pool Effets agonistes de Pool FR
10.0 4 15.0
EC50 =~ 205 EC50 ~ 1233
TOP ~ 236,6 TOP =~ 3989
8.0 1 )
10.0 A
6.0 1
ot
i
[/
4.0 @ g
° 5.0 1
2.0 1 [ ] ()
° ® °
[ J @ T ® @
0.0 0.0
0.0001 0,001 0,01 0,03 0,1 0,3 1 0,001 0,01 0,03 0,1 0,3 1
Pool (dilutions x fois) Pool FR (dilutions x fois)

Figure 56. Relation dose-réponse du pool et du pool FR sur cellules MELN (effets agonistes)
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La Figure 57 compare les relations dose-réponse pour les effets cestrogéniques du pool FR et
de la F1. Les activités RLU maximales observees pour la dilution 2x sont équivalentes entre
le pool FR et la F1, comme c’est le cas pour la dilution 1x déja utilisée pour 1’analyse
biologique des fractions (Figure 45). En revanche, I’EC50 du pool FR est plus grande que
celle de la F1, ce qui signifie que le potentiel cestrogénique de la F1 est en fait plus important
que celui du pool FR. Le fait de fractionner le pool a certainement du contribuer a isoler des
contaminants de type anti-cestrogénique dans les autres fractions (F2 et F3) ou a les perdre au
cours des étapes de fractionnement et d’évaporation. Cependant, pour les mémes raisons que
précédemment évoquées, les EC50 calculees sont données a titre indicatif et ne permettent pas

de conclure de fagon certaine.

Effets agonistes de Pool FR Effets agonistes de F1
15.0 15.0
EC50 ~ 1233 EC50 ~ 20,47
TOP ~ 3989 TOP = 78,67 °
°
10.0 A 10.0 A
o) [
-
'I 0:
5.0 4 5.0 4
o
[ ] ° Ps
@ ® ® ¢ ® s
0.0 T T T T T \ 0.0 T T T T
0,001 0,01 0,03 0,1 0,3 1 2 0,001 0,01 0,03 0,1 0,3 1
Pool FR (dilutions x fois) F1 (dilutions x fois)

Figure 57. Relation dose-réponse du pool FR et de la F1 sur cellules MELN (effets agonistes)

La Figure 58 montre les relations dose-réponse pour les effets cestrogéniques de la F1 et de la
F1FR. Une perte d’activit¢ importante semble étre engendrée par les étapes de
fractionnement ou d’évaporation. En effet, la F1 présente une activit¢ RLU maximale deux
fois plus élevée que celle de la F1 FR, et son EC50 est bien plus faible que celle de la F1 FR.
Comme précédemment, les valeurs obtenues pour I’EC50 et le TOP sont données a titre

indicatif.
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Figure 58. Relation dose-réponse de la F1 et de la F1 FR sur cellules MELN (effets agonistes)

La Figure 59 présente les relations dose-réponse pour les effets cestrogéniques de la F1 FR et
sous-fractions F1-1, F1-2 et F1-3. Le fractionnement de la fraction F1 a permis de simplifier
le mélange de contaminant. Il a donc été possible d’obtenir des courbes sigmoidales presque
completes qui permettent de déterminer avec précision les valeurs d’EC50 et de TOP. Les
activités RLU maximales observées pour les sous-fractions (12,01 pour F1-1, 9,56 pour F1-2
et 5,54 pour F1-3) sont supérieures ou proches de la valeur RLU de la fraction F1 FR (6,06).
Les 3 sous-fractions peuvent ainsi étre classées en fonction de leur activité cestrogénique
décroissante selon ’ordre suivant : F1-1 > F1-2 > F1-3. En revanche, un classement de leur
activité selon les valeurs EC50 donne 1’ordre décroissant suivant : F1-2 > F1-3 > F1-1, avec
des EC50 respectivement de 0,60x ; 0,89x et 2,45x. Ces valeurs sont globalement du méme
ordre de grandeur, et auraient pu étre différentes si les sigmoides obtenues pour ces fractions
avaient été complétes. De ce fait, il est sGrement plus juste de considérer les valeurs TOP pour
comparer le potentiel cestrogénique entre fractions. De plus, le TOP de la F1-1 est plus élevé
que celui mesuré pour la gamme d’E2 réalisée en parallele utilisée pour les analyses (RLU de
17), ce qui montre que les contaminants en mélange dans la F1-1 engendrent un effet
cestrogénique de type agoniste complet, qui est méme supérieur a celui d’E2 dans cette
expeérience. En revanche, les fractions F1-2 et F1-3 présentent des TOP inférieurs a celui de la
gamme d’E2, ce qui suggere un effet agoniste partiel des contaminants en mélange dans ces

fractions.
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Figure 59. Relation dose-réponse de la F1 FR et des sous-fractions F1-1, F1-2 et F1-3 sur cellules MELN (effets
agonistes)
Ces données n’ont pas pu étre comparées aux valeurs d’EC50 des composés identifiés dans
ces fractions, car il a été impossible de toutes les trouver dans la littérature. Par ailleurs,
celles-ci n’ont pas pu étre établies expérimentalement par manque de temps et considérant les
difficultés pour disposer de standards de composé a 1’état pur et en quantités suffisantes pour
de I’analyse toxicologique. L’activité cestrogénique des sous-fractions actives a quand méme
pu étre mise en paralléle avec les données de contamination chimique de ces fractions
(Tableau 22 et Figure 44). Il ressort que les composés cibles pouvant contribuer
majoritairement au potentiel cestrogénique de la F1 et donc du pool, sont les phtalates
(présents dans la F1-1, F1-2 et F1-3), le methyl-P (present dans la F1-1), I’OP et la
cypermethrine (présents dans la F1-2), le NP et les muscs synthétiques (présents dans la F1-
3). En effet, ces composés sont ceux retrouvées aux concentrations les plus élevées dans les
sous-fractions de la F1. De plus, leur potentiel agoniste de type cestrogénique a déja été

rapporté¢ dans la littérature (Tableau 5). Cependant, sans 1’étape de comparaison des EC50
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entre composés et échantillons, il reste impossible de confirmer la responsabilité de ces

contaminants dans I’effet PE global observé pour 1’extrait de phase gazeuse étudié.

3.2 Relations dose-réponse sur cellules MDA-kb2 des extraits et

fractions actives

La Figure 60 présente les relations dose-réponse pour les effets agonistes ou anti-
androgéniques de la fraction F1 et de la sous-fraction F1-1 sur cellules MDA-kb2. Les
niveaux RLU observés pour les effets agonistes étant trés faibles, seule la F1-1 engendre une
relation dose-réponse permettant d’estimer une valeur d’EC50 (0,42x) ou de TOP (1,62).
Dans ces expériences, la dilution 2x n’a pas pu étre testée. La courbe d’activité obtenue pour

les effets anti-androgéniques de la F1 ne permet pas de calculer les paramétres TOP et IC50.
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Figure 60. Relation dose-réponse de la F1 et de la F1-1 sur cellules MDA-kb2 (effets agonistes et antagonistes)

Pour les mémes raisons que celles évoquées pour les effets cestrogéniques, ces résultats n’ont
pas pu étre comparés aux EC50 ou IC50 des composés identifiés dans la F1 et la F1-1. La

comparaison de ces données avec celles issues de I’analyse chimique des sous-fractions
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(Tableau 22 et Figure 44) montre que les composeés cibles pouvant majoritairement contribuer
a D’activité de la F1 sont les phtalates et le méthyl-P. En effet, outre leur présence en plus
grandes concentrations que d’autres dans la F1-1, ces composés présentent des effets
perturbateurs androgéniques d’apres la littérature (Tableau 5). Cependant, sans comparaison
des valeurs EC50 entre échantillons et composés, il reste impossible de confirmer
I’implication de ces contaminants dans le potentiel PE global observé pour 1’extrait de phase

gazeuse étudié.

Cette étude montre pour la premiere fois la faisabilité de la demarche EDA appliquée a une
matrice atmosphérique, en 1’occurrence la phase gazeuse de 1’air intérieur. En effet 1’analyse
EDA a permis de mettre en évidence un potentiel PE de la phase gazeuse associé a sa
contamination par des molécules cibles a log Kow les moins éleves, notamment celles de la
famille des contaminants prédominants en air intérieur : les phtalates, les alkylphénols, les
muscs synthétiques et les parabénes.

Cette démarche EDA a permis d’observer des effets « coktail » entre contaminants, méme
s’ils restent en majorité a 1’état d’hypothése et donc a confirmer au moins par des répétitions
d’expérience. L’analyse EDA n’a pas pu étre conduite jusqu’a I’identification précise des
composés a 1’origine des effets biologiques engendrés, qui implique d’établir des relations
dose-réponse pour chaque composé retrouvé dans une fraction active a partir de standards
purs. En effet, la mise en ceuvre de ’EDA s’est avérée longue et trés contraignante, et a
nécessité une grande rigueur méthodologique. Méme en prenant toutes les précautions
indispensables a la conduite d’une EDA, les analyses chimique et biologique des différentes
fractions obtenues ont montré une perte importante de contaminants lors de [’étape de
fractionnement et surtout d’évaporation sous vide. Il est donc a ce stade difficile de statuer sur
le réle de certains composeés cibles, ni sur celui de contaminants non étudiés, dans les activités

PE observées pour des contaminants en mélange dans un extrait d’air intérieur.
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L’objectif principal de cette étude était, pour rappel, de développer et mettre en ceuvre une
méthode bio-analytique permettant de caractériser le danger inhérent a la multi-contamination
de I’air intérieur, en couplant ’analyse chimique de contaminants a des mesures biologiques

d’effets perturbateurs endocriniens.

Au cours de la premiére phase du projet, des méthodes d’analyse multi-contaminants ont éte
développées afin d’étudier la contamination des phases atmosphériques de 1’air intérieur en
lle-de-France par des composés a effet PE suspecté ou avéré. L’ensemble du protocole
analytique développé, de la préparation d’extraits de phases gazeuse et particulaire jusqu’a
leur analyse, a été validé pour 62 molécules sur les 69 initialement choisies. Dans I’ensemble
du processus de validation ont été inclus une étude de biais analytique et le calcul de limites
de détection et de quantification, ainsi qu’une analyse poussée des incertitudes a 1’aide d’une

analyse statistique par design hiérarchisé.

Le protocole analytique validé a été appliqué a la caractérisation chimique de la
contamination de D’air prélevé dans quatre lieux de vie, et au cours de deux saisons
contrastées. Les données ont mis en évidence que, parmi les familles de composés étudiees,
celles qui prédominent dans 1’air intérieur sont les phtalates, suivi des muscs synthétiques, des
alkylphénols et des parabénes. Il a également été montré que la majorité des contaminants
sont présents en phase gazeuse. Par ailleurs, les habitats étudiés ont présenté des disparités
guant a la contamination de leur air ambiant, celle de la maison ou de la creche étant plus
importante que celle de I’appartement ou du bureau. La comparaison d’extraits d’air intérieur
avec des extraits d’air extérieur prélevés au cours des mémes périodes, a permis de confirmer
que la contamination de I’air intérieur est plus élevée que celle de 1’air extérieur, mais aussi de

mettre en évidence 1’origine interne de la majorité contaminants étudiés.

La validation du protocole analytique développé, ainsi que son application a la caractérisation
de la contamination des quatre habitats étudiés en période estivale a fait I’objet d’un article

scientifique accepté pour publication (Annexe 31).

L’approche bio-analytique de la premiére phase du projet a consisté a mettre en paralléle les
caractérisations chimique et biologique in vitro des phases atmosphériques issues des quatre
lieux de vie. Leur potentiel PE a pu étre évalué sur bio-essais cellulaires de mesure de
perturbation d’activité transcriptionnelle hormono-dépendante. Ainsi, un potentiel
cestrogénique, thyroidien et anti-androgénique de I’air intérieur a pu étre mis en évidence.

Dans I’ensemble, son potentiel PE se répartit majoritairement dans la phase gazeuse, et tend a
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prédominer dans la maison et la créche. Les profils de contamination chimique et d’activité
biologique de 1’air des habitats étudiés abondent donc dans le méme sens, excepté concernant
leurs variations saisonnieres. En effet, alors que 1’air intérieur présente un potenticl PE qui
augmente d’été¢ en hiver, sa contamination chimique tend plutét a diminuer en période
hivernale. Ces observations suggérent la présence dans les habitats de composés a effet PE
autres que ceux étudiés, et/ou des interactions d’effet entre contaminants pouvant moduler
I’activit¢ PE globale de 1’air. Les résultats issus des analyses chimique et biologique de la
contamination de I’air intérieur prélevé dans les quatre lieux de vie feront I’objet d’un article

scientifique qui est en cours de préparation.

Par ailleurs, cette premiere partie du projet a permis de choisir les conditions de réalisation de
I’approche bio-analytique EDA, ou analyse dirigée par les bio-essais, qui a été développée
dans la seconde partie du projet dans le but d’identifier les composés a 1’origine des effets PE
de I’air. L’EDA a ainsi été effectuée sur un extrait de phase gazeuse prélevé dans la créche en
hiver, lequel était donc en théorie capable d’engendrer un niveau d’activité biologique
suffisamment élevé pour que celui-ci reste observable apres fractionnement analytique de
I’extrait. Par ailleurs, la créche représente un lieu de vie fréquenté par une population sensible,

le jeune enfant.

Le protocole de fractionnement analytique développé a permis de réduire suffisamment la
complexité de 1’extrait d’air pour observer une répartition entre 3 a 9 fractions de son activité
PE en fonction du log Kow des composés cibles qu’il contient. La mise en paralléle du
potentiel PE des (sous)-fractions et de leur contamination chimique a montré que les familles
de composés cibles a 1’origine des effets engendrés pourraient étre les phtalates, le méthyl-

parabene, les alkylphénols, la cyperméthrine ou encore les muscs synthétiques.

Cette étude a permis de démontrer la faisabilité de la démarche EDA appliquée a une matrice
atmosphérique. Neanmoins, quelle que soit la matrice étudiée, I’analyse EDA reste délicate a
mettre en ceuvre et a interpréter, et ce pour diverses raisons. Par exemple, le nombre de
fractionnements et de fractions a réaliser repose sur un choix arbitraire. S’il est trop important,
le risque est alors de ne plus observer I’activité biologique de départ ; s’il est trop faible, le
risque est d’obtenir des fractions encore trop chargées en contaminants. Par ailleurs, le
protocole de ’EDA impose de nombreuses contraintes, telles que I’évaporation sous vide des
fractions ou la réalisation de nombreuses répétitions de fractionnement a 1’identique pour

obtenir diverses conditions témoins (blancs ou fractions recomposées). Méme si cette étude a
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mis en évidence la présence d’effets « cocktail » entre composés dans I’extrait d’air, ceux-Ci

restent hypothétiques et donc a confirmer.

Afin d’étayer les conclusions de 1’analyse EDA, les relations dose-réponse pour chaque
composé cible identifié dans les fractions biologiquement actives restent a établir, afin de les
comparer avec celles des fractions actives. Ces expériences complémentaires pourraient
permettre de mettre en évidence I’implication ou non de composés inconnus dans la réponse
biologique globale de I’extrait d’air. L’identification de ces contaminants devrait alors étre
réalisée par des méthodes d’analyse chimique a trés haute résolution, telles que la

spectrométrie de masse a temps de vol.

Par ailleurs, si cette étude apporte des connaissances quant a la caractérisation du danger
inhérent & la contamination atmosphérique, elle génére également des données d’exposition
précieuses pour conduire une évaluation des risques sanitaires. En effet, les données de
contamination chimique de 1’air ont permis d’estimer I’exposition journaliére de populations
fréquentant ces lieux de vie. Ces données montrent que la voie par inhalation peut représenter
un vecteur d’exposition a certains composés PE par inhalation non négligeable, surtout pour

les populations sensibles, telles que les jeunes enfants.

Concernant ses perspectives, ce travail a mis en lumiére de nombreuses questions concernant
les sources internes des différents contaminants étudiés. Il serait donc intéressant d’effectuer
une étude plus poussée sur les habitudes de consommations et de vie, ainsi que sur les
matériaux de construction utilisés qui pourraient avoir une influence sur la qualité de ’air. 1l
faudrait pour cela mettre au point un questionnaire pour les habitants des différents lieux de
vie a étudier. Par ailleurs, le nombre d’habitats a prendre en compte devrait étre suffisamment
important, afin d’extrapoler les résultats aux habitats Frangais. Des études ont déja pu étre
réalisées par 1I’observatoire de la qualité de I’air intérieur (OQAI), en collaboration avec le

CSTB (Kirchner et al., 2007 ; OQAI, 2015).

Une autre perspective du projet, que le temps imparti n’a finalement pas permis d’aborder,
serait de caractériser la contamination de 1’air ambiant par approche bio-analytique en
intégrant également ses effets biologiques sur des cellules épithéliales pulmonaires.
L’¢évaluation d’effets des extraits d’air sur ces cellules pourrait inclure des mesures de
marqueurs de I’inflammation, tels que les cytokines 11-6, 11-8 ou GM-CSF, ou des marqueurs
du stress oxydatif, tels que les especes réactives a I’oxygene. Cette étude pourrait alors

apporter de nouvelles connaissances sur les effets de composés a potentiel perturbateur de la
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voie d’action des hormones endocriniennes. En effet, étant donné les divers réles que peuvent
jouer les récepteurs aux stéroides au niveau pulmonaire, et le fait que le poumon, et en
particulier I'épithélium bronchique, représente un organe cible des contaminants
atmosphériques, ces derniers pourraient donc entrainer a ce niveau des effets PE qui
pourraient &tre mis en relation avec certaines pathologies pulmonaires. En effet, les récepteurs
ER ou AR interviennent dans le développement et dans certaines pathologies du poumon
(Carey et al., 2007a, 2007b). Les récepteurs GR sont également présents dans les voies
aériennes et sont eux impliqués dans la réaction inflammatoire de certaines pathologies

respiratoires, telles que I’asthme (Pujols et al., 2004).
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Annexe 1. Propriétés physico-chimiques des contaminants étudiés

Masse molaire  Solubilité dans I’eau  Log Kow Pression de vapeur

Composeés (g.mol%) [Réf.] (mg.LY) [RéF] [RéF] 425°C (Pa) [Réf.]
DMP 1942 [1] 4200 [1] 1,60 [1] 2,67.1071 [8]
DEP 222,2 [1] 1100 [1] 2,47 [1] 1,33.101 [8]
DiBP 278,4 [1] 6,2 [1] 4,11 1] 7,73.102 [8]
DnBP 2784 [1] 11,2 [1] 4,50 [1] 3,60.10% [8]
BBP 3124 [1] 2,7 [1] 4,73 [1] 6,67.10% [8]
DEHP 390,6 [1] 0,003 [1] 7,60 [1] 1,33.10° [8]
DnOP 390,6 [1] 5.10% [1] 8,10 [1] 1,33.105 [8]
DiNP 418,6 [1] 0,2 [1] 9,37 [1] 6,67.105 [8]
DiDP 4467 [1] 0,28 [1] 10,36 [1] 7,04.105 [9]
Galaxolide 258,4 [1] 1,25 [1] 5,90 [1] 7,27.102 [1]
Tonalide 258,4 [1] 1,75 [1] 5,70 [1] 6,83.102 [1]
Octylphénol 206,3 [1] 12,6 [1] 4,12 [6] 1,87.107 [10]
Nonylphénol 220,4 [1] 543 [1] 571 [1] 1,09.107 [1]
OP1EO 250,0 [2] 8,0 [2] 4,10 [2] 1,45.10% [11]
OP2EO 294,0 [2] 13,2 [2] 4,00 [2] 1,22.10° [12]
NP1EO 264,0 [2] 3,02 [2] 4,17 [2] 3,20.10°% [13]
NP2EO 308,0 [2] 3,38 [2] 4,21 [2] 2,97.10° [14]
BPA 228,3 [1] 120-300 [1] 3,32 [1] 5,33.10C [1]
TBBPA 543,8 [1] 1,26 [1] 5,90 [1] 2,35.10° [15]
Méthyl-P 152,1 1] 2500 [1] 1,96 [1] 3,16.102 [1]
Ethyl-P 166,1 [1] 885 [1] 2,47 [1] 1,24.102 [1]
Propyl-P 180,1 [1] 500 [1] 3,04 [1] 7,40.102 [1]
Butyl-P 1941 [1] 207 [1] 3,57 [1] 2,48.102 [1]
Acénaphtyléne 152,2 [1] 3,93 [3] 4,07 [1] 8,20.10 [16]
Acénaphténe 154,2 [1] 6,14 [3] 3,92 [1] 2,80.101 [17]
Fluoréne 166,2 [1] 1,90 [3] 4,21 [1] 8,00.102 [18]
Phénanthrene 178,2 [1] 1,65 [3] 4,46 [1] 1,61.102 [1]
Anthracene 178,2 [1] 0,075 [3] 4,45 [1] 8,75.10* [1]
Fluoranthéne 202,3 [1] 0,265 [3] 5,16 [1] 1,23.10% [1]
Pyréne 202,3 [1] 0,175 [3] 4,88 [1] 6,00.10* [1]
Benzo(a)anthracene 228,3 [1] 0,010 [3] 5,79 [1] 2,80.10° [17]
Chryséne 228,3 [1] 0,006 [3] 5,73 [1] 8,31.107 [1]
Benzo(b)fluoranthéne 252,3 [1] 1,5.10° [3] 6,60 [1] 1,07.10° [19]
Benzo(k)fluoranthéne 252,3 [1] 8.10* [3] 6,84 [1] 5,20.10°® [16]
Benzo(a)pyrene 252,3 [1] 0,0043 [3] 6,13 [1] 7,00.107 [16]
Indéno(c,d)pyrene 276,3 [1] 1,9.10* [3] 6,65 [1] 1,73.10% [1]
Dibenzo(a,h)anthracéne 278,3 [1] 6.10* [3] 6,75 [1] 3,71.101 [16]
Benzo(g,h,i)péryléne 276,3 [1] 2,6.10* [3] 6,63 [1] 1,33.10°% [1]
Cyperméthrine 416,3 [1] 0,004 [1] 6,60 [1] 3,33.107 [20]
Lindane 290,8 [1] 7,3 [1] 3,72 [1] 5,60.10 [1]
HCB 2848 [1] 4,7.10° [1] 5,73 [1] 2,29.10°% [1]
PeCB 250,3 [1] 0,831 [1] 5,18 [1] 2,67.10 [1]
PCB 28 257,4 [3] 0,085 [3] 5,67 [7] 2,60.102 [1]
PCB 52 291,8 [3] 0,046 [3] 5,84 [7] 1,13.10° [1]
PCB 77 292,0 [3] 0,175 [3] 6,36 [7] 2,19.10% [1]
PCB 81 292,0 [3] 3,1.10% [3] 6,36 [7] 1,65.10° [21]
PCB 101 326,4 [3] 0,031 [3] 6,38 [7] 3,36.10° [1]
PCB 105 326,4 [3] 2,06.10° [3] 6,65 [7] 8,71.10% [1]
PCB 110 326,4 [3] 0,0288 [3] 6,48 [7] 2,28.10° [22]
PCB 114 326,4 [3] 2,63.10° [3] 6,65 [7] 7,29.10% [1]
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Masse molaire Solubilité dans I’eau Log Kow Pression de vapeur

Composes (g.mol%) [Réf.] (mg.LY) [RéF] [RéF] 425°C (Pa) [Réf.]
PCB 118 3264 [3] 0,0153 [3] 6,74 [7] 1,20.10% [1]
PCB 123 326,4 [3] 9.10* [3] 6,74 [7] 9,01.10% [22]
PCB 126 326,4 [3] 1,03.10°% [3] 6,89 [7] 4,94.10% [22]
PCB 138 360,9 [3] 7,29.10% [3] 6,83 [7] 5,11.10% [22]
PCB 153 360,9 [3] 8,8.10% [3] 6,92 [7] 4,57.10* [1]
PCB 156 360,9 [3] 5,33.10% [3] 7,18 [7] 7,33.10% [21]
PCB 157 360,9 [3] 3,6.10% [3] 7,18 [7] 1,39.10% [21]
PCB 167 360,9 [3] 1,07.10° [3] 7,27 [7] 1,88.10% [21]
PCB 169 360,9 [3] 1,3.10* [3] 7,42 7] 5,36.105 [21]
PCB 180 395,3 [3] 3,85.10% [3] 7,36 [7] 1,30.10% [22]
PCB 189 395,3 [3] 6,3.10° [3] 7,71 7] 1,44.10* [3]
PBDE 28 406,9 [4] 0,07 [5] 5,94 [5] 2,19.10% [23]
PBDE 47 485,8 [4] 0,001 [5] 6,81 [5] 2,51.10% [24]
PBDE 99 564,7 [4] 0,009 [5] 7,32 [5] 4,67.10% [25]
PBDE 100 564,7 [4] 0,04 [5] 7,24 [5] 2,87.10° [23]
PBDE 153 643,6 [4] 0,001 [5] 7,90 [5] 2,09.106 [23]
PBDE 154 643,6 [4] 0,001 [5] 7,82 [5] 3,80.10% [23]
HBCD 641,7 [1] 3,4.10% [1] 5,63 [1] 6,29.10% [1]
Triclosan 289,5 [1] 10 [1] 4,76 [1] 6,13.10 [1]

[1]
(2]

3]

5]

[4]
(6]
[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

TOXNET database http://toxnet.nlm.nih.gov/ (consulté le 30.10.15).
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D. Mackay, W.-Y. Shiu, K.-C. Ma, S.C. Lee, Handbook of Physical-Chemical Properties and
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EPA, An Exposure Assessment of Polybrominated Diphenyl Ethers, National Center for
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Annexe 2. Protocole de purification de la résine XAD-2

La purification de la résine XAD-2 est réalisée par ASE. La résine est déposée dans des
cellules en acier inoxydable de 100 mL avec un filtre en cellulose. Trois séquences de lavage

sont effectuées successivement avec les parametres suivants :

- Lavagel:
Solvant MeOH
Température four 100 °C
Durée cycle statique 5 min
Nombre de cycles statiques 5
Volume de ringage 100 %
Temps de purge 120s
- Lavage2:
Solvant Acétone
Température four 100 °C
Durée cycle statique 5 min
Nombre de cycles statiques 5
Volume de ringage 100 %
Temps de purge 120s
- Lavage 3:
Solvant Hexane/DCM 50/50 (v/v)
Température four 100 °C
Dureée cycle statique 5 min
Nombre de cycles statiques 3
Volume de ringage 100 %
Temps de purge 120s
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Annexe 3. Paramétres d’extraction ASE des composes étudiés a partir
des matrices adsorbantes

Les composés sont extraits de la résine XAD-2 et du filtre QMA respectivement dans des
cellules de 34 mL et de 5 mL. Le bas de la cellule contient un filtre en fibre de verre, car des

tests de blancs ont montré une contamination en nonylphénol lors de 1’utilisation d’un filtre en
cellulose.

Les paramétres de I’extraction par I’ASE 350 (Thermo-Ficher, Villebon-sur-Yvette) sont les

suivants :
Solvant DCM/MeOH 2/1 (v/v)
Température four 100 °C
Durée cycle statique 5 min
Nombre de cycles statiques 3
Volume de ringage 100 %
Temps de purge 120s

Entre chaque étape d’extraction, une étape de ringage a été ajoutée : trois cycles de 5 mL de

DCM/MeOH 2/1 (vIv).
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Annexe 4. Quantité des étalons internes et seringues utilises pour les
analyses chromatographiques en spectrométrie de masse

Etalons internes

Quantités dopantes (ng)

DEP d4
DEHP d4
Musc xyléne d15
13C Octylphénol
13C Diméthyl heptyl phénol
13C Octylphénol monoéthoxylé
13C Diméthyl heptyl phénol monoéthoxylé
Bisphénol A d16
TBBPA 13C
13C Méthyl-P
13C Ethyl-P
13C Propyl-P
Phénanthréne d10
Pyréne d10
Benzo(a)anthracene d12
13C Cyperméthrine
Lindane d6
PCB 30
PCB 107
13C PBDE 47
13C PBDE 153
PBDE 181
13C PBDE 209
13C HBCD
13C Triclosan

2000
2000
100
50
50
50
50
1150
50
25
25
25
33,3
33,3
33,3
100
10
10
10
4,94
4,94
4,94
18,52
25
25

Etalons seringues

Quantités dopantes (ng)

DMP d4
DnOP d4 pour analyse cyperméthrine
DnOP d4 pour analyse phtalates
Benzofluoranthene d12
Octylphénol d2
Octylphénol monoéthoxylé d2
Octylphénol diéthoxylé d2
Bisphénol A d8 pour analyse TBBPA
Bisphénol A d8 pour analyse Bisphénol A
13C Butyl Parabéne
Fluoréne d10
Fluoranthéne d10
Dibenzo(a,h)anthracéne d14
13C PCB 194
CB 209
BB 209
o-HBCD d18

1000
100
1000
50
50
50
50
50
500
20
20
20
20
15
54
54
20
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Annexe 5. Schéma détaillé de la démarche EDA cho
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Annexe 6. Chromatogrammes de composés étudiés pour la mise au
point du fractionnement 1 de ’EDA en HPLC semi-préparative
¢quipée d’un détecteur spectrométrie de masse avec une source APCI
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Annexe 7. Chromatogrammes de composés étudiés pour la mise au
point du fractionnement 2 de ’EDA en HPLC semi-préparative
¢quipée d’un détecteur spectrométrie de masse avec une source APCI

Fraction 1 issue du fractionnement 1

PRETRIV
500000046510

5'179.20(-
193.20(

Buty| parabéne

4500000

4000000+

3500000

3000000

2500000

~ Propyl parabéne

2000000+

1500000

Ethyl parabéne

1000000

Méthyl parabéne

500000

2:227.30(-)

BPA

4000000+
3750000
3500000
32500001
3000000+
2750000
2500000,
2250000+
2000000,
1750000
1500000
1250000

1000000,

iy ) JJML J
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1223 20(+
275000001:179-40(+

1313.40(+)
1279 40(+)

DnBP + BBP
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25000000/
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20000000
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15000000/
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]
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Octylphénol

65000004

6000000,

5500000/

5000000,
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2:288.50(-)
8000000

Triclosan

7500000,

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000+

1000000

500000

1200000 2:165.20()
1:155.20(+)
1°17920(+)

Phénanthréne + anthracéne

1100000

Fluoréne

1000000+

900000

800000

700000+

600000+

500000+

400000

300000

200000+

100000+

202



Fraction 2 issue du fractionnement 1
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Annexe 8. Conditions analytiques communes d’analyse en
LC/MS/MS

Les paramétres suivants sont communs a toutes les analyses en LC/MS/MS :

] ) Débit phase
Type d’analyse Appareillage Injecteur Colonne .
mobile
. . ) Zorbax Eclipse XDB-C18
Agilent LC Serie (SL serie
. (4,6 X50 mm; 1,8 um; )
LC/MS/MS ESI 1200) triple quad (G6410 Standard : 10 pL ] 0,5 mL.min’*
Agilent, Massy, France).
BA) .
Chauffée a 50°C.

Pour chaque analyse, le gradient de phase mobile est identique. Il est présenté dans le tableau
suivant. Cependant, pour I’analyse du BPA, des Alkylphénols et des APEO, 5 mMol de
NHsOH ont été ajoutés a chaque solvant composant la phase mobile.

Temps (min) MeOH (%) Eau (%)
0 40 60
10 100 0
14 40 60
17 40 60
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Annexe 9. Paramétres de spectrométrie de masse pour 1’analyse en LC/MS/MS des parabénes, du TBBPA,

du triclosan et de 'HBCD

Les parameétres choisis pour la source sont les suivants :

Polarité Négative
Gaz nébuliseur Azote
Température gaz nébuliseur 350 °C
Débit gaz nébuliseur 660 L.h!
\oltage capillaire 4000 V
Azote

Gaz de collision

saxauuy
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Les parameétres de spectrométrie de masse sont les suivants :

i . . Transition quantification Transition qualification Ratio des ions Tr

Composés Etalon interne | Etalon seringue | Fragmenteur qualification/quantification | (min)
m/z Ecol (eV) m/z Ecol (eV)

Méthyl-P 13C Méthyl-P - 80 151,1->92,0 18 151,1 -> 136,0 6 40 2,80
Ethyl-P 13C Ethyl-P - 110 165,1 ->92,0 18 165,1 -> 137,0 10 56 3,90
Propyl-P 13C Propyl-P - 110 179,2 -> 92,0 18 179,2 -> 136,0 10 50 4,40
Butyl-P 13C Propyl-P - 110 193,2->92,0 18 193,2 -> 136,0 10 52 6,30
Triclosan 13C Triclosan - 80 288,5->34,9 6 288,5-> 37,1 6 49 9,00
TBBPA 13C TBBPA - 110 5429 ->78,9 62 542,9 -> 81,0 62 104 9,10
HBCD 13C HBCD - 80 640,7 -> 78,5 14 640,7 -> 81,1 34 112 11,10
13C Méthyl-P - 13C Butyl-P 80 157,1 -> 98,0 18 157,1 -> 1420 10 34 2,80
13C Ethyl-P - 13C Butyl-P 110 171,1 -> 98,0 18 171,1 -> 143,0 50 3,90
13C Propyl-P - 13C Butyl-P 110 185,2 -> 98,0 18 185,2 -> 1420 37 5,08
13C Triclosan - 13C Butyl-P 80 300,4 -> 35,0 6 300,4 -> 37,0 45 9,00
13C TBBPA - BPA d8 110 554,9 -> 78,8 54 554,9 -> 81,0 65 131 9,10
13C HBCD = o-HBCD d18 80 652,6 -> 78,9 10 652,6 -> 80,9 10 95 11,10
13C Butyl-P - - 110 199,2 -> 98 22 199,2 -> 142 10 37 6,56
BPA d8 - - 110 235,3->220,1 14 235,3->137,1 22 52 5,70
a-HBCD d18 - - 80 658,8 -> 81 14 658,8 -> 79 18 94 10,84

Ecol : Energie de collision ; Tr : Temps de rétention
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Annexe 10. Paramétres de spectrométrie de masse pour 1’analyse en LC/MS/MS du BPA et des alkylphénols

Les parameétres choisis pour la source sont les suivants :

Polarité Négative
Gaz nébuliseur Azote
Température gaz nébuliseur 350 °C
Débit gaz nébuliseur 660 L.h?
Voltage capillaire 4000 V
Gaz de collision Azote
Les parameétres de spectrométrie de masse sont les suivants :
Transition Transition qualification Ratio des ions
. . Etalon quantification q e e . Tr
Composés Etalon interne . qualification/quantificatio .
seringue Ecol (min)
m/z Ecol (eV) m/z n
(eV)
4-t-Octylphénol 13C Octylphénol - 205,3->133,0 22 2053->117,1 | 65 10 9,700
Nonylphénol 13C Dlm}r?gll heptyl ; 2193->1330| 30 | 2193->1172 | 62 13 10,279
Bisphénol A Bisphénol A d16 - 227,3->212,0 14 227,3->133,0 22 48 5,500
13C Octylphénol - Octylphénol d2 | 211,3 ->139,1 22 211,3->1229 65 10 9,700
Les D'S;]eétm e - Octylphénol d2 | 2253 ->1390 30  2253->1230 | 58 11 10,500
Bisphénol A d16 - Bisphénol A d8 | 241,3 -> 223,1 14 241,3 ->142,1 22 49 5,500
Bisphénol A d8 = = 235,3 ->220,1 14 235,3 ->137,1 22 49 5,700
Octylphénol d2 - - 207,3->135,0 22 207,3->118,9 62 9 9,600

Ecol : Energie de collision ; Tr : Temps de rétention
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Annexe 11. Paramétres de spectrométrie de masse pour I’analyse en LC/MS/MS des alkylphénols ethoxylés

Les parameétres choisis pour la source sont les suivants :

Polarité
Gaz nébuliseur
Température gaz nébuliseur
Débit gaz nébuliseur
\oltage capillaire
Gaz de collision

Positive
Azote
350 °C

660 L.h?!
4000 V
Azote

Les paramétres de spectrométrie de masse pour I’analyse sont présentés dans le tableau suivant :

Transition quantification

Transition qualification

Ratio des ions

Tr

Composés Etalon interne Etalon seringue e o .
m/z Ecol (eV) m/z Ecol (eV) | qualification/quantification | (min)
NP1EO A8 Dl lusgisy) prsiiel - 282.4 > 127.1 2 282.4 > 71,0 6 62 10,500
monoéthoxylé
NP2EO 13C Diméthyl heptyl phénol ; 326,5 -> 1830 6 326,5 -> 1210 18 24 10,500
monoéthoxylé
OP1EO 13 C OP1EO - 268,4 ->57.1 10 | 2684 ->1131 6 54 9,850
OP2EO 13 C OP1EO ; 312,5 -> 183,0 6 3125 ->57.1 26 47 10,000
15C Bimethyl heptyl phenol ; OP2EOd2 | 288.4->1271 2 288.4 -> 71,0 10 65 10,454
monoéthoxylé
13 C OP1EO ] OP2EOd2 | 2744 ->57,0 6 274.4 -> 113,0 62 9,876
OP2EO d2 ; - 270,4 -> 113,0 2 270,4 -> 57,0 37 9,900
OP1EO d2 ] ; 314,5 -> 1850 6 3145 -> 57,0 26 85 9,950

Ecol : Energie de collision ; Tr : Temps de rétention
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Annexe 12. Parametres chromatographiques et de spectrométrie de
masse pour 1’analyse en GC/MS des muscs synthétiques

Les caractéristiques chromatographiques sont les suivantes :

Type d’analyse GC/MS El
Appareillage Agilent GC (7890)-MS (5975)
Injecteur Splitless
Température injecteur 290°C
Volume injecté 1puL

ZB-5MS (30 m, 250-pum ID, 0.25-um épaisseur de film (Phenomenex, France)
Avec une pré-colonne de silice désactivée (1 m; 0,25 mm ID de Restek, France)
Hélium
1 mL.min’?

Colonne

Gaz vecteur
Débit gaz vecteur

Le programme de température du four est le suivant :

Température Gradient de température Temps de maintien de la température
(°C) (°C/min) (min)
90 - 2
180 10 5
300 30 7
Les parameétres de spectrométrie de masse sont les suivants :
Composés Etalon interne Etalon seringue lon precurseur lon fils (m/z) Ratlo ges lons 1y (min)
(m/z) fils/précurseur
Galaxolide Musc xyléne d15 - 243,0 258,0/213,0 21 16,950
Tonalide Musc xyléne d15 - 243,0 201,0/258,0 15 17,050
Musc xylene d15 - Benzofluoranthéne d12 294,0 312,0 9 16,720
Benzofluoranthene d12 - - 264,0 132,0 19 23,000

Tr : Temps de rétention
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Annexe 13. Parametres analytiques et de spectrométrie de masse pour
I’analyse en GC/MS des phtalates et de la cyperméthrine

Les caractéristiques chromatographiques et de masse sont les suivants :

Type d’analyse GC/MS EI
Appareillage Agilent GC (7890)-MS (5975)
Injecteur Splitless
Température injecteur 290°C
Volume injecté 1pL

ZB-5MS (30 m, 250-pum ID, 0.25-pum épaisseur de film (Phenomenex, France)

Colonne Avec une pré-colonne de silice désactivée (1 m; 0,25 mm ID de Restek, France)
Gaz vecteur Hélium
Débit gaz vecteur 1 mL.mint
Température source 230 °C
Température interface 200 °C
Température quadrip6les 150 °C

Le programme de température du four est le suivant :

Température Gradient de température Temps de maintien de la température

(°C) (°C/min) (min)
50 - 1
280 30 0
310 15 4

Les parametres de spectrométrie de masse pour I’analyse des phtalates sont les suivants :

Composés _Etalon Et_alon lon précurseur lon fils Ratio Qes ions T_r
interne seringue (m/z) (m/z) fils/précurseur | (min)

DMP DEP d4 - 163,0 194,0 8 6,656
DEP DEP d4 - 149,0 177,0 25 7,242
DiBP DEP d4 - 149,0 104,0 9 8,258
DnBP DEP d4 - 149,0 223,0 5 8,600
BBP DEHP d4 - 149,0 104,0 16 9,924
DEHP DEHP d4 - 149,0 279,0 10 10,489
DnOP DEHP d4 - 149,0 279,0 8 11,224
DiNP DEHP d4 - 293,0 149,0 1400 11,741
DiDP DEHP d4 - 307,0 - - 12,121
DEHP d4 - DnOP d4 153,0 171,0 17 10,550
DEP d4 - DMP d4 153,0 181,0 24 7,300
DMP d4 - - 167,1 198,1 7 6,62
DnOP d4 - - 153,1 283,2 4 11,08

Tr : Temps de rétention
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Les paramétres de spectrométrie de masse pour I’analyse de la cyperméthrine sont les

suivants :
) . Etalon lon précurseur lon fils R-’atlo (,jes 1ons Tr
Composés Etalon interne . fils/précurseu .
seringue (m/z) (m/z) . (min)
Cyperméthrine 13C - 181,0 163,0 11,519
P Cyperméthrine ’ ' 117 '
13C - DnOP d4 189,0 163,0 11,050
Cyperméthrine ’ ' 24 '
DnOP d4 - - 153,1 283,2 4 11,180

Tr : Temps de rétention
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Annexe 14. Parametres analytiques et de spectrométrie de masse pour
I’analyse en GC/MS des hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les caractéristiques chromatographiques et de masse sont les suivants :

Type d’analyse GC/MS El
Appareillage Agilent GC (7890)-MS (5975)
Injecteur Pulsed Splitless
Température injecteur 280°C
Volume injecté 1puL
Colonne ZB-5MS (30 m, 250-um ID, 0.25-pum épaisseur de film (Phenomenex, France)
Avec une pré-colonne de silice désactivée (1 m ; 0,25 mm ID de Restek, France)
Gaz vecteur Hélium
Débit gaz vecteur 1 mL.min’?
Température source 230 °C
Température interface 250 °C
150 °C

Température quadrip6les

Le programme de température du four est le suivant :

Gradient de température Temps de maintien de la température

Température
(°C) (°C/min) (min)
90 - 1
160 10 0
240 5 10
300 4 2
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Les paramétres de spectrométrie de masse sont les suivants :

Annexes

lon | lon | Ratiodes

Composés Etalon interne Etalon seringue précurse | fils fils /F')?QCSU rse (rl-irn)
ur (m/z) | (m/z) ur

Acénaphtylene Phénanthréne d10 - 152,0 151,0 19 9,400
Acénaphténe Phénanthréne d10 - 153,0 154,0 97 9,800
Fluoréne Phénanthréne d10 . 1660 | 1650 90 150
Phénanthréne Phénanthréne d10 - 178,0 179,0 15 14(‘)60
Anthracéne Phénanthréne d10 - 178,0 179,0 15 15600
Fluoranthéne Pyréne d10 . 2020 | 2000 20 1970
Pyréne Pyréne d10 . 2020 | 200,0 20 20,00
Benzo(a)anthracéne Benzo(a)anthracéne d12 - 228,0 226,0 25 26(‘)35
Chryséne Benzo(a)anthracéne d12 - 228,0 | 226,0 27 26(‘)60
Benzo(b)fluoranthéne | Benzo(a)anthracéne d12 - 252,0 253,0 22 35611
Benzo(k)fluoranthéne | Benzo(a)anthracéne d12 - 252,0 253,0 22 35650
Benzo(a)pyréne | Benzo(a)anthracéne d12 . 2520 | 2530 23 0
Indéno(c,d)pyrene Benzo(a)anthracéne d12 - 276,0 274,0 18 45(’)40
Dibenzo(a,h)anthracéne | Benzo(a)anthracéne d12 - 278,0 276,0 30 45670
Benzo(g,h,i)pérylene Benzo(a)anthracéne d12 - 276,0 274,0 20 46660
Phénanthréne d10 - Fluoréne d10 1880 | 189,0 15 1405
Pyrene d10 - Fluoranthene d10 212,0 213,0 17 20(’)51
Benzo(a)anthracéne d12 - Dibenzo(aéqf”thra‘:é”e 2400 | 236,0 21 26630
Fluoréne d10 - - 176,0 146,1 9 11,35
Fluoranthene d10 - - 212,0 106,1 12 20,00
Dibenzo(a,h)anthracene ) i 2020 | 1461 17 46,50

di4

Tr : Temps de rétention
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Annexe 15. Parametres analytiques et de spectrométrie de masse pour 1’analyse en GC/MS/MS des PCB et
du lindane

Les caractéristiques chromatographigues et de masse sont les suivantes :

Type d’analyse GC/MS/MS El
Appareillage GC (7890) triple Quad (7000A)
Injecteur Pulsed Splitless
Température injecteur 280°C
Volume injecté 1pL
Colonne HT8 (50 m, 250-um ID, 0,25 pum épaisseur de film; SGE)
Avec une pré-colonne de silice désactivee (1 m; 0,25 mm ID de Restek, France)
Gaz vecteur Hélium
Pression gaz vecteur 40 psi
Température source 300 °C
Température interface 250 °C
Température quadrip6les 150 °C

Le programme de température du four est le suivant :

Température Gradient de température Temps de maintien de la température

(°C) (°C/min) (min)
80 - 2
170 30 0
300 3 3
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Les parametres de spectrométrie de masse sont les suivants :

, . . Transition quantification | Transition qualification | pwell time Ratio des ions i
Composés | Etalon interne | Etalon seringue e . .| Tr(min)
m/z Ecol (eV) m/z Ecol (eV) (ms) qualification/quantification
PeCB PCB 30 - 250,0 -> 215,0 25 250,0 -> 142,0 40 50 72 14,00
HCB PCB 30 - 249,0 -> 214,0 13 284,0 ->249,0 18 50 165 19,10
Lindane Lindane d6 - 216,8 -> 180,8 10 180,8 -> 145,0 20 30 130 20,70
PCB 28 PCB 30 - 256,0 -> 186,0 25 256,0 -> 151,0 25 50 2 23,50
PCB 52 PCB 30 - 292,0->222,0 27 292,0 -> 220,0 27 25 93 25,20
PCB 101 PCB 30 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 72 31,00
PCB 110 PCB 30 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 73 33,70
PCB 77 PCB 30 - 292,0 -> 222,0 27 292,0 -> 220,0 27 25 96 33,80
PCB 81 PCB 30 - 292,0 -> 222,0 27 292,0 -> 220,0 27 25 96 34,70
PCB 123 PCB 107 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 73 35,70
PCB 118 PCB 107 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 73 35,90
PCB 114 PCB 107 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 72 36,60
PCB 153 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 38 36,90
PCB 105 PCB 107 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 73 38,00
PCB 138 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 56 39,00
PCB 126 PCB 107 - 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 73 40,40
PCB 167 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 7 41,30
PCB 156 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 6 42,80
PCB 157 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 23 43,30
PCB 180 PCB 107 - 394,0-> 324,0 20 394,0 -> 359,0 20 60 54 43,40
PCB 169 PCB 107 - 360,0 -> 290,0 27 360,0 -> 325,0 12 25 3 45,70
PCB 189 PCB 107 - 394,0 -> 324,0 20 394,0 -> 359,0 20 60 10 48,00
PCB 30 - 13C PCB 194 | 256,0 ->186,0 25 256,0 -> 151,0 25 50 2 19,20
Lindane d6 - 13CPCB 194 |224,0->187,0 10 224,0 -> 150,0 20 30 64 20,60
PCB 107 - 13CPCB 194 | 326,0 -> 256,0 27 326,0 -> 254,0 27 25 72 35,51
13C PCB 194 - - 440,0 -> 370,0 40 442,0 ->370,0 40 60 63 50,00

Ecol : Energie de collision ; Tr : Temps de rétention
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Annexe 16. Parametres analytiques et de spectrométrie de masse pour 1’analyse en GC/MS/MS des PBDE

Les caractéristiques chromatographiques et de masse sont les suivants :

Type d’analyse GC/MS/MS El
Appareillage GC (7890) triple Quad (7000A)
Injecteur Pulsed Splitless
Température injecteur 285°C
\olume injecté 1pL
Colonne J&W HP-5MS analytical column (15 m, 250 m IDx0.25 m épaisseur de film)
Avec une pré-colonne de silice désactivée (1 m ; 0,25 mm ID de Restek, France)
Gaz vecteur Hélium
Débit gaz vecteur 1,8 mL.min?
Température source 275 °C
Température interface 250 °C
Température quadripdles 150 °C

Le programme de température du four est le suivant :

Température Gradient de température Temps de maintien de la température

(°C) (°C/min) (min)
102 - 0,8
185 25 0
270 15 0
285 5 0
315 30 3,1
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Les parameétres de spectrométrie de masse sont les suivants :

) . . Transition quantification | Transition qualification | pwell time Ratio des ions .
Composés | Etalon interne | Etalon seringue 2 Ecol (V) 2 Ecol (V) (ms) qualification/quantification Tr (min)
PBDE 28 13C PBDE 47 - 407,8 -> 247,9 20 2479 > 139,0 30 90 312 5,592
PBDE 47 13C PBDE 47 - 485,7 -> 325,9 25 325,9 ->138,0 55 80 128 6,800
PBDE 100 13C PBDE 47 - 403,7 -> 137,0 55 565,7 -> 405,9 25 75 107 7,780
PBDE 99 13C PBDE 47 - 403,7 -> 137,0 55 565,7 -> 405,9 25 75 93 8,000
PBDE 154 |13C PBDE 153 - 643,6 -> 493,9 25 483,9 -> 376,8 40 75 52 8,750
PBDE 153 |13C PBDE 153 - 643,6 -> 483,9 25 483,9 -> 376,8 40 75 46 9,150
PBDE 183 PBDE 181 - 561,6 -> 454,6 40 721,6 ->561,6 30 75 - 10,134
PBDE 209 |13C PBDE 209 - 799,7 -> 640,0 55 797,7 -> 637,7 55 75 - 15,250
13C PBDE 47 - CB 209 497,7 -> 337,9 25 337,9 > 148,9 55 80 128 6,800
13C PBDE 153 - CB 209 655,7 -> 495,8 25 495,7 -> 335,8 40 75 99 9,100
PBDE 181 - CB 209 561,6 -> 454,6 40 721,6 ->561,6 30 75 - 10,950
13C PBDE 209 - BB 209 811,4 ->651,4 55 809,4 -> 649,5 55 75 - 15,200
CB 209 - - 499,7 -> 427,9 30 427,9 -> 357,8 45 75 45 8,400

Ecol : Energie de collision ; Tr : Temps de rétention
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Annexe 17. Concentrations (en ng.m=) en composés étudiés dans le
bureau en fonction de la vitesse de prélevement

Vitesse linéaire : 67 cm-s™ Vitesse linéaire : 144 cm-s?
, Débit : 319 L-h?t Débit : 686 L-h?t
Composés
Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse  Phase particulaire
(ng.m®) (ng.m®) (ng.m®) (ng.m®)
Phtalates
DMP 2,872 0,060 1,938 0,065
DEP 29,01 12,54 17,05 13,93
DiBP 178,2 67,73 148,9 45,65
DnBP 44,88 40,74 41,80 23,89
BBP 1,526 17,66 1,163 23,52
DEHP 8,239 92,27 4,839 84,15
DnOP 0,779 0,313 0,860 0,190
DiNP 0,793 15,77 0,597 20,74
DiDP 0,000 3,096 0,000 4,268
> 7 Phtalates 265,5 231,3 216,6 191,4
Muscs
Galaxolide 6,566 0,387 21,71 0,322
Tonalide 3,046 0,069 4,701 0,053
Alkylphénols
Octylphénol 2,856 0,139 3,933 0,102
Nonylphénol 12,85 0,368 24,99 0,301
> OP + NP 15,70 0,507 28,92 0,403
OP1EO 0,596 0,037 0,975 0,041
OP2EO 0,002 0,017 0,003 0,015
NP1EO 2,799 0,928 4,402 1,001
NP2EO 0,274 0,289 0,095 0,503
> Ethoxylés 3,672 1,270 5,475 1,561
Phénols
Bisphénol A 0,068 0,390 0,023 0,521
TBBPA - 0,020 - 0,028
Parabénes
Méthyl-P 1,874 0,116 2,406 0,140
Ethyl-P 0,091 0,003 0,125 0,005
Propyl-P 0,524 0,023 0,969 0,027
Butyl-P 0,030 0,005 0,054 0,005
> 4 Parabénes 2,519 0,147 3,555 0,176
HAP
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoréne 66,43 0,011 92,15 0,016
Phénanthrene 90,17 0,125 90,08 0,152
Anthracéne 12,87 0,025 19,30 0,024
Fluoranthéne 11,24 0,224 10,26 0,258
Pyréne 7,575 0,216 7,174 0,246
Benzo(a)anthracéne 0,185 0,150 0,262 0,158
Chryséne 0,258 0,223 0,351 0,241
Benzo(b)fluoranthéne 0,006 0,510 0,009 0,699
Benzo(k)fluoranthéne 0,021 0,130 0,031 0,185
Benzo(a)pyrene 0,067 0,217 0,057 0,309
Indéno(c,d)pyréne 0,058 0,277 0,066 0,387
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,091 0,038 0,109 0,053
Benzo(g,h,i)péryléne 0,019 0,285 0,025 0,403
> 8 HAP-NF 11,69 1,832 10,82 2,452
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Vitesse linéaire : 67 cm-s™ Vitesse linéaire : 144 cm-s*
) Débit : 319 L-h? Débit : 686 L-h
Composés
Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse  Phase particulaire
(ng.m) (ng.m) (ng.m?) (ng.m?)
Pesticides
Cyperméthrine 2,146 27,189 2,403 5,479
Lindane 0,88 0,012 0,62 0,010
PCB
HCB 1,246 0,001 1,151 0,001
PeCB 1,410 0,001 1,223 0,001
PCB 28 0,225 0,000 0,289 0,000
PCB 52 2,067 0,004 2,675 0,004
PCB 77 0,012 0,000 0,009 0,000
PCB 81 0,006 0,000 0,007 0,000
PCB 101 0,404 0,003 0,562 0,003
PCB 105 0,017 0,001 0,024 0,001
PCB 110 0,136 0,002 0,189 0,002
PCB 114 0,001 0,000 0,002 0,000
PCB 118 0,086 0,002 0,108 0,002
PCB 123 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 126 0,001 0,000 0,000 0,000
PCB 138 0,028 0,020 0,035 0,017
PCB 153 0,042 0,023 0,055 0,021
PCB 156 0,001 0,000 0,001 0,000
PCB 157 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 167 0,001 0,000 0,001 0,000
PCB 169 0,000 0,000 0,001 0,000
PCB 180 0,006 0,001 0,009 0,001
PCB 189 0,000 0,000 0,000 0,000
> 7PCB 2,858 0,053 3,733 0,049
> DL-PCB 0,125 0,004 0,154 0,003
PBDE
PBDE 28 0,002 0,000 0,002 0,000
PBDE 47 0,057 0,010 0,089 0,012
PBDE 99 0,005 0,019 0,012 0,023
PBDE 100 0,003 0,004 0,005 0,005
PBDE 153 0,005 0,005 0,004 0,005
PBDE 154 0,004 0,006 0,003 0,005
> 6 PBDE 0,076 0,044 0,115 0,051
Autres
HBCD 0,000 0,001 0,000 0,001
Triclosan 0,224 0,052 0,416 0,072
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Annexe 18. Distribution (en %) des composés prélevés dans le bureau
entre le filtre QMA et les deux cartouches en série Al et A2 de résine
XAD-2

Distribution (en %) des composés entre les matrices adsorbantes

Composés
Résine XAD-2 Résine XAD-2 .
cartouche Al cartouche A2 Filtre QMA
DMP 93,8+ 0,6 41+04 2,1+0,2
DEP 78,126 21826 0,1+£0,0
DiBP 755+5,3 8,848 15,8+ 0,5
DnBP 57,4+43 8,228 34470
BBP 55%0,6 6,2+0,3 88,3+0,4
DEHP 16+1,0 28,1 +3,0 70,3+4,0
DnOP <LQ <LQ <LQ
DiNP 0,6 £0,0 0,6 £0,0 98,9+0,1
DiDP 0,0+£0,0 0,0+0,0 100,0 £ 0,0
Galaxolide 87,6 +2,8 4,1+0,6 8,3%+34
Tonalide 955+0,1 34%0,9 1,1+0,8
Octylphénol 915+04 2211 6,3+0,7
Nonylphénol 95,0+0,2 21+£0)9 29+£11
OP1EO 94021 6,021 0,1+0,0
OP2EO <LQ <LQ <LQ
NP1EO 529+9,1 24172 44,7 £ 10,3
NP2EO 1,0£0,1 0601 98,4+0,2
BPA 0,3+0,2 0,1+0,0 99,6 +0,2
TBBPA ND ND ND
Méthyl-P 96,8+ 1,4 21+15 1,2+0,1
Ethyl-P 97,4+ 0,0 09+11 1,7+12
Propyl-P 96,9+0,5 12+11 1,9+£0,6
Butyl-P 879+x49 24+£10 9,7+59
Acénaphtyléne ND ND ND
Acénaphténe ND ND ND
Fluoréne 97,304 2,6+0,3 0,2+0,0
Phénanthrene 96,8+ 0,9 32+£0,9 0,1+£0,0
Anthracéne 67,7+0,1 3712 287%+1.2
Fluoranthéne 93,2+£0,6 3408 3402
Pyréne 91,9+0,3 34+09 47+0,6
Benzo(a)anthracéne 478+ 14,7 52+15 470+ 16,1
Chryséne 31,7+8,7 35%0,9 64,8+ 9,5
Benzo(b)fluoranthéne 8,723 25%0,1 88,8+24
Benzo(k)fluoranthéne 1,0+0,1 1,001 97,9%0,2
Benzo(a)pyrene 27,751 21224 51,1+74
Indéno(c,d)pyréne 66,959 33,1£59 0,0+0,0
Dibenzo(a,h)anthracene 314+94 10,5+0,7 58,1+ 10,1
Benzo(g,h,i)péryléne 6,4+272 20+11 916+1,1
Cyperméthrine 04%0,1 02+0,1 99,3+0,2
Lindane 92,0+3,1 8,0+31 0,0+£0,0
HCB 995+0,2 0,5+0,2 0,0+£0,0
PeCB 95,1+0,2 46+0,1 0,3+0,1
PCB 28 81,9+0,4 16,6 + 0,6 1,4+0,2
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Distribution (en %) des composés entre les matrices adsorbantes

Composés
Résine XAD-2 Résine XAD-2 .
cartouche Al cartouche A2 Filtre QMA

PCB 52 97,4104 24£05 0,3+£0,1

PCB 77 92,405 16+1,0 6,1+0,4

PCB 81 79,9+52 93+£29 10,8 £ 8,2
PCB 101 95,7+0,3 36+0,1 0,8+0,2
PCB 105 80,6 £4,3 10,7 £ 3,2 8775
PCB 110 934+13 51+0,7 15%0,6
PCB 114 395+6,1 437+27 16,9+ 35
PCB 118 89,2+14 8,9+20 19+0,6
PCB 123 0,0£0,0 0,0+0,0 100,0 £ 0,0
PCB 126 04+05 1826 97,8+20
PCB 138 794 +37 19,3+ 3,6 1,3+0,1
PCB 153 821+£35 176 3,5 0,3+£0,0
PCB 156 20,2+21,8 12,1 +14,2 67,7 £ 36,0
PCB 157 25,2 £ 26,7 12,2 +14,2 62,6 £ 40,9
PCB 167 89+111 5064 86,1 £17,5
PCB 169 53+6,1 143+£178 80,5+ 23,9
PCB 180 29,5+245 20,6 £ 20,0 4990+ 444
PCB 189 6,4+91 28+38 90,7 +£12,9
PBDE 28 <LQ <LQ <LQ
PBDE 47 90,2+2,0 0,7+0,3 91+23
PBDE 99 351+9,2 13,6 +1,0 51,3+8,2
PBDE 100 <LQ <LQ <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ

HBCD 38,8+9,0 18,1+0,4 431+94
Triclosan 96,7+ 0,7 0,7+£0,1 26x0,6

ND : Non Déterminé
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Annexe 19. Conditions de dopage des matrices d’adsorption par les
composés étudiés pour I’évaluation des performances et des
incertitudes de 1’analyse

Composés Quantité dopante (ng)
DMP 2000
DEP 2000
DiBP 2000
DnBP 2000
BBP 2000
DEHP 2000
DnOP 2000
DiNP 2000
DiDP 2000
Galaxolide 100
Tonalide 100
Octylphénol 200
Nonylphénol 200
OP1EO 100
OP2EO 100
NP1EO 100
NP2EO 100
Bisphénol A 500
TBBPA 200
Méthyl-P 100
Ethyl-P 100
Propyl-P 100
Butyl-P 100
Acénaphtyléne 200
Acénaphténe 200
Fluoréne 200
Phénanthrene 200
Anthracene 200
Fluoranthéne 200
Pyréne 200
Benzo(a)anthracéne 200
Chryséne 200
Benzo(b)fluoranthéne 200
Benzo(k)fluoranthéne 200
Benzo(a)pyrene 200
Indéno(c,d)pyrene 200
Dibenzo(a,h)anthracene 200
Benzo(g,h,i)péryléne 200
Cyperméthrine 342
Lindane 100
HCB 100
PeCB 100
PCB 28 100
PCB 52 100
PCB 77 100
PCB 81 100
PCB 101 100
PCB 105 100
PCB 110 100
PCB 114 100
PCB 118 100
PCB 123 100
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Composés Quantité dopante (ng)
PCB 126 100
PCB 138 100
PCB 153 100
PCB 156 100
PCB 157 100
PCB 167 100
PCB 169 100
PCB 180 100
PCB 189 100
PBDE 28 25
PBDE 47 25
PBDE 99 25
PBDE 100 25
PBDE 153 25
PBDE 154 25
HBCD 100
Triclosan 100
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Annexe 20. Limites de détection et de quantification (en pg.m=) des
composés etudiés pour chaque phase atmosphérique

Limites de détection et de quantification des composés (en pg-m=®)
par phase atmosphérique

Composés

LD LD LQ LQ

Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse Phase particulaire
DMP 27,8 14,5 92,6 48,2
DEP 21,4 11,6 71,5 38,7
DiBP 115 119 383 395
DnBP 145 174 484 582
BBP 138 92,7 460 309
DEHP 123 83,4 410 278
DnOP 116 76,6 387 255
DiNP 44,4 31,3 148 104
DiDP 10,6 6,9 35,3 22,9
Galaxolide 0,55 0,21 1,84 0,71
Tonalide 0,67 0,26 2,23 0,87
Octylphénol 0,12 0,17 0,41 0,58
Nonylphénol 1,40 2,06 4,68 6,88
OP1EO 0,12 0,28 0,41 0,92
OP2EO 0,03 0,03 0,09 0,10
NP1EO 0,32 0,31 1,06 1,04
NP2EO 0,04 0,03 0,12 0,09
Bisphénol A 0,20 0,20 0,66 0,66
TBBPA - 0,37 - 1,22
Méthyl-P 0,10 0,09 0,32 0,31
Ethyl-P 0,13 0,08 0,42 0,25
Propyl-P 0,30 0,08 0,99 0,25
Butyl-P 0,03 0,05 0,09 0,16
Acénaphtyléne 7,15 0,89 23,8 2,97
Acénaphténe 2,63 1,03 8,75 3,44
Fluorene 3,04 1,97 10,1 6,58
Phénanthrene 1,13 1,40 3,78 4,68
Anthracene 1,19 1,60 3,96 5,35
Fluoranthene 0,91 0,49 3,03 1,63
Pyréne 0,87 0,46 2,90 1,52
Benzo(a)anthracéne 0,74 0,20 2,48 0,68
Chryséne 0,73 0,19 2,42 0,64
Benzo(b)fluoranthéne 0,42 0,46 1,40 1,54
Benzo(k)fluoranthéne 0,46 0,55 1,54 1,84
Benzo(a)pyrene 1,25 1,51 4,15 5,04
Indéno(c,d)pyrene 0,91 0,36 3,04 1,19
Dibenzo(a,h)anthracene 0,34 0,16 1,14 0,53
Benzo(g,h,i)péryléne 0,69 0,23 2,30 0,77
Cyperméthrine 0,02 0,02 0,07 0,06
Lindane 0,08 0,01 0,28 0,03
HCB 0,03 0,00 0,11 0,01
PeCB 0,72 0,10 2,41 0,33
PCB 28 0,61 0,27 2,04 0,91
PCB 52 0,40 0,09 1,32 0,31
PCB 77 0,54 0,19 1,81 0,63
PCB 81 0,63 0,14 2,10 0,48
PCB 101 0,03 0,00 0,11 0,01
PCB 105 0,03 0,00 0,10 0,01
PCB 110 0,70 0,18 2,34 0,61
PCB 114 0,96 0,41 3,19 1,36
PCB 118 0,35 0,06 1,17 0,19
PCB 123 0,72 0,12 2,39 0,40
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Limites de détection et de quantification des composés (en pg-m®)
par phase atmosphérique

Composés D D L0 0
Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse Phase particulaire

PCB 126 0,95 0,15 3,16 0,52
PCB 138 1,15 0,23 3,82 0,76
PCB 153 0,62 0,09 2,06 0,31
PCB 156 0,77 0,15 2,56 0,51
PCB 157 0,94 0,32 3,12 1,07
PCB 167 0,54 0,15 1,79 0,51
PCB 169 1,00 0,16 3,35 0,52
PCB 180 1,51 0,16 5,04 0,54
PCB 189 2,62 0,21 8,73 0,71
PBDE 28 1,30 1,26 4,32 4,20
PBDE 47 0,39 0,37 1,29 1,24
PBDE 99 0,58 0,72 1,95 2,38
PBDE 100 1,77 2,15 5,90 7,17
PBDE 153 3,17 3,19 10,6 10,6
PBDE 154 1,74 1,49 5,80 4,97

HBCD 0,02 0,01 0,07 0,05
Triclosan 0,12 0,08 0,40 0,27
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Annexe 21. Taux de recouvrement (en %) des composes étudiés par
matrice adsorbante

Taux de recouvrement (en %) des composes par matrice adsorbante

Composés Résine XAD-2 Filtre QMA
(phase gazeuse) (phase particulaire)
DMP 85,9 £ 57 843 £ 7,6
DEP 130 = 31 114 + 3
DiBP 137 + 13 131 £ 9
DnBP 132 + 11 132 £ 9
BBP 114 + 6 109 £ 5
DEHP 106 = 5 102 + 4
DnOP 103 = 5 104 £+ 4
DiNP 32,8 £+ 46 8,6 + 3,7
DiDP 109 = 6 106 + 2
Galaxolide 66,8 + 3,9 729 £ 7,6
Tonalide 645 + 1,6 70,8 + 35
Octylphénol 80,7 + 1,4 823 + 1.8
Nonylphénol 106 + 4 89,0 + 4,3
OP1EO 951 + 8,9 86,2 £+ 7,3
OP2EO 124 + 11 103 + 10
NP1EO 98,2 £+ 0,2 936 + 21
NP2EO 114 + 21 96,6 + 2,1
Bisphénol A 104 £ 2 113 £ 6
TBBPA - 111 £ 5
Méthyl-P 80,6 £ 5.1 704 + 34
Ethyl-P 779 £+ 58 70,0 £ 0,8
Propyl-P 829 + 11 778 £ 2,6
Butyl-P 103 = 9 98,6 £ 2,3
Aceénaphtyléne 54,1 + 10,0 383 + 11,3
Acénaphténe 543 + 11,2 40,3 + 12,2
Fluoréne 67,7 + 9,8 65,5 + 8,4
Phénanthrene 84,7 + 3,2 76,1 + 5,1
Anthracene 109 £+ 5 99,3 + 4,7
Fluoranthene 812 + 4,0 702 + 3,4
Pyréne 88,7 + 43 77,6 £ 4,3
Benzo(a)anthracene 893 + 2,3 81,0 + 4,3
Chryséne 69,7 £ 1,9 69,6 + 4,2
Benzo(b)fluoranthéne 744 + 2,7 729 + 4.3
Benzo(k)fluoranthéne 82,8 + 4,1 709 + 1,1
Benzo(a)pyrene 68,1 + 25 72,3 = 6,0
Indéno(c,d)pyrene 659 + 28 734 + 3,0
Dibenzo(a,h)anthracene 76,1 + 8,1 712 + 26
Benzo(g,h,i)péryléne 68,3 + 2,1 67,1 + 29
Cyperméthrine 70,2 £ 21,7 58,2 + 15,8
Lindane 931 £ 74 114 £+ 9
HCB 121 + 26 117 + 18
PeCB 56,0 + 16,8 438 + 155
PCB 28 98 + 9 112 + 8
PCB 52 102 =+ 9 110 £ 6
PCB 77 110 + 4 126 + 8
PCB 81 111 £ 2 128 + 9
PCB 101 107 £ 5 117 £ 4
PCB 105 112 = 1 127 + 6
PCB 110 9 + 5 106 + 4
PCB 114 110 = 4 125 + 6
PCB 118 104 = 1 124 + 7
PCB 123 111 + 2 128 £+ 5

229



Annexes

Composés

Taux de recouvrement (en %) des composes par matrice adsorbante

Résine XAD-2 Filtre QMA
(phase gazeuse) (phase particulaire)
PCB 126 113 + 2 132 + 8
PCB 138 110 + 3 120 + 3
PCB 153 111 + 6 120 + 3
PCB 156 102 £ 5 129 + 11
PCB 157 100 + 6 127 + 10
PCB 167 103 + 4 134 + 11
PCB 169 103 £ 6 134 + 12
PCB 180 99 £ 2 122 + 8
PCB 189 99 = 5 125 + 10
PBDE 28 855 + 24 84,8 £ 19
PBDE 47 90,2 £ 6,9 928 + 29
PBDE 99 83,7 £ 17,6 88,3 + 12,8
PBDE 100 80,2 + 20,0 85,9 + 131
PBDE 153 109 + 6 98,3 + 12,9
PBDE 154 147 + 19 127 £ 4
HBCD 65,2 £+ 59 60,3 + 4,8
Triclosan 106 + 12 86,0 + 9,9
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Annexe 22. Incertitude d’analyse pour chaque composé étudié¢ suivant
un plan d’expérience emboité complet

u? prétraitements u? jours u? répétitions Incertitude globale
) (ng'm3)? (ng'm3)? (ng'm3)? (ngm®)

Composes Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase

gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire
DMP 6,05x102 1,75x101 7,54x10° 1,57x102 1,46x102 4,68x10° 0,55 0,88
DEP 5,83 3,35x101 0,00 8,68x1073 1,48 1,30x102 5,41 1,19
DiBP 6,33 1,75x10! 5,17x1071 8,11x10° 5,31x102 2,73x107? 5,25 8,38
DnBP 3,60 1,29x10! 5,64x101 0,00 5,18x102 4,34x102 4,10 7,21
BBP 0,00 5,17 1,29x10! 2,25 5,00x101 5,78x101 7,32 5,66
DEHP 1,67x10? 3,96 2,97 5,28x101 3,41x102 4,04x10t 3,56 4,43
DnOP 0,00 1,05x10!? 3,91 8,70x101 9,93x10! 1,10x10t 4,43 6,78
DiNP 6,12x10* 0,00 1,03x10%2 3,23x102% 4,97x10° 3,50x102 0,25 0,52
DiDP 0,00 0,00 1,05x10? 0,00 1,51x10?t 5,60 6,53 4,73
Galaxolide 1,25x10°3 0,00 3,89x10% 1,42x10° 8,29x10° 2,96x10° 0,08 0,08
Tonalide 5,76x10* 0,00 1,74x10* 2,75x10* 4,82x10° 7,41x10° 0,06 0,04
Octylphénol 4,58x10* 3,53x102 1,62x10%° 1,04x10° 2,84x10* 2,66x10* 0,10 0,38
Nonylphénol 0,00 7,69x10° 6,54x10° 1,90x10° 1,04x10* 2,59x10%* 0,16 0,20
OP1EO 3,60x10* 3,80x10* 0,00 8,46x10° 1,02x10* 1,28x10* 0,04 0,05
OP2EO 0,00 1,86x10° 6,84x10° 1,40x10° 6,64x10° 1,65x10° 0,17 0,11
NP1EO 1,50x10* 9,09x10* 0,00 1,40x10° 1,27x10* 4,33x10° 0,03 0,06
NP2EO 0,00 1,04x10* 3,19x10° 1,05x10* 5,95x10° 7,89x10° 0,02 0,03
Bisphénol A 3,79x102 0,00 1,78x102 4,04x101 7,25x10* 2,19x10° 0,48 1,27
TBBPA ND 7,59x103 ND 5,56x10* ND 1,34x10* ND 0,18
Méthyl-P 1,69x10° 3,71x10* 7,67x10* 4,85x10* 4,50x10° 8,92x10% 0,10 0,06
Ethyl-P 5,87x10* 4,71x10* 5,91x10° 3,64x10° 3,81x107 3,52x10° 0,05 0,05
Propyl-P 5,87x10* 2,55x10* 5,91x10° 1,17x10° 3,81x107 2,60x10° 0,05 0,08
Butyl-P 2,29x103 0,00 2,57x10° 2,02x10° 1,33x10* 1,79x10° 0,14 0,09
Acénaphtyléne 5,76x1072 0,00 2,05x10° 1,98x10° 1,27x10* 2,50x10° 0,48 0,09
Acénaphténe 4,95x102 0,00 4,23x10° 2,22x10° 4,88x10° 3,60x10%* 0,45 0,10
Fluoréne 1,53x102 0,00 1,33x10* 2,01x102 9,49x10° 1,58x10* 0,25 0,28
Phénanthréne 3,24x10° 7,69x10° 0,00 5,26x10* 2,09x10* 3,70x10* 0,12 0,19
Anthracene 7,57x10° 3,44x102 0,00 1,00x102% 1,93x10° 2,17x10° 0,19 0,43
Fluoranthéne 1,65x102 3,40x102 3,38x10° 0,00 2,69x10% 7,62x10° 0,30 0,41
Pyréne 1,73x10% 2,25x102 1,24x10° 2,05x10° 6,54x10* 2,15x10° 0,28 0,33
Benzo(a)anthracéne 1,71x102 1,31x102 0,00 1,80x102 2,95x10? 3,05x10° 0,43 0,37
Chryséne 5,69x1073 0,00 0,00 0,00 1,15x102 3,21x10° 0,26 0,11
Benzo(b)fluoranthéne 2,17x10* 1,09 0,00 7,42x102 4,52x10° 5,08x10° 0,14 2,16
Benzo(k)fluoranthéne 4,38x10° 2,91x107? 0,00 1,06x102 1,07x102 4,48x10° 0,25 0,42
Benzo(a)pyrene 2,35x10° 9,49x103 0,00 3,88x10° 4,87x10% 7,13x10° 0,17 0,23
Indéno(c,d)pyréne 0,00 4,56x10° 1,84x1072 0,00 6,64x10° 3,89x102 0,32 0,42
Dibenzo(a,h)anthracéne 2,61x10* 9,01x10° 7,60x10° 1,50x102 2,33x10° 6,79x10* 0,20 0,31
Benzo(g,h,i)pérylene 8,70x10° 0,00 0,00 1,10x102 3,85x10° 2,81x10* 0,22 0,21
Cyperméthrine ND ND ND ND ND ND ND ND
Lindane 0,00 6,97x10° 3,57x10* 0,00 453x10° 1,42x10* 0,04 0,17
HCB 0,00 2,77x103 0,00 0,00 3,38x10* 4,02x10° 0,04 0,11
PeCB 2,96x102 1,45x10° 1,26x10* 2,05x10° 4,30x10° 6,12x107 0,34 0,08
PCB 28 4,71x10° 2,50x10° 2,96x10° 1,04x10° 6,41x10* 3,10x10* 0,15 0,12
PCB 52 5,85x103 0,00 3,97x10* 1,05x10° 8,45x10* 1,37x10° 0,17 0,10
PCB 77 6,01x103 0,00 4,03x10° 1,19x102 1,52x10% 1,16x10° 0,22 0,23
PCB 81 5,34x103 0,00 2,65x10° 8,04x10° 2,10x10° 1,89x10° 0,20 0,20
PCB 101 9,05x103 0,00 3,13x10* 3,55x10° 1,21x10% 3,76x10* 0,21 0,13
PCB 105 1,54x10* 1,26x102 1,00x10* 0,00 2,57x10* 5,34x10* 0,05 0,23
PCB 110 7,33x103 0,00 1,94x10° 2,93x10° 7,10x10* 2,91x10* 0,20 0,11
PCB 114 3,64x10* 1,41x102 1,61x10° 0,00 3,35x10* 3,22x10* 0,05 0,24
PCB 118 6,40x10* 1,46x102 0,00 0,00 3,23x10* 4,08x10* 0,06 0,24
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u? prétraitements u? jours u? répétitions Incertitude globale

Composés (ng'm?)? (ng'm?)? (ngm®)? (ng'm*)
Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
PCB 123 6,48x10* 1,60x107? 0,00 0,00 3,42x10*4 5,72x10* 0,06 0,26
PCB 126 6,59x10* 1,81x102 2,78x10* 0,00 4,05x10* 6,12x10* 0,07 0,27
PCB 138 3,18x10* 1,24x10? 1,05x10* 0,00 3,88x10* 3,84x10* 0,06 0,23
PCB 153 0,00 1,12x10% 1,09x10* 0,00 2,92x10* 4,48x10* 0,04 0,22
PCB 156 1,98x10* 1,53x102 7,67x10* 1,57x10* 3,56x10* 6,63x10* 0,07 0,25
PCB 157 4,42x10* 1,59x102 2,34x10* 0,00 4,30x10* 5,30x10* 0,07 0,26
PCB 167 8,74x10* 1,64x102 1,73x10* 8,97x10° 5,27x10* 4,53x10* 0,08 0,26
PCB 169 6,08x10* 1,97x102 3,37x10* 0,00 4,.87x10* 6,79x10* 0,08 0,29
PCB 180 3,92x10* 1,41x102 3,98x10* 2,61x10° 7,03x10* 4,42x10* 0,08 0,24
PCB 189 1,34x10* 1,64x102 2,33x10* 0,00 5,86x10* 3,33x10“* 0,06 0,26
PBDE 28 1,55x10* 0,00 7,15x10* 1,08x10* 6,39x10° 1,10x10* 0,06 0,03
PBDE 47 5,44x10“ 0,00 3,46x10“% 0,00 4,33x10° 1,05x10* 0,06 0,02
PBDE 99 4,35x10* 1,26x10° 2,50x10* 1,09x10° 1,20x10* 6,93x10° 0,06 0,02
PBDE 100 4,79x10* 1,08x10° 2,32x10* 7,51x10°® 9,82x10° 6,81x10° 0,06 0,02
PBDE 153 0,00 6,01x10° 0,00 0,00 1,80x10° 2,81x10* 0,08 0,04
PBDE 154 0,00 0,00 0,00 0,00 1,27x10°® 5,80x10* 0,07 0,05
HBCD 0,00 0,00 6,59x10° 1,41x10% 1,04x10° 1,90x10° 0,02 0,01
Triclosan 3,31x10° 0,00 6,00x10° 1,28x10* 1,55x10° 2,10x10° 0,02 0,02
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Annexe 23. Conditions de prélevement de I’air (intérieur et extérieur)
pour les peériodes estivale et hivernale

Période estivale

Prélévements Période Volume Débit moyen Températures Ensoleillement
du au (m?) (m*h) (°C) (min)
Créche 1 13/06/13 28/06/13 168,64 0,612 17,0 4591
Créche 2 28/06/13 12/07/13 252,88 0,869 17,0 8324
Créche 3 09/09/13  23/09/13 200,86 0,686 22,0 2844
Maison 1 13/06/13 28/06/13 168,64 0,594 20,0 4591
Maison 2 28/06/13 12/07/13 171,94 0,649 20,0 8324
Maison 3 10/09/13 23/09/13 205,67 0,759 21,0 2844
Bureau 1 13/06/13 28/06/13 245,53 0,832 21,0 4591
Bureau 2 28/06/13 12/07/13 144,39 0,539 22,5 8324
Bureau 3 09/09/13 23/09/13 162,28 0,575 21,0 2844
Appartement 1 13/06/13 28/06/13 181,68 0,649 22,0 4591
Appartement 2 28/06/13 12/07/13 258,85 0,832 22,0 8324
Appartement 3 10/09/13 23/09/13 188,21 0,759 21,0 2844
Paris 13eme (extérieur) 1  17/06/13 03/07/13 603,00 1,860 17,8 4591
Paris 13éme (extérieur) 2  03/07/13 18/07/13 515,00 1,670 21,7 8324
Paris 13eme (extérieur) 3  11/09/13 25/09/13 478,00 1,640 15,8 2844

Période hivernale

Brélévements " Période N chlrlrjng;le Dél:()::lgmgy)/en Temp(érca)tu res Enso(lﬁi :Ine)ment

Créeche 4 05/12/13 19/12/13 222,77 0,796 22,0 4541

Créche 5 07/01/14 21/01/14 22791 0,814 22,0 1442

Creche 6 21/01/14 04/02/14 210,22 0,759 21,0 1483

Maison 4 05/12/13 19/12/13 221,40 0,814 215 4541

Maison 5 07/01/14 21/01/14 202,92 0,741 21,0 1442

Maison 6 21/01/14 04/02/14 223,03 0,814 21,0 1483

Bureau 4 05/12/13 19/12/13 189,89 0,686 21,0 4541

Bureau 5 07/01/14 21/01/14 217,64 0,777 20,0 1442

Bureau 6 21/01/14 04/02/14 234,78 0,851 20,0 1483
Appartement 4 04/12/13 19/12/13 279,82 0,869 20,0 4541
Appartement 5 06/01/14 21/01/14 248,46 0,887 19,5 1442
Appartement 6 21/01/14 04/02/14 244,54 0,906 20,0 1483
Paris 13eme (extérieur) 1  05/12/13 19/12/13 522,00 1,823 57 4541
Paris 13éme (extérieur) 2 07/01/14 21/01/14 470,00 1,216 7,4 1442
Paris 13eme (extérieur) 3 21/01/14 04/02/14 534,00 1,859 55 1483
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Annexe 24. Concentrations des composes étudiés dans les phases gazeuse et particulaire collectées en
intérieur et extérieur en été 2013

Chaque valeur, exprimée en ng.m, correspond & la moyenne de trois prélévements successifs (moyenne + écart-type, n = 3)

Créche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse  particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse  particulaire
Phtalates
DMP 53,33+£13,45 <LQ 43,94+9,46 <LQ 10,04+8,99 <LQ 60,85+16,95 <LQ 0,935+0,215 0,062+0,013
DEP 223,2+170,7 1,997+0,853 216,8+58,6 2,085+3,495 128,8+20,2 1,135+0,785 247,1+23,3 2,886%3,472 8,054+1,555 6,715+1,182
DiBP 181,5+22,5 17,49+5,19  364,7+114,6 13,16+8,38 417,7£102,3 19,28+11,42 231,0+44,7 8,003+6,414 12,31+2,69 0,931+0,161
DnBP 284,2+86,8 7,949+2,887 193,9+65,8 8,215+2,743 133,1+46,4 10,37+7,07  204,9+5,1 15,12+14,63 4,093+1,069 2,511+1,247
BBP 70,65+54,24 110,0+72,6  16,71+17,66 2,063+0,507 11,03+3,93 9,628+1,536 16,16+23,63 2,080%1,324 <LQ <LQ
DEHP 32,20+15,85 263,9+38,7  21,07+20,79 153,7+31,5 6,971+1,977 90,98+34,80 13,21+10,70 177,7+32,7 5,655+4,742 12,50+1,37
DnOP <LQ 0,325+0,106 <LQ <LQ <LQ 0,262+0,156 <LQ <LQ <LQ <LQ
DiNP 2,369+3,716 14,29+2,22  0,723+1,004 13,19+1,28 2,460+1,237 22,20+7,26  6,635+5,639 18,66+2,40 0,675+0,179 2,163+0,657
DiDP <LQ 13,14+4,77 <LQ 3,479+2,436 <LQ 4,053+0,176 <LQ 1,883+0,327 <LQ 0,545+0,465
> 7 Phtalates 845,1+103,3 401,7+105,1 857,1+139,9 179,3+66,1 707,7+158,5 131,6+345  773,24110,4 205,8476,5 31,05+4,28 22,72+5,13
Muscs
Galaxolide 35,41+391 0,204+0,017 59,21+14,02 0,171+0,091  32,81+15,61 0,383+0,013 21,85+8,78 0,075+0,039 0,957+0,075 0,019+0,003
Tonalide 36,77+5,13 0,119+0,078 9,108+2,643 0,021+0,006  8,886+3,324 0,050+0,024 15,96+3,26  0,060+0,029 0,370+0,081 0,007+0,002
Alkylphénols
Octylphénol 1,512+0,427 0,002+0,001 1,316+0,399 0,003+0,001 1,360+0,237 0,002+0,002 1,336+0,194 0,004+0,002 0,064+0,008 0,029+0,013
Nonylphénol 25,69+3,92 0,207+0,074 27,1948,71 0,170+0,081 16,12+5,82  0,152+0,110 10,57+2,12 0,274+0,356 0,175+0,019 0,042+0,022
> OP + NP 27,20+17,09 0,209+0,145 28,51+18,30 0,172+0,118 17,48+10,43 0,154+0,106 11,91+6,53 0,278+0,191 0,239+0,079 0,071+0,009
OP1EO 0,116+0,163 0,494+0,278 0,298+0,137 0,009+0,006  0,562+0,344 0,020+0,004 0,253+0,075 0,040+0,022 0,038+0,025 0,010+0,002
OP2EO <LQ 0,016+0,002 <LQ 0,006+0,005 <LQ 0,028+0,009 <LQ 0,038+0,010 0,021+0,004 0,006+0,001
NP1EO 3,544+0,166 0,444+0,179 5,174+0,880 0,184+0,062  4,614+2,271 0,467+0,225 6,940+3,678 0,556+0,224 0,135+0,048 0,025+0,011
NP2EO 0,096+0,006 0,330+0,017 0,187+0,069 0,205+0,043  0,102+0,082 0,409+0,099 0,206+0,153 0,359+0,020 0,047+0,023 0,019+0,004
> Ethoxylés 3,756+1,985 1,284+0,215 5,658+2,848 0,403+0,108  5,278+2,483 0,923+0,240 7,400+3,874 0,993+0,255 0,241+0,051 0,061+0,008
Phénols
Bisphénol A 0,002+0,003 0,332+0,378 0,003+0,004 0,198+0,048  0,002+0,003 0,560+0,633 0,003+0,005 0,129+0,069 0,551+0,600 0,108+0,109
TBBPA - 0,009+0,004 - 0,005+0,005 - 0,117+0,189 - 0,019+0,017 - 0,004+0,005
Parabénes
Méthyl-P 3,735+1,836 0,052+0,004 1,279+0,216 0,012+0,005  7,875+1,393 0,080+0,032 1,986+0,175 0,019+0,008 0,339+0,032 0,090+0,032
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Créche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse  particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse  particulaire
Ethyl-P 0,448+0,207 0,005+0,003 0,130+0,071 0,001+0,001  0,396+0,035 0,003+0,000 0,173+0,065 0,001+0,001 0,022+0,002 0,004+0,000
Propyl-P 0,712+0,612 0,015+0,004 0,268+0,041 0,004+0,003  2,229+0,402 0,053+0,023 0,271+0,057 0,004+0,003 0,021+0,009 0,004+0,001
Butyl-P 0,428+0,096 0,006+0,002 0,032+0,004 0,001+0,000  0,100+0,055 0,001+0,000 0,128+0,030 0,003+0,001 0,018+0,001 0,001+0,000
> 4 Parabénes 5,322+1,608 0,079+0,022 1,709+0,576 0,019+0,005  10,60+3,61 0,137+0,038 2,557+0,900 0,027+0,008 0,400+0,159 0,099+0,044
HAP
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoréne 10,89+3,50 <LQ 22,54+4,07 <LQ 6,478+2,681 <LQ 22,54+7,60 <LQ 1,234+0,567 <LQ
Phénanthrene 15,06+5,48 0,047+0,022 19,73+6,50 0,039+0,039  15,04+8,08 0,021+0,017 22,21+5,87 0,068+0,074 2,688+1,258 0,047+0,009
Anthracene 0,563+0,435 0,006+0,003 2,774+1,256 0,006+0,003  0,829+0,597 0,006+£0,003 2,098+0,761 <LQ 0,026+0,027 0,005+0,001
Fluoranthéne 2,764+3,173 0,045+0,008 3,320+2,366 0,098+0,111  4,601+5,132 0,040+0,035 2,282+0,819 0,148+0,189 0,798+0,448 0,062+0,019
Pyréne 2,086+2,369 0,043+0,012 2,426+1,428 0,063+0,052  3,236+3,361 0,051+0,019 1,426+0,424 0,092+0,089 0,403+0,193 0,059+0,020
Benzo(a)anthracene  0,012+0,005 0,015+0,012 0,028+0,026 0,019+0,007  0,009+0,004 0,014+0,008 0,019+0,014 0,026+0,021 0,012+0,013 0,023+0,010
Chryséne 0,019+0,016 0,039+0,011 0,048+0,047 0,031+0,010  0,024+0,020 0,045+0,007 0,042+0,036 0,040+0,016 0,060+0,072 0,049+0,019
Benzo(b)fluoranthéne  0,003+0,003 0,175+0,215 0,027+0,022 0,059+0,008  0,006+0,009 0,066+0,020 0,007+0,006 0,069+0,028 0,016+0,021 0,076+0,046
Benzo(k)fluoranthéne 0,002+0,002 0,052+0,069 <LQ 0,014+0,001  0,005+0,008 0,016+0,006 0,005+0,007 0,015+0,005 0,004+0,003 0,021+0,015
Benzo(a)pyrene <LQ 0,082+0,115 0,008+0,005 0,014+0,002  0,006+0,004 0,018+0,008 <LQ 0,018+0,009 0,067+0,022 0,051+0,033
Indéno(c,d)pyréne 0,013+0,004 0,173+0,257 0,012+0,002 0,029+0,005  0,020+0,009 0,025+0,009 0,017+0,001 0,027+0,012 0,016+0,005 0,038+0,038
Dibenzo(a,h)anthracene 0,001+0,001 0,006+0,008 0,014+0,021 0,002+0,001  0,002+0,001 0,001+0,001 0,001+0,001 0,001+0,001 0,003+0,001 0,006+0,005
Benzo(g,h,i)péryléene  0,011+0,007 0,193+0,258 0,009+0,003 0,040+0,005  0,021+0,009 0,048+0,015 0,021+0,005 0,048+0,021 0,018+0,004 0,061+0,037
> 8 HAP-NF 2,807+1,042 0,740+0,076 3,417+1,249 0,274+0,031  4,672+1,623 0,228+0,021 2,351+0,858 0,352+0,047 0,935+0,276 0,34+0,024
> 15 HAP-EPA 31,42+15,00 0,875+0,990 50,939+15,750 0,412+0,245 30,277+19,914 0,351+0,147 50,666+15,541 0,552+0,467 5,347+2,632 0,500%0,251
Pesticides
Cyperméthrine 8,658+8,052 14,22+13,81 4,662+1,802 7,343+5,481  3,105+4,264 11,49+8,82  4,506+6,714 14,98+18,31 2,232+2,878 1,625+1,863
Lindane 0,251+0,378 0,001+0,001 0,175+0,075 0,001+0,001  0,290+0,064 0,000+0,001 5,324+1,241 0,015+0,013 0, 022+0,015 <LQ
PCB
HCB 0,295+0,099 0,000+0,000 0,388+0,125 0,000+0,000  0,225+0,120 0,000+0,000 0,501+0,087 0,000+0,000 0,069+0,014 0,000+0,000
PeCB 0,064+0,047 <LQ 0,260+0,095 <LQ 0,142+0,064 <LQ 0,317+0,112 <LQ 0,022+0,005 <LQ
PCB 28 0,069+0,014 0,001+0,001 0,138+0,056 <LQ 0,197+0,091 <LQ 0,123+0,015 <LQ 0,013+0,004 <LQ
PCB 52 0,149+0,051 <LQ 0,250+0,084 <LQ 1,544+0,482 0,001+0,000 0,320+0,038 0,000+0,000 0,037+0,012 0,002+0,000
PCB 77 0,002+0,002 <LQ 0,002+0,001 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 81 0,003+0,002 <LQ 0,004+0,002 <LQ 0,005+0,001 <LQ 0,003+0,001 <LQ <LQ <LQ
PCB 101 0,105+0,099 0,000+0,000 0,110+0,047 0,001+0,001  0,346+0,092 0,002+0,002 0,099+0,012 0,000+0,000 0,026+0,009 0,001+0,000
PCB 105 0,005+0,001 0,000+0,000 0,012+0,005 0,000+0,001  0,015+0,004 0,001+0,001 0,006+0,002 0,000+0,000 0,003+0,001 0,001+0,000
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Créche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse  particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse  particulaire
PCB 110 0,050+0,047 <LQ 0,056+0,019 <LQ 0,131+0,034 0,002+0,002 0,039+0,004 <LQ 0,014+0,006 0,001+0,000
PCB 114 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 118 0,015+0,004 <LQ 0,045+0,010 0,001£0,001  0,088+0,050 0,002+0,003 0,020+0,008 <LQ 0,011+0,004 0,001+0,000
PCB 123 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 138 0,007+0,006 0,002+0,003 0,016+0,006 0,002+0,003  0,022+0,013 0,003+0,002 0,010+0,009 0,002+0,003 <LQ <LQ
PCB 153 0,010+0,009 <LQ 0,028+0,002 0,001+0,001  0,036+0,016 0,001+0,001 0,020+0,014 <LQ 0,002+0,004 <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,007+0,004 0,001+0,001 <LQ <LQ <LQ 0,001+0,000
PCB 189 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 7PCB 0,355+0,059 0,003+0,001 0,587+0,089 0,004+0,001  2,239+0,553 0,011+0,001 0,592+0,118 0,003+0,001 0,089+0,014 0,005+0,001
> DL-PCB 0,025+0,006  0,0001 0,063+0,020 0,001+0,0001 0,108+0,045 0,003+0,001 0,028+0,010 0,0001 0,014+0,005 0,002+0,000
PBDE
PBDE 28 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 47 0,022+0,019 0,003+0,000 0,002+0,001 <LQ 0,164+0,155 0,012+0,007 0,003%0,002 <LQ <LQ <LQ
PBDE 99 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,034+0,035 0,021+0,013 <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 100 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,040+0,039 0,024+0,016 <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 6 PBDE 0,022+0,019 0,003+0,000 0,002+0,001 <LQ 0,237+0,074 0,057+0,006 0,003%0,002 <LQ <LQ <LQ
Autres
HBCD 0,000+0,000 0,001+0,000 0,002+0,003 0,001+0,000  0,000+0,000 0,001+0,000 0,000+0,001 0,000+0,000 0,002+0,002 0,001+0,000
Triclosan 0,061+0,039 0,007+0,002 0,091+0,033 0,013+0,007  0,208+0,036 0,022+0,005 0,135+0,020 0,018+0,006 0,005+0,002 0,006+0,006
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Annexe 25. Concentrations des composes étudiés dans les phases gazeuse et particulaire collectées en
intérieur et extérieur en hiver 2013-2014

Chaque valeur, exprimée en ng.m, correspond & la moyenne de trois prélévements successifs (moyenne + écart-type, n = 3)

Créche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire
Phtalates
DMP 15,92+16,62 <LQ 18,94+5,17 0,080+0,091 3,404+0,791 <LQ 24,64+7,09 0,096+0,129 0,453+0,124 0,088+0,019
DEP 37,31+10,93 1,421+1,642 30,79+1,47 2,651+2,486 35,78+5,54  0,365%+0,355 110,6%+28,6 2,822+2,428 4,276+0,694 10,99+3,54
DiBP 127,7+16,7 16,17#6,08 174,6+21,2 11,98+3,73 390,0+100,1 37,78+13,50 107,9+30,6 6,070+4,463 7,696+1,408 1,070+0,465
DnBP 24,04+5,19 7,721+2,964 70,16+6,32 10,48+3,63 107,6+30,81 24,10+7,82 81,31+27,36 9,147+4,961 2,307+0,596 2,181+1,082
BBP 19,08+7,00 193,3+48,7 0,578+0,584 3,769+1,101 <LQ 11,3443,04 1,067+0,822 2,006+1,006 <LQ <LQ
DEHP 11,24+12,33 265,3+83,9 3,921+6,384 140,0+50,0 95,78+125,93 121,3+35,9 0,286+0,531 316,4+84,4 18,06+17,34 5,605+1,219
DnOP <LQ 0,577+0,259 <LQ 0,567+0,236 <LQ <LQ <LQ 0,275+0,074 <LQ <LQ
DiNP 0,459+0,349 17,0148,23 <LQ 15,56+7,13 <LQ 31,57+6,54 0,293+0,214 27,58+7,044 2,696+3,469 2,971+1,610
DiDP <LQ 11,78+6,44 <LQ 5,116+2,676 <LQ 4,891+2,158 <LQ 4,104+1,287 0,072+0,007 0,322+0,105
> 7 Phtalates 235,2+44,2 484,5+117,4 299,0+66,1 169,5+51,3 632,5+153,4 194,9+48,1 325,8+51,8 336,8+118,3 32,79+6,97 19,94+4,44
Muscs
Galaxolide 28,13+4,42 0,248+0,035 69,28+6,73 0,245+0,182 10,49+3,954 0,243+0,139 6,890+0,882 0,065+0,092 0,694+0,104 0,017+0,003
Tonalide 31,84+2,25 0,093+0,006 8,927+1,942 0,022+0,024 5,076+1,086 0,024+0,005 9,695+1,563 0,038+0,052 0,229+0,042 0,006+0,001
Alkylphénols
Octylphénol 0,936+0,312 0,004+0,002 1,015+0,165 0,002+0,002 1,570+0,447 0,002+0,001 0,610+0,133 0,002+0,002 0,039+0,011 0,039+0,007
Nonylphénol 17,42+5,10 0,226+0,053 32,67+7,23 0,209+0,061 12,65+4,35  0,220+0,025 5,687+1,358 0,074+0,029 0,262+0,130 0,051+0,014
> OP + NP 18,35+11,65 0,230+0,158 33,68+22,38 0,211+0,146 14,22+7,84  0,222+0,154 6,296+3,590 0,077+0,051 0,302+0,158 0,090+0,009
OP1EO 0,031+0,034 0,304+0,111 0,091+0,051 0,056+0,023 0,217+0,051 0,090+0,107 0,193+0,147 0,035+0,029 0,027+0,016 0,014+0,003
OP2EO <LQ 0,046+0,020 <LQ 0,015+0,009 <LQ 0,016+0,009 0,001+0,001 0,023+0,019 0,022+0,015 0,005+0,002
NP1EO 4,843+3,429 0,580+0,124 3,277+1,058 0,240+0,068 2,140+0,567 1,200+0,212 3,282+0,850 0,448+0,235 0,068+0,034 0,025+0,013
NP2EO 0,112+0,023 0,284+0,082 0,083+0,037 0,179+0,052 0,028+0,020 0,403+0,114 0,103+0,062 0,264+0,070 0,035+0,021 0,016+0,006
> Ethoxylés 4,986+2,755 1,215+0,219 3,451+1,842 0,490+0,105 2,386+1,169 1,708+0,542 3,579+1,593 0,771+0,203 0,152+0,021 0,059+0,008
Phénols
Bisphénol A 0,008+0,007 0,197+0,136 0,005+0,004 0,295+0,217 0,002+0,002 0,265+0,091 0,009+0,009 0,334+0,143 0,114+0,061 0,098+0,040
TBBPA - 0,013+0,010 - 0,009+0,001 - 0,020+0,003 - 0,015+0,008 - 0,005+0,003
Parabénes
Méthyl-P 4,924+2,145 0,121+0,084 1,052+0,263 0,084+0,073 8,703+1,698 0,140+0,064 1,697+0,243 0,092+0,110 1,055+0,412 0,085+0,021
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Créche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire
Ethyl-P 0,437+0,120 0,0174#0,005 0,175+0,071 0,005+0,003 0,602+0,125 0,014+0,001 0,136+0,019 0,005+0,001 0,037+0,011 0,007+0,001
Propyl-P 0,913+0,355 0,031+0,014 0,160+0,040 0,006+£0,004 2,624+0,680 0,098+0,024 0,150+0,034 0,004+0,003 0,019+0,009 0,005+0,001
Butyl-P 0,359+0,205 0,015+0,006 0,023+0,015 0,001+£0,001 0,034+0,024 0,001+0,001 0,350+0,096 0,019+0,011 0,008+0,005 0,001+0,000
> 4 Parabénes 6,634+2,191 0,184+0,050 1,410+0,471 0,095+0,040 11,96+3,967 0,253+0,067 2,332+0,749 0,121+0,042 1,120+0,517 0,098+0,041
HAP
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoréne 5,202+3,882 0,072+0,119 17,83%3,87 <LQ 3,971+1,212 <LQ 13,00+3,54 <LQ 1,215+0,368 0,007+0,004
Phénanthréne 7,954+2,853 0,292+0,495 16,15+4,83 0,035+0,044 6,865+1,947 0,036+0,035 20,66+2,51 0,019+0,015 3,987+1,654 0,061+0,020
Anthracéne 0,179+0,094 0,066+0,110 1,726+0,644 <LQ 0,155+0,032 0,005+0,005 1,924+0,934 0,007+0,001 0,066+0,040 0,009+0,003
Fluoranthene 0,669+0,228 1,922+3,298 1,568+0,522 0,019+0,021 1,301+0,499 0,041+0,054 3,592+2,164 0,022+0,036 1,193+0,338 0,115+0,058
Pyréne 0,610+0,224 1,154+1,965 1,579+0,560 0,054+0,058 1,013+0,369 0,061+0,053 2,712+1,542 0,042+0,036 1,022+0,508 0,125+0,063
Benzo(a)anthracene 0,048+0,048 0,651+1,101 0,107+0,134 0,044+0,051 0,045+0,020 0,038+0,026 0,098+0,103 0,061+0,021 0,037+0,035 0,139+0,125
Chryséne 0,086+0,079 0,495+0,784 0,142+0,171 0,112+0,141 0,088+0,029 0,107+0,074 0,146+0,155 0,137+0,098 0,117+0,071 0,311+0,234
Benzo(b)fluoranthéne  0,029+0,027 0,524+0,633 0,056+0,052 0,480+0,513 0,019+0,010 0,337+0,215 0,030+0,030 0,449+0,366 0,014+0,012 0,454+0,317
Benzo(k)fluoranthéne  0,007+0,008 0,151+0,188 0,016+0,016 0,124+0,126 0,004+0,002 0,089+0,054 0,008+0,008 0,119+0,097 0,004+0,004 0,132+0,093
Benzo(a)pyrene 0,008+0,006 0,161+0,176 0,009+0,007 0,324+0,344 0,010+0,004 0,147+0,101 0,006+0,005 0,210+0,182 0,018+0,002 0,253+0,171
Indéno(c,d)pyréne 0,044+0,022 0,231+0,218 0,025+0,006 0,395+0,365 0,045+0,014 0,192+0,106 0,042+0,011 0,257+0,203 0,014+0,002 0,220+0,162
Dibenzo(a,h)anthracene 0,082+0,017 0,032+0,031 0,042+0,003 0,056+0,051 0,095+0,041 0,025+0,015 0,080+0,011 0,035+0,027 0,004+0,001 0,029+0,023
Benzo(g,h,i)pérylene  0,016+0,009 0,264+0,235 0,011+0,003 0,458+0,392 0,014+0,006 0,224+0,111 0,015+0,005 0,336+0,220 0,023+0,007 0,276+0,191
> 8 HAP-NF 0,903+0,226 3,936+0,613 1,834+0,542 1,900+0,197 1,533+0,449 1,093+0,110 3,871+1,256 1,489+0,154 1,308+0,416 1,618+0,130
> 15 HAP-EPA 14,93+2,484 6,013+0,536 39,26+6,246 2,101+0,184 13,62+2,069 1,303+0,099 42,32+6,340 1,695+0,143 7,715+1,128 2,131+0,133
Pesticides
Cyperméthrine 0,864+0,928 7,477+1,989 0,746+0,958 6,560+5,528 0,012+0,021 9,195+6,554 0,652+0,584 4,470+7,253 1,601+1,422 1,452+0,997
Lindane 0,116+0,063 <LQ 0,003+0,001 <LQ 0,303+0,045 <LQ 8,220+0,880 0,013+0,010 0,104+0,037 <LQ
PCB
HCB 0,349+0,202 0,000+0,000 0,547+0,179 0,000+0,001 0,221+0,071 0,000+0,000 0,949+0,317 0,000+0,000 0,107+0,022 0,000+0,000
PeCB 0,060+0,084 <LQ 0,280+0,095 <LQ 0,102+0,035 <LQ 0,313+0,127 <LQ 0,031+0,007 <LQ
PCB 28 0,053+0,049 0,002+0,003 0,016+0,006 <LQ 0,196+0,081 <LQ 0,159+0,051 <LQ 0,027+0,009 <LQ
PCB 52 0,164+0,038 0,001+0,001 0,343+0,084 0,000+0,000 1,938+0,759 0,001+0,001 0,409+0,098 <LQ 0,072+0,026 0,003+0,000
PCB 77 0,006+0,001 <LQ 0,004+0,001 <LQ 0,005+0,002 <LQ 0,006+0,002 <LQ <LQ <LQ
PCB 81 <LQ 0,002+0,003 0,003+0,002 <LQ 0,006+0,002 <LQ 0,003+0,001 <LQ 0,002+0,001 <LQ
PCB 101 0,053+0,009 0,001+0,002 0,134+0,021 0,001+0,001 0,446+0,166 0,002+0,001 0,123+0,034 0,001+0,000 0,059+0,021 0,002+0,001
PCB 105 0,006+0,001 0,002+0,003 0,017+0,011 0,001+£0,000 0,020+0,007 0,001+0,000 0,007+0,003 0,000+0,000 0,007+0,002 0,001+0,000
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Creche Maison Bureau Appartement Extérieur
Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire gazeuse particulaire
PCB 110 0,025+0,005 0,002+0,002 0,070+0,012 0,001+£0,000 0,170+0,063 0,002+0,001 0,050+0,015 0,001+0,000 0,034+0,012 0,001+0,000
PCB 114 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 118 0,010+0,002 0,002+0,002 0,039+0,021 0,001+£0,000 0,052+0,019 0,001+0,000 0,017+0,007 0,001+0,000 0,024+0,008 0,001+0,001
PCB 123 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 138 0,005+0,002 <LQ 0,017+0,015 <LQ 0,029+0,011 <LQ 0,010+0,009 <LQ 0,007+0,005 <LQ
PCB 153 0,011+0,003 <LQ 0,025+0,018 <LQ 0,050+0,018 <LQ 0,021+0,015 <LQ 0,015+0,008 <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ <LQ 0,001+0,000 0,012+0,006 0,001+0,000 <LQ <LQ <LQ 0,001+0,000
PCB 189 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 7PCB 0,297+0,060 0,006+0,001 0,573+0,129 0,003+0,000 2,723+0,700 0,006+0,001 0,74+0,153 0,002+0,000 0,204+0,026 0,006+0,001
> DL-PCB 0,021+0,003 0,005+0,000 0,064+0,017 0,002+0,000 0,084+0,022 0,002+0,000 0,033+0,006 0,001+0,000 0,033+0,011 0,002+0,000
PBDE
PBDE 28 0,004+0,002 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 47 0,037+0,017 0,006+0,005 0,003+0,002 <LQ 0,098+0,029 0,013+0,003 0,002+0,002 <LQ <LQ <LQ
PBDE 99 <LQ 0,004+0,003 <LQ <LQ 0,009+0,005 0,018+0,008 <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 100 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,011+0,005 0,021+0,009 <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 6 PBDE 0,042+0,023 0,009+0,002 0,003+0,002 <LQ 0,118+0,051 0,051+0,004 0,002+0,002 <LQ <LQ <LQ
Autres
HBCD 0,001+0,000 0,011+0,004 0,000+0,001 0,004+0,001 <LOQ 0,003+0,002 0,000+0,000 0,003+0,001 0,002+0,002 0,000+0,000
Triclosan 0,118+0,052 0,024+0,014 0,473+0,106 0,077+0,047 1,260+0,358 0,178+0,125 0,379+0,133 0,077+0,050 0,002+0,000 0,011+0,007
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Annexe 26. Exemples de chromatogrammes obtenus lors de I’analyse
des extraits d’air
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Point de gamme BPA et Alkylphénols
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Point de gamme Alkylphénols éthoxylés
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Point de gamme Muscs synthétigues
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Point de gamme Phtalates
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Annexe 27. Calcul des apports quotidiens en contaminants par
Inhalation

Afin de déterminer quelle quantité de contaminants est inhalée par un adulte et un enfant par
jour, les concentrations retrouvées dans les différents lieux ont été moyennées sur les deux
saisons en sommant la phase gazeuse et la phase particulaire et sont présentées en ng.m= dans

le tableau suivant :

Composé Creche Maison Bureau Appartement
DMP 34,62 31,48 6,72 42,79
DEP 132,0 126,1 83,0 181,7
DiBP 171,4 282,2 432,4 176,5
DnBP 162,0 1414 137,6 155,2
BBP 196,5 11,56 16,00 10,65

DEHP 286,3 159,3 157,5 450,4
DnOP 0,451 0,283 0,131 0,138
DiNP 17,07 14,73 28,11 26,58
DiDP 12,46 4,297 4,472 2,993

> 7 Phtalates 983,2 752,4 833,4 1017
> Phtalates 1013 7715 866,0 1047
Galaxolide 32,00 64,45 21,96 14,44
Tonalide 34,41 9,039 7,018 12,87

> Muscs 66,41 73,49 28,98 27,31
Octylphénol 1,227 1,168 1,467 0,976
Nonylphénol 21,77 30,12 14,57 8,304
> OP + NP 23,00 31,29 16,04 9,280
OP1EO 0,473 0,227 0,444 0,261
OP2EO 0,031 0,011 0,022 0,031
NP1EO 4,706 4,437 4,210 5,613
NP2EO 0,411 0,327 0,471 0,467

> Ethoxylés 5,621 5,001 5,148 6,371
Bisphénol A 0,269 0,250 0,414 0,238
TBBPA 0,011 0,007 0,068 0,017
Méthyl-P 4,416 1,213 8,398 1,897
Ethyl-P 0,454 0,156 0,508 0,157
Propyl-P 0,836 0,219 2,502 0,214
Butyl-P 0,404 0,028 0,068 0,250

> 4 Parabénes 6,109 1,617 11,48 2,518
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoréne 8,081 20,19 5,224 17,77
Phénanthrene 11,68 17,98 10,98 21,48
Anthracene 0,407 2,253 0,497 2,014
Fluoranthéne 2,699 2,502 2,991 3,022
Pyréne 1,946 2,061 2,180 2,136
Benzo(a)anthracéne 0,363 0,099 0,053 0,102
Chryséne 0,319 0,167 0,132 0,182
Benzo(b)fluoranthéne 0,366 0,311 0,214 0,277
Benzo(k)fluoranthéne 0,106 0,077 0,057 0,073
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Composé Creche Maison Bureau Appartement
Benzo(a)pyrene 0,126 0,177 0,091 0,117
Indéno(c,d)pyréne 0,231 0,230 0,141 0,171
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,061 0,057 0,062 0,059
Benzo(g,h,i)péryléne 0,242 0,259 0,154 0,210
> 8 HAP-NF 4,193 3,713 3,763 4,031
> 15 HAP-EPA 26,62 46,36 22,78 47,62
Cyperméthrine 15,61 9,655 11,90 12,30
Lindane 0,184 0,089 0,297 6,786
HCB 0,322 0,468 0,223 0,725
PeCB 0,062 0,270 0,122 0,315
PCB 28 0,063 0,077 0,197 0,141
PCB 52 0,157 0,297 1,742 0,365
PCB 77 0,004 0,003 0,003 0,003
PCB 81 0,002 0,004 0,006 0,003
PCB 101 0,079 0,123 0,398 0,112
PCB 105 0,006 0,015 0,019 0,006
PCB 110 0,038 0,063 0,153 0,045
PCB 114 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 118 0,013 0,043 0,072 0,019
PCB 123 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 138 0,007 0,018 0,027 0,011
PCB 153 0,010 0,027 0,043 0,021
PCB 156 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ 0,010 <LQ
PCB 189 <LQ <LQ <LQ <LQ
> 7PCB 0,330 0,584 2,489 0,668
> DL-PCB 0,026 0,065 0,099 0,031
> PCB 0,381 0,669 2,669 0,726
PBDE 28 0,002 <LQ <LQ <LQ
PBDE 47 0,034 0,002 0,144 0,002
PBDE 99 0,002 <LQ 0,041 <LQ
PBDE 100 <LQ <LQ 0,047 <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ <LQ
> 6 PBDE 0,038 0,002 0,232 0,002
HBCD 0,006 0,004 0,002 0,002
Triclosan 0,105 0,327 0,834 0,305

Les données obtenues dans la littérature indiquent qu’un adulte passe 66 % du temps dans son
logement et 28 % du temps au travail. Pour un enfant, le temps passé dans le logement est de
72 % et de 20 % a la créche. Il est donc possible de déterminer le nombre d’heures passées
dans le logement ou au bureau/créche dans une journée. L’adulte passe donc 15,84 h dans son
logement et 6,72 h au travail par jour. Par jour, I’enfant est présent dans le logement 17,28 h et
4,80 h a la créche. De la littérature, on sait également qu’un adulte et un enfant respirent

respectivement, 16 et 7 m® d’air par jour. On peut donc déterminer le volume d’air journalier
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respiré dans le logement et au travail/créche : I’adulte respire 10,56 m® d’air dans le logement
et 4,48 m® d’air au travail. L’enfant respire 5,04 m? d’air dans le logement et 1,40 m?® d’air

dans la creche.

Il est alors possible de calculer la quantité journaliére inhalée (en ng.jour?) en chaque
contaminant en multipliant la concentration retrouvée (en ng.m=) par le volume respiré (en
m3) dans chaque lieu. Les quantités journaliéres inhalées sont présentées dans le tableau ci-
apreés pour un adulte dans son logement (moyenne de I’appartement et de la maison), un
adulte au travail (bureau), un enfant dans son logement (moyenne de 1’appartement et de la
maison) et un enfant a la créche (créche). En sommant les quantités respirées dans le
logement et au travail/créche, on obtient les quantités totales journaliére respirées dans ces

lieux pour un adulte et un enfant, également présentées dans le tableau suivant :

Composé Adulte logement Adulte travail Enfant logement Enfant creche | Adulte Enfant
DMP 392,2 30,11 187,2 48,47 422,3 235,6
DEP 1625 372,1 775,8 184,8 1998 960,5
DiBP 2422 1937 1156 239,9 4359 1396
DnBP 1566 616,3 7474 226,7 2182 9742
BBP 117,3 71,66 55,98 275,1 189,0 3311
DEHP 3219 705,7 1536 400,9 3925 1937
DnOP 2,222 0,587 1,060 0,632 2,809 1,692
DiNP 218,2 125,94 104,1 23,89 344,1 1280
DiDP 38,50 20,03 18,37 17,45 58,53 35,82

> 7 Phtalates 9345 3733 4460 1376,5 13078 5836
> Phtalates 9601 3879 4582 14179 13481 6000
Galaxolide 416,5 98,40 198,8 44,80 514,9 2436

Tonalide 115,7 31,44 55,22 48,17 147,1 103,39

> Muscs 532,2 129,84 254,0 92,97 662,1 347,0

Octylphénol 11,32 6,570 5,402 1,718 17,89 7,120

Nonylphénol 202,9 65,27 96,82 30,48 268,1 127,3
> OP + NP 2142 71,85 102,2 32,19 286,0 1344

OP1EO 2,573 1,991 1,228 0,662 4,564 1,890
OP2EO 0,220 0,099 0,105 0,043 0,319 0,148
NP1EO 53,07 18,86 25,33 6,588 71,93 31,91
NP2EO 4,190 2,110 2,000 0,576 6,299 2,575

> Ethoxylés 60,05 23,06 28,66 7,869 83,11 36,53
Bisphénol A 2,579 1,856 1,231 0,377 4,434 1,608

TBBPA 0,127 0,307 0,061 0,016 0,434 0,077

Méthyl-P 16,42 37,62 7,838 6,182 54,05 14,02

Ethyl-P 1,654 2,275 0,790 0,635 3,929 1,425
Propyl-P 2,287 11,209 1,091 1,170 13,496 2,262
Butyl-P 1,470 0,307 0,702 0,566 1,777 1,267
> 4 Parabénes 21,83 51,42 10,42 8,553 73,25 18,97
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Fluoréne 200,4 23,41 95,65 11,313 223,8 107,0
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Composé Adulte logement Adulte travail Enfant logement Enfant créche | Adulte Enfant
Phénanthréne 208,3 49,19 99,44 16,347 2575 1158
Anthracéne 22,53 2,228 10,75 0,569 24,76 11,32
Fluoranthéne 29,17 13,401 13,92 3,779 42,57 17,70
Pyréne 22,16 9,768 10,58 2,725 31,93 13,30
Benzo(a)anthracéne 1,058 0,238 0,505 0,508 1,297 1,013
Chryséne 1,843 0,592 0,879 0,447 2,435 1,326
Benzo(b)fluoranthéne 3,106 0,958 1,483 0,513 4,065 1,995
Benzo(k)fluoranthéne 0,794 0,256 0,379 0,149 1,050 0,528
Benzo(a)pyrene 1,554 0,407 0,742 0,176 1,961 0,917
Indéno(c,d)pyrene 2,120 0,631 1,012 0,323 2,751 1,335
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,614 0,277 0,293 0,085 0,891 0,378
Benzo(g,h,i)péryléne 2,476 0,690 1,182 0,338 3,166 1,520
> 8 HAP-NF 40,89 16,86 19,52 5,870 57,75 25,39

> 15 HAP-EPA 496,2 102,05 236,8 37,27 598,2 2741
Cyperméthrine 115,9 53,32 55,34 21,856 169,3 77,19
Lindane 36,30 1,331 17,32 0,257 37,63 17,58

HCB 6,300 1,000 3,007 0,451 7,301 3,458

PeCB 3,089 0,546 1,474 0,087 3,635 1,562

PCB 28 1,152 0,881 0,550 0,088 2,033 0,638

PCB 52 3,492 7,803 1,667 0,220 11,296 1,887

PCB 77 0,034 0,012 0,016 0,005 0,046 0,022

PCB 81 0,034 0,025 0,016 0,003 0,059 0,020

PCB 101 1,237 1,784 0,590 0,111 3,020 0,702
PCB 105 0,113 0,084 0,054 0,008 0,197 0,062
PCB 110 0,574 0,685 0,274 0,054 1,258 0,327
PCB 114 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 118 0,326 0,321 0,156 0,019 0,647 0,174
PCB 123 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 138 0,153 0,121 0,073 0,010 0,275 0,083
PCB 153 0,249 0,195 0,119 0,015 0,444 0,134
PCB 156 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ 0,047 <LQ <LQ 0,047 <LQ
PCB 189 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

> 7PCB 6,611 11,152 3,155 0,462 17,76 3,618

> DL-PCB 0,507 0,442 0,242 0,036 0,949 0,278

> PCB 7,366 11,958 3,516 0,533 19,32 4,049
PBDE 28 <LQ <LQ <LQ 0,003 <LQ 0,003
PBDE 47 0,025 0,643 0,012 0,048 0,668 0,059
PBDE 99 <LQ 0,183 <LQ 0,002 0,183 0,002
PBDE 100 <LQ 0,212 <LQ <LQ 0,212 <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

> 6 PBDE 0,025 1,038 0,012 0,053 1,063 0,065
HBCD 0,029 0,009 0,014 0,008 0,038 0,022
Triclosan 3,335 3,735 1,592 0,148 7,070 1,739
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Afin de pouvoir comparer les apports quotidiens par inhalation des adultes et des enfants, les
résultats obtenus sont divisés par le poids moyen d’un adulte (80 kg) et d’un enfant allant en

créche (10 kg). Les résultats obtenus sont présentés en ng.kg™.jour™ dans le tableau ci-aprés :

Composé Adulte Enfant
DMP 5,278 23,564

DEP 24,97 96,05

DiBP 54,49 139,6

DnBP 27,28 97,42

BBP 2,362 33,11

DEHP 49,06 193,7
DnOP 0,035 0,169

DiNP 4,301 12,80

DiDP 0,732 3,582

> 7 Phtalates 163,5 583,6

> Phtalates 168,5 600,0
Galaxolide 6,437 24,36
Tonalide 1,839 10,339

> Muscs 8,276 34,70
Octylphénol 0,224 0,712
Nonylphénol 3,352 12,73

> OP + NP 3,575 13,44
OP1EO 0,057 0,189
OP2EO 0,004 0,015
NP1EO 0,899 3,191
NP2EO 0,079 0,258

> Ethoxylés 1,039 3,653
Bisphénol A 0,055 0,161
TBBPA 0,005 0,008
Méthyl-P 0,676 1,402
Ethyl-P 0,049 0,142
Propyl-P 0,169 0,226
Butyl-P 0,022 0,127

> 4 Parabénes 0,916 1,897
Acénaphtyléne <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ
Fluoréne 2,798 10,70
Phénanthrene 3,219 11,58
Anthracéne 0,310 1,132
Fluoranthéne 0,532 1,770
Pyréne 0,399 1,330
Benzo(a)anthracéne 0,016 0,101
Chryséne 0,030 0,133
Benzo(b)fluoranthéne 0,051 0,200
Benzo(k)fluoranthéne 0,013 0,053
Benzo(a)pyréne 0,025 0,092
Indéno(c,d)pyrene 0,034 0,133
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,011 0,038
Benzo(g,h,i)péryléne 0,040 0,152
> 8 HAP-NF 0,722 2,539

> 15 HAP-EPA 7,478 27,41
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Composé Adulte Enfant
Cyperméthrine 2,116 7,719
Lindane 0,470 1,758
HCB 0,091 0,346
PeCB 0,045 0,156
PCB 28 0,025 0,064
PCB 52 0,141 0,189
PCB 77 0,001 0,002
PCB 81 0,001 0,002
PCB 101 0,038 0,070
PCB 105 0,002 0,006
PCB 110 0,016 0,033
PCB 114 <LQ <LQ
PCB 118 0,008 0,017
PCB 123 <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ
PCB 138 0,003 0,008
PCB 153 0,006 0,013
PCB 156 <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ
PCB 180 0,0006 <LQ
PCB 189 <LQ <LQ
> 7PCB 0,222 0,362
> DL-PCB 0,012 0,028
> PCB 0,242 0,405
PBDE 28 <LQ 0,0003
PBDE 47 0,008 0,006
PBDE 99 0,002 0,0002
PBDE 100 0,003 <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ
> 6 PBDE 0,013 0,007
HBCD 0,0005 0,002
Triclosan 0,088 0,174
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Annexe 28. Concentrations en composeés etudiés dans les quatre
mélanges a fagon préparés selon la composition de 1’air de la créche
en été et en hiver (ng.m3)

Concentrations en ng.m-

Eté Hiver

Composes Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse Phase particulaire
DMP 162,4 95,29 18,11 80,10
DEP 162,4 95,29 18,11 80,10
DiBP 265,9 25,68 131,6 16,67
DnBP 162,4 95,29 18,11 80,10
BBP 162,4 95,29 18,11 80,10
DEHP 162,4 95,29 18,11 80,10
DnOP 162,4 95,29 18,11 80,10
DiNP 6,031 21,00 1,138 17,13
DiDP 0,000 19,30 0,000 11,84
> 7 Phtalates 1240 597,4 240,3 497,3
Galaxolide 52,01 0,337 28,75 0,255
Tonalide 54,00 0,175 33,18 0,097
Octylphénol 2,221 0,014 0,941 0,009
Nonylphénol 37,69 0,303 17,54 0,230
> OP + NP 39,91 0,317 18,48 0,238
OP1EO 0,184 0,726 0,037 0,306
OP2EO 0,012 0,035 0,000 0,046
NP1EO 5,205 0,652 4,993 0,591
NP2EO 0,141 0,484 0,117 0,287
" Ethoxylés 5,542 1,898 5,147 1,229
Bisphénol A 0,023 0,035 0,017 0,192
TBBPA 0,000 0,013 0,000 0,013
Méthyl-P 5,485 0,098 4,912 0,148
Ethyl-P 0,704 0,010 0,442 0,017
Propyl-P 1,046 0,025 0,913 0,031
Butyl-P 0,628 0,010 0,358 0,015
> 4 Parabénes 7,862 0,143 6,626 0,211
Acénaphtyléne 3,550 0,108 1,141 0,430
Acénaphténe 3,550 0,108 1,141 0,430
Fluorene 3,550 0,108 1,141 0,430
Phénanthréne 3,550 0,108 1,141 0,430
Anthracéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Fluoranthéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Pyréne 3,550 0,108 1,141 0,430
Benzo(a)anthracéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Chryséne 3,550 0,108 1,141 0,430
Benzo(b)fluoranthéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Benzo(k)fluoranthéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Benzo(a)pyrene 3,550 0,108 1,141 0,430
Indéno(c,d)pyrene 3,550 0,108 1,141 0,430
Dibenzo(a,h)anthracéne 3,550 0,108 1,141 0,430
Benzo(g,h,i)péryléne 3,550 0,108 1,141 0,430
> 8 HAP-NF 28,399 0,862 9,126 3,436
Cyperméthrine 12,716 20,890 0,818 7,843
Lindane 0,368 0,004 0,126 0,010
HCB 0,433 0,001 0,342 0,002
PeCB 0,094 0,000 0,061 0,000
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Concentrations en ng.m-

Composés Eté — Hiver ——
Phase gazeuse Phase particulaire Phase gazeuse Phase particulaire

PCB 28 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 52 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 77 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 81 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 101 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 105 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 110 0,073 0,000 0,026 0,002
PCB 114 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 118 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 123 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 126 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 138 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 153 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 156 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 157 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 167 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 169 0,000 0,000 0,000 0,000
PCB 180 0,076 0,003 0,044 0,001
PCB 189 0,000 0,000 0,000 0,000
> 7PCB 0,531 0,020 0,307 0,007
> DL-PCB 0,076 0,003 0,044 0,001
PBDE 28 0,005 0,002 0,006 0,004
PBDE 47 0,005 0,002 0,006 0,004
PBDE 99 0,005 0,002 0,006 0,004
PBDE 100 0,005 0,002 0,006 0,004
PBDE 153 0,005 0,002 0,006 0,004
PBDE 154 0,005 0,002 0,006 0,004
> 6 PBDE 0,032 0,011 0,038 0,026
HBCD 0,000 0,001 0,001 0,011
Triclosan 0,090 0,010 0,119 0,026
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Annexe 29. Conditions de prélevement de 1’air de la créche pour

I’EDA
Prélévements Periode Volume Débit moyen Températures Ensoleillement

du au (m3) (m3.h'L) (°C) (min)
Creche 7 04/02/14 18/02/14 228,34 0,796 22,0 2058
Creche 8 18/02/14 04/03/14 222,77 0,796 22,0 2598
Créche 9 04/03/14 18/03/14 211,74 0,759 22,0 7266
Créche 10 18/03/14 01/04/14 217,64 0,777 ND 5108
Creche 11 01/04/14 15/04/14 157,79 0,777 ND 6470
Créche 12 29/04/14 13/05/14 222,77 0,796 ND 5139

ND : Non déterminé (sonde de température ne fonctionnant plus)
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Annexe 30. Concentrations (ng.m) des contaminants étudiés dans la créche pour les six prélevements

144

successifs
Préléevement 1 Prélévement 2 Prélevement 3 Prélévement 4 Prélévement 5 Prélévement 6
Composes Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire
Phtalates
DMP 4,755 <LQ 4,520 <LQ 4,888 <LQ 4,668 <LQ 6,535 <LQ 5,004 <LQ
DEP <LQ <LQ <LQ <LQ 32,88 0,422 34,24 <LQ 42,33 <LQ 31,62 2,104
DiBP 69,31 18,87 3,917 13,62 54,05 13,851 64,90 24,831 78,62 32,89 53,70 16,69
DnBP 22,98 6,130 22,91 8,267 27,65 3,595 29,26 3,542 38,52 12,59 26,63 7,942
BBP 21,420 134,7 <LQ 114,3 26,14 146,06 20,92 188,6 28,56 245,5 24,03 135,9
DEHP <LQ 350,3 <LQ 256,9 <LQ 272,30 0,633 2411 <LQ 222,1 <LQ 2179
DnOP <LQ 2,540 <LQ <LQ <LQ 0,528 <LQ <LQ <LQ 0,929 <LQ 0,292
DiNP <LQ 16,85 <LQ 12,80 <LQ 16,530 <LQ 15,087 <LQ 24,396 <LQ 16,63
DiDP <LQ 19,73 <LQ 13,86 <LQ 18,251 <LQ 14,083 <LQ 11,666 <LQ 10,79
> 7 Phtalates 118,5 512,5 31,35 393,1 145,6 436,8 154,6 458,1 194,6 513,1 141,0 380,6
Muscs
Galaxolide 41,88 0,289 37,93 0,355 18,67 0,191 12,28 0,229 22,12 0,363 18,74 0,178
Tonalide 31,86 0,082 33,92 0,097 20,63 0,057 20,72 0,061 22,69 0,097 20,11 0,059
Alkylphénols
Octylphénol 1,173 0,005 1,264 0,009 0,920 0,007 0,736 0,003 0,987 0,014 0,756 0,006
Nonylphénol 22,28 0,144 25,91 0,195 15,40 0,178 10,56 0,183 17,08 0,209 14,20 0,149
> OP + NP 23,46 0,150 27,18 0,203 16,32 0,186 11,29 0,186 18,07 0,224 14,95 0,155
OP1EO <LQ 0,185 <LQ 0,162 0,004 0,136 <LQ 0,185 0,009 0,292 0,122 0,384
OP2EO <LQ 0,012 <LQ 0,012 <LQ 0,010 <LQ 0,011 <LQ 0,014 <LQ 0,011
NP1EO 2,360 0,409 1,699 0,347 1,164 0,360 0,610 0,486 1,308 0,810 1,622 0,464
NP2EO 0,056 0,269 0,105 0,215 0,051 0,205 0,004 0,221 0,040 0,351 0,072 0,242
> Ethoxylés 2,416 0,874 1,804 0,736 1,218 0,710 0,614 0,903 1,357 1,466 1,817 1,100
Phénols
Bisphénol A 0,007 0,139 0,020 0,164 0,072 0,430 0,041 0,114 0,031 0,137 0,002 0,038
TBBPA - 0,003 - 0,004 - 0,009 - 0,007 - 0,006 - <LQ
Parabenes
Méthyl-P 3,054 0,095 2,530 0,092 2,087 0,058 2,020 0,085 2,829 0,051 2,150 0,064
Ethyl-P 0,434 0,009 0,387 0,012 0,401 0,010 0,285 0,010 0,472 0,011 0,316 0,007
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Prélévement 1 Prélévement 2 Prélévement 3 Prélevement 4 Prélévement 5 Prélévement 6

Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire
Propyl-P 0,849 0,019 0,673 0,018 0,662 0,024 0,621 0,020 0,911 0,029 0,661 0,014
Butyl-P 0,660 0,017 0,496 0,011 0,706 0,011 0,328 0,011 0,452 0,015 0,280 0,011
> 4 Parabénes 4,997 0,140 4,087 0,133 3,856 0,103 3,254 0,127 4,665 0,106 3,407 0,095
HAP
Acénaphtyléne <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Acénaphténe <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoréne 9,495 <LQ 8,783 <LQ 5,564 0,009 4,451 <LQ 6,656 <LQ 5,128 <LQ
Phénanthréne 10,77 0,032 9,786 0,040 8,941 0,105 7,902 0,044 10,68 0,059 7,161 0,016
Anthracene 0,246 <LQ 0,128 0,008 0,133 0,014 0,070 0,008 0,122 0,013 0,073 0,006
Fluoranthéne 0,908 0,030 0,875 0,037 0,909 0,147 0,691 0,054 0,955 0,048 0,631 0,027
Pyréne 0,725 0,029 0,705 0,041 0,699 0,122 0,540 0,053 0,740 0,050 0,510 0,028
Benzo(a)anthracéne 0,017 0,015 0,018 0,020 0,043 0,049 0,011 0,024 <LQ 0,019 0,008 0,009
Chrysene 0,037 0,028 0,050 0,038 0,104 0,108 0,038 0,051 0,028 0,042 0,020 0,019
Benzo(b)fluoranthéne 0,002 0,081 0,003 0,132 0,004 0,336 <LQ 0,130 <LQ 0,079 <LQ 0,039
rno Benzo(k)fluoranthéne <LQ 0,025 <LQ 0,035 0,016 0,086 <LQ 0,031 <LQ 0,020 <LQ 0,008
ot Benzo(a)pyrene 0,033 0,034 0,021 0,050 0,032 0,119 0,010 0,042 0,058 0,024 0,010 0,009
Indéno(c,d)pyréne 0,038 0,063 0,042 0,093 0,046 0,197 0,037 0,073 0,065 0,040 0,027 0,018
Dibenzo(a,h)anthracéne 0,074 0,009 0,083 0,013 0,085 0,027 0,085 0,011 0,122 0,006 0,080 0,003
Benzo(g,h,i)péryléne 0,010 0,072 0,011 0,106 0,013 0,223 0,008 0,089 0,021 0,056 0,011 0,027
> 8 HAP-NF 1,083 0,328 1,053 0,486 1,148 1,183 0,843 0,453 1,221 0,291 0,766 0,141
> 15 HAP-EPA 22,36 0,417 20,51 0,613 16,59 1,540 13,84 0,609 19,45 0,456 13,66 0,209
Pesticides
Cyperméthrine 0,860 4,280 1,189 17,16 2,058 14,34 4,599 15,42 1,410 9,010 0,749 4,977
Lindane 0,058 <LQ 0,059 0,000 0,030 0,001 0,078 0,001 0,072 0,001 0,137 0,001
PCB
HCB 0,298 <LQ 0,287 <LQ 0,261 <LQ 0,264 <LQ 0,355 <LQ 0,258 <LQ
PeCB 0,003 <LQ 0,006 <LQ 0,007 <LQ 0,014 <LQ 0,016 <LQ 0,007 <LQ
PCB 28 0,107 <LQ 0,118 <LQ 0,075 <LQ 0,074 <LQ 0,097 <LQ 0,081 <LQ
PCB 52 0,195 <LQ 0,239 <LQ 0,123 0,000 0,130 0,000 0,159 <LQ 0,138 <LQ
PCB 77 0,005 <LQ 0,005 <LQ 0,004 <LQ 0,005 <LQ 0,005 <LQ 0,004 <LQ
PCB 81 0,003 <LQ 0,003 <LQ 0,002 <LQ <LQ <LQ 0,003 <LQ <LQ <LQ
PCB 101 0,070 <LQ 0,082 0,000 0,051 0,000 0,046 0,000 0,002 0,000 0,044 0,000
PCB 105 0,005 <LQ 0,006 <LQ 0,005 0,000 0,004 0,000 0,006 0,000 0,004 0,000

PCB 110 0,029 <LQ 0035  <LQ 0025 <LQ 0020 <LQ 0027 <LQ 0023 <LQ
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Prélévement 1

Prélévement 2

Prélévement 3

Prélevement 4

Prélévement 5

Prélévement 6

Composés Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase
gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire  gazeuse particulaire
PCB 114 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 118 0,017 <LQ 0,021 <LQ 0,016 0,000 0,013 0,000 0,017 0,000 0,014 <LQ
PCB 123 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 126 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 138 0,006 <LQ 0,007 <LQ 0,007 <LQ 0,005 <LQ 0,008 <LQ 0,006 <LQ
PCB 153 0,010 <LQ 0,015 <LQ 0,011 <LQ 0,009 0,000 0,013 <LQ 0,010 <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 157 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 167 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PCB 189 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 7PCB 0,406 0,000 0,482 0,000 0,282 0,001 0,277 0,001 0,296 0,001 0,293 0,000
> DL-PCB 0,030 0,000 0,035 0,000 0,027 0,001 0,022 0,000 0,031 0,001 0,022 0,000
PBDE
PBDE 28 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 47 0,015 <LQ 0,016 0,002 0,013 0,002 0,013 0,002 0,019 0,003 0,016 0,002
PBDE 99 <LQ <LQ <LQ 0,004 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,003 <LQ <LQ
PBDE 100 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 153 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
PBDE 154 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
> 6 PBDE 0,015 0,000 0,016 0,006 0,013 0,002 0,013 0,002 0,019 0,005 0,016 0,002
Autres
HBCD <LQ 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002 <LQ 0,001 <LQ 0,002 <LQ 0,001
Triclosan 0,083 0,012 0,074 0,010 0,052 0,011 0,048 0,013 0,069 0,015 0,044 0,011
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Annexe 31. Publication des résultats obtenus pour le developpement et
la validation des méthodes d’analyses chimiques (Talanta)

A new analytical protocol for the determination of 62
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ABSTRACT The ObjECtIVE Of thls StUdy was to dEVEIOp Concentration of EDCs in indoor air (mean + SD over 4 locations)
and validate a new analytical protocol for simultaneous  ngme
determination of 62 semi-volatile organic compounds in 200 41
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both phases of indoor air. Studied compounds belong to 200 4

several families: polybrominated diphenyl ethers, 30 o=

polychlorinated biphenyls, hexachlorobenzene, 20 |

pentachlorobenzene, phthalates, polyaromatic 0 | ’l‘

hydrocarbons, parabens, tetrabromobisphenol A, Raz._____
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bisphenol A, hexabromocyclododecane, triclosan,
alkylphenols, alkylphenol ethoxylates, synthetic musks
(galaxolide and tonalide) and pesticides (lindane and
cypermethrin). A medium volume sampling system was
used to collect simultaneously these endocrine-
disrupting compounds (EDCs) from the gaseous and particulate phases. An accelerated solvent
extraction method was optimized to obtain all EDCs in a single extract by atmospheric phase. Their
extraction from the sorbents and their analysis by liquid and gas chromatography-mass spectrometry
(LC/MS/IMS, GC/MS and GC/MS/MS) was validated using spiked sorbents (recovery study and
analytical uncertainty analysis by fully nested design). The developed protocol achieved low limits of
quantification (< 0.5ng'm?) and low uncertainty values (<5ng-m?) for all compounds. Once
validated, the method was applied to indoor air samples from four locations (a house, an apartment, a
day nursery and an office) and compared to literature to confirm its efficiency. All target EDCs were
guantified in the samples and were primarily present in the gaseous phase. The major contaminants
found in indoor air were, in descending order, phthalates, synthetic musks, alkylphenols and parabens.
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Keywords: endocrine disruptors, indoor air, liquid chromatography, gas chromatography, mass
spectrometry.

1- INTRODUCTION

Over the last decade, evidence has accumulated concerning the potential adverse effects of exposure to
environmental chemicals that interact with the endocrine system [1-3]. Humans are chronically
exposed to many compounds at low levels in water [4,5], air [6,7], and food [8,9]. Furthermore, adults
and children spend much of their time indoors, where the air is often more contaminated than outdoors

[10,11]. Various factors can explain the increasing accumulation of contaminants in indoor
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environments, such as the rapid development of new building materials, furnishings and consumer
products and lower air exchange rates for improved energy efficiency [12]. Moreover, air inhalation
represents a chronic and passive exposure route for environmental pollutants. Therefore,

characterization of indoor air contamination remains an important public health issue.

Many indoor contaminants have been identified [12,13]. Some are endocrine-disrupting compounds
(EDCs), which may cause endocrine disorders in animals and humans [14]. Many known or suspected
EDCs can be found in the indoor air environment due to their semi-volatility, including flame
retardants [15,16], surfactants [17,18], plasticizers [19,20], bactericides [21,22], or synthetic musks
[23,24]. Given the health hazard of EDCs and their possible environmental persistence at low doses, it

is essential to precisely characterize human exposure to these contaminants.

Several analytical protocols have been developed for the quantification of semi-volatile organic
compounds (SVOCSs) in indoor air (Table 1). Most of them include an extraction step mainly based on
Sohxlet method that may be solvent or time-consuming, or pretreatment steps that increase the sample
preparation time (clean-up step) or need high sample amounts (derivatization step). The great majority
of these studies were applied to one or two families of EDCs having similar polarities. The only ones
that have analyzed a larger number of EDCs employed pretreatment steps or collected sample volumes
too small to allow quantification of EDCs at low indoor concentrations (i.e polybrominated diphenyl
ethers (PBDES) or polychlorinated biphenyls (PCBs)). To date, there are no published multi-residue
methods for quantification of low levels of EDCs in indoor air, from gaseous and particulate extracts

prepared simultaneously in single-step.

Thus, the primary objective of this study was to develop and validate an analytical method to quantify
sixty-nine SVOCs in indoor gaseous and particulate phases from a single extract. The analytical
process was optimized in reference to the existing protocols (Table 1), in order to use lower solvent
volumes, lower sample amounts and shorter extraction times, improving thus the sample throughput.
The target compounds belong to several families of EDCs displaying different physicochemical
properties: PBDEs, PCBs, hexachlorobenzene (HCB), pentachlorobenzene (PeCB), phthalates,
polyaromatic hydrocarbons (PAHS), parabens, tetrabromobisphenol A (TBBPA), bisphenol A (BPA),
hexabromocyclododecane (HBCD), triclosan, alkylphenols (APs), alkylphenol ethoxylates (APEOSs),
synthetic musks (galaxolide and tonalide) and pesticides (lindane and cypermethrin). The high
sampling volume allows detection and quantification of low levels contaminants and for the first time,
triclosan in indoor air. PBDEs, PCBs, HCB, PeCB and lindane were analyzed by gas chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (GC/MS/MS); phthalates, synthetic musks, cypermethrin and
PAHs were determined by gas chromatography coupled with single mass spectrometry (GC/MS); and
parabens, TBBPA, BPA, TCS, HBCD, APs and APEOs were quantified by liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). The developed analytical protocol was applied

to a set of air samples collected from four indoor environments.
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Table 1. Selected analytical protocols for EDCs analysis in indoor air.

Active

Compounds Atmospheric phase Sampling ) Extraction Pretreatment Analysis
. . sampling Ref.
studied studied method method step method
volume (m?®)
Gaseous and particulate PUF + filter
HBCD ) ) 56 y
TBBPA separately (passive and active Soxhlet (hex/CH2CI2, 1/9 viv) SPE (silica) LC/MS/MS (reverse phase) 6
Results in gas + particle sampling)
104 EDCs . XAD-2 + PUF + filter Soxhlet (hex+6% diethyl ether) Drying with sodium sulfate
gaseous + particulate ) ) 12 ) o GC/MS 35, 40
(63 detected) (active sampling) Shaking (DCM) Derivatization
57 EDCs Gaseous and particulate PUF + filter o GC/IMS/IMS
) ) 20 PLE (DCM) Derivatization 36
(34 detected) separately (active sampling) GCIMS
PCB PUF - o
Gaseous . ) - Soxhlet (hex) Sulfuric acid + SPE (florisil) GCIMS 47
PBDE (passive sampling)
. , o . GC/MS
Gaseous and particulate XAD-2 + filter ) SPE (florisil, silica/alumina,
56 EDCs ) ) 136 Depression system (DCM) o - ) GC/MS/MS 26
separately (active sampling) acidic silica/silica/alumina)
LC/MS/MS (reverse phase)
Phtalates
PUF _
Musks Gaseous ) . 2 PLE (hex/diethyl ether 95/5 v/v) - GCIMS 37
(active sampling)
(10 detected)
Tenax TA
Musks Gaseous ) . 5 - - GCIMS 38
(active sampling)
Solid phase extraction
Alkylphenols Particulate disk + filter 14.4 Ultrasonication (acetone) Derivatization GCIMS 41
(active sampling)
PBDE Gaseous and particulate PUF + filter
. . 150 Soxhlet (hex/DCM) - GC/MS 42
TBBPA separately (active sampling)
Gaseous and particulate
PUF + filter
PAH separately 29 Static extraction (hex/DCM 4/1 viv) SPE (acidic silica) GC/MS 43

Results in gas + particle

(active sampling)
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Active

Compounds Atmospheric phase Sampling ) Extraction Pretreatment Analysis
. . sampling Ref.
studied studied method method step method
volume (m?3)
Gaseous and particulate XAD-2 + filter Soxhlet (hex’DCM 50/50 v/v)
PAH . . 28.8 o - HPLC/FLUO (reverse phase) 44
separately (active sampling) Sonication (hex/DCM 50/50 v/v)
PAH
PCB PUF HPLC/FLUO (reverse phase)
Gaseous . ) - Soxhlet (DCM) - 45, 46
PBDE (passive sampling) GCIMS
Pesticides
PBDE Gaseous and particulate PUF + filter Sulfuric acid
PCB separately (passive and active 2.7 Soxhlet (DCM) SPE (sodium GCIMS 48
Results in gas + particle sampling) sulfate/aluminium oxide)
Gaseous and particulate )
PUF + filter eati
PBDE separately ) . 9.1 PLE (petroleum ether or DCM) Filtration GC/MS 49
) ) (active sampling)
Results in gas + particle
. . GC/MS
69 EDCs Gaseous and particulate XAD-2 + filter Present
200 PLE (DCM/MeOH, 2/1 viv) - GC/MS/MS wd
study

(57 detected)

separately

(active sampling)

LC/MS/MS (reverse phase)

PLE: Pressurized liquid extraction, hex: hexane, DCM: dichloromethane, SPE: solid phase extraction, PUF: polyurethane form, MeOH: Methanol
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2- EXPERIMENTAL SECTION

2.1- Standards and reagents. Quartz fiber filters (QMA; diameter 47 mm; porous 0.3 pm) were
supplied by Whatman (Fisher Scientific, Illkirch, France). Amberlite XAD-2 resin (particle size 20-60
mesh) was purchased from Supelco (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France).

Organic solvents of chromatographic quality (Merck Suprasolv) were obtained from VWR,
Strasbourg, France). Helium and nitrogen (gas purity 99.999 %) were supplied by Air Liquid (Paris,

France).

Mixed native PBDE standard solutions were purchased from Cambridge Isotope Laboratories (LGC
Standards, Molsheim, France). Isotope-labeled PBDE compounds used as surrogate standards, were
obtained from Wellington Laboratories (BCP Instruments, Irigny, France). PCB congeners were
supplied by LGC Standards. HCB and PeCB were purchased from Dr. Ehrenstorfer Reference
Materials (CIL Cluzeau, Sainte-Foy-la-Grande, France) and LGC Standards, respectively. Phthalates
(native and isotope-labeled standards) were purchased from Supelco. PAHs (native and isotope
labeled standards) and the lindane-d6 standard were obtained from CIL Cluzeau. Parabens (native and
isotope labeled standards) were purchased from Supelco. TBBPA and tetrabromo (**C1,) bisphenol A
(MTBBPA) were supplied by BCP instruments. BPA and BPA-d16 were purchased from A2S -
Analytical Standard Solution (CIL Cluzeau). Triclosan and HBCD (native and labeled standards) were
obtained from Wellington Laboratories. APs and APEOs were purchased from Sigma Aldrich.
Galaxolide, tonalide, cypermethrin, (*3Cg)cis-permethrin and lindane were supplied by Cambridge
Isotope Laboratories (CIL Cluzeau and LGC Standards).

2.2- Sample collection. The sampling method was modified from a previous study(Granier and
Chevreuil, 1997). Briefly, a 15-days integrated sampling was performed in the summer of 2013 at four
sites near Paris, France: a house, an apartment, an office and a day nursery. This long period of
sampling with a medium flow was chosen to ensure quantification of EDCs present at very low
concentrations in indoor air (e.g PCBs or PBDES). At each location, three consecutive samplings were
performed. The particulate phase of the air was collected onto a QMA filter previously cleaned by
heating at 400 °C for 4 h. The filters were placed on open aluminum filter holders (Ecomesure, Janvry,
France) and used in Total Suspended Particles (all particles that are suspended in air) sampling mode.
The gaseous phase was collected onto Amberlite XAD-2 resin, which was previously cleaned using an
extraction sequence with an accelerated solvent extraction (ASE 350 Dionex, Thermo Scientific).
Three successive clean-up extractions were performed with methanol, acetone and
hexane/dichloromethane (50/50 v/v). The XAD-2 resin was then dried under vacuum and placed in
two brass cartridges (13 g on average distributed between the two cartridges): Al and A2 (13 mm
diameter; 10 cm length). This sampling system (filter and resin cartridges) was connected to a

sampling pump (Hailea HAP80 supplied by the Koiconnect website) equipped with a flowmeter
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(Hivolin, Germany) to check the flow rate (around 700 L/h) and the linear speed (< 150 cm.s?)
through the cartridge. Figure 1 summarizes the sampling system.

XAD-2 resin cartridges Valve :
Ne=2 Time counter
Al A2 + timer
QMA R |
Filter 1 Volumetric

counter

(5 l/

Figure 1. Sampling system for indoor gaseous and particulate phases.

2.3- Extraction. The sorbents, filters and resins were spiked with a mixture of all surrogates the night
before the extraction and stored overnight at 4 °C for the resins and at room temperature in a
desiccator for the filters. The spiking amounts of surrogate standards are described in the supporting
information (Table S-1).

EDC extraction from the resins and filters was performed by ASE. The resins and filters were packed
into 34-mL and 5-mL stainless steel cells, respectively, and extracted with a
dichloromethane/methanol (2/1 v/v) mixture. The instrument was programmed to operate at 1,500 psi
and 100 °C for 3 static extractions (5 min) and purging cycles (120 s). The extracts were evaporated
under a gentle stream of nitrogen at 70 °C up to 500 puL of methanol. All the remaining solvent was
replaced with 500 pL hexane for gas chromatography analysis: evaporation under a gentle stream of
nitrogen at 70 °C. Two blank extractions were conducted for each sampling period, one extraction for
the gaseous phase matrix and one for the particulate phase matrix, corresponding to extracts obtained
from clean XAD-2 resin and a clean QMA filter, respectively. These blanks were analyzed together
with the corresponding samples.

2.4- Analytical methods. Some analytical methods were based on those previously described by
Alliot et al.(Alliot et al., 2014) and were modified to improve analytical performance.

2.4.1- LC/MS/MS analyses. Chromatographic separation of fourteen compounds was performed on a
1200 liquid chromatograph coupled with a 6410B triple-quadrupole mass spectrometer (Agilent
Technologies, Massy, France). The SVOCs analyzed were four parabens (P), methyl-P, ethyl-P,
propyl-P and butyl-P; two APs, octylphenol (OP) and nonylphenol (NP); four APEOSs, octylphenol
monoethoxylate, octylphenol diethoxylate, nonylphenol monoethoxylate, and nonylphenol
diethoxylate; TBBPA, HBCD, triclosan and BPA. These compounds were separated on an analytical
column (Zorbax Eclipse XDB-C18; 4.6 x 50 mm; 1.8 um, Agilent Technologies, Les Ulis, France)
heated to 50 °C and equipped with a pre-filter (2 mm; 0.2 um) using a mobile phase gradient of water
(solvent A)/methanol (solvent B). The initial conditions were 60 % A. A 10-min gradient was initiated

immediately after injection (10 pL) until 100 % B was reached; these conditions were maintained for
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2 min, and the column was finally stabilized for 5 min with 60 % A (the total run time was 17 min).
Ammonium hydroxide (5 mM) was added to the mobile phase (solvent A) for the APs, BPA and
APEOs analyses. The operating conditions for LC/MS/MS are detailed in the supporting information
(Tables S-2, S-3, S-4 and S-5).

2.4.2- GC/MS analyses. The compounds analyzed by GC/MS were fifteen PAHs, acenaphthylene,
acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthracene,
chrysene,  benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene,  benzo(a)pyrene, indeno(c,d)pyrene,
dibenzo(a,h)anthracene and benzo(g,h,i)perylene; nine phthalates, dimethylphthalate (DMP),
diethylphthalate (DEP), diisobutylphthalate (DiBP), di-n-butylphthalate (DnBP), butylbenzylphthalate
(BBP), di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), di(n-octyl)phthalate (DnOP), diisononylphthalate (DiNP)
and diisodecylphthalate (DiDP); two synthetic musks, galaxolide and tonalide; and cypermethrin.
Chromatographic separation of the twenty-seven EDCs was performed with a 7890 A gas
chromatograph coupled with a 5975 A mass spectrometer (Agilent Technologies). The system was
fitted with a deactivated silica Siltek guard column (250 um ID) from Restek (Lisses, France)
connected to a ZB-5MS analytical column (30 m, 250 um ID x 0.25 um film thickness) from
Phenomenex (Le Pecq, France). The synthetic musk analysis was based on the Peck and Hornbuckle
method(Peck and Hornbuckle, 2006), with a temperature program modification to reduce analysis
time. The operating conditions for the GC/MS analyses are presented in the supporting information
(Tables S-6, S-7, S-8 and S-9).

2.4.3- GC/MS/MS analyses. Thirty compounds were analyzed by GC/MS/MS: eight PBDEs, the
congeners 28, 47, 99, 100, 153, 154, 183 and 209; nineteen PCBs, the congeners 28, 52, 77, 81, 101,
105, 110, 114, 118, 123, 126, 138, 153, 156, 157, 167, 169, 180 and 189; HCB, PeCB and lindane.
The compounds were separated on a gas chromatograph (Agilent 7890) coupled to a 7000 B triple
quadrupole mass spectrometer with electron impact (EI) ionization (70 eV) (Agilent Technologies)
and equipped with a deactivated silica Siltek guard column (250 um ID) from Restek (Lisses, France)
connected to a JW HP-5MS analytical column (15m, 250 um ID x 0.25 um film thickness) for
PBDEs and to a SGE-HT8 analytical column (50 m, 320 um ID x 0.25 um film thickness) for PCBs,
HCB, PeCB and lindane. Before analysis, the extracts were concentrated to ca. 50 yL to improve the
sensitivity of the method. The operating conditions for the GC/MS/MS analyses are detailed in the
supporting information (Tables S-6, S-10 and S-11).

2.5- Analytical performances. Several performance parameters of the analytical process were
evaluated for each analyte from the two atmospheric phases. The sorbents (XAD-2 resin and QMA
filter) were spiked the night before extraction and stored overnight at 4 °C for the resins and at room
temperature in a desiccator for the filters. The spiking amounts of the analytes were similar to those
found in indoor air and are described in the supporting information (Table S-12). The limit of

detection (LOD) and the limit of quantification were considered as the spiking amount (pg) with a
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signal/noise ratio of 3 and 10, respectively. The LOD and LOQ were calculated on a mass-basis and
reported as a concentration (pg-m) over the average sample volume (196 m®). They were established
for each compound and are indicated in the supporting information (Table S-13). All the quantification
limits were below 600 pg:m™. Phthalates have the higher ones which could be explained by the
background contamination issue. The others contaminants have quantification limits under 25 pg'm™.
Quantification was performed by surrogate standard calibration. To evaluate the extraction efficiency,
the surrogate standard recoveries were quantified by the addition of internal standards before the
analyses. The amounts of internal standard used are detailed in the supporting information (Table S-1).
Calibration curves were constructed for each extract analysis. Any r? value from the linear regression

curves greater than 0.99 was considered acceptable.

2.6- Presentation of data. Compound concentrations are expressed in ng-m™ for the two atmospheric
phases. As background contamination is usually an issue with trace levels contaminants, we adopted
the following strategy: if the target compound concentration in the sample was not four times higher
than blank concentration, a blank correction was performed. No correction was done if the sample
concentration was four times higher than the blank. The EDCs concentrations (blank corrected or not)
were presented as “<LOQ” when they were below calculated LOQ. For some compound families, the
given concentrations correspond to the sum of the analyzed congener concentrations. These
compounds are designated as follows in the results: “X 7 Phthalates”, corresponding to the sum of
DMP, DEP, DiBP, DnBP, BBP, DEHP and DnOP; “X OP + NP”, representing the sum of octylphenol
and nonylphenol; “X Ethoxylates”, corresponding to the sum of octylphenol monoethoxylate
(OP1EO), octylphenol diethoxylate (OP2EQ), nonylphenol monoethoxylate (NP1EO) and
nonylphenol diethoxylate (NP2EO); “X Parabens”, corresponding to the sum of methyl-P, ethyl-P,
propyl-P and butyl-P; “X 8 PAHsS-NF” in reference to the 8 PAHs described in the NF X 43-329
AFNOR standard, i.e., benzo(a)pyrene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, indeno(1,2,3-
c,d)pyrene, benzo(a)anthracene, dibenzo(a,h)anthracene, benzo(g,h,i)perylene and fluoranthene;
“Y 6 PBDEs”, representing the sum of PBDE congeners 28, 47, 99, 100, 153, 154; “Z 7 PCBs” and
“¥ DL-PCBs”, corresponding to the sum of PCB congeners 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180 and to the
sum of the dioxin-like PCB congeners 77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169, 189,
respectively. The concentrations of the other compounds are given individually.

2.7- Uncertainty study by fully nested design. Uncertainty calculation by fully nested design has
been described by Maroto et al. (Maroto et al., 1999a, 1999b). This approach estimates the
uncertainty of future measurement results using the information from the validation processes using
spiked sorbent. The spiked amounts are described in the supporting information (Table S-12). This
study does not strictly estimate the uncertainty of a future routine sample because the generated data
are related to a test sample. However, if the test sample is homogeneous, stable and representative

(i.e., similar to routine samples), then the estimation can be considered significant and can provide
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uncertainty information for each preprocessing step (spiking, extraction and concentration) and each
analytical step (reproducibility and repeatability). In this study, the global uncertainty (U) is defined as
the sum of various factors of variation (equation 1)(Maroto et al., 1999a).

| ¥

= tc:).'r?l’eff X '*.Jl uareprnmsteps + uaays + u;eplicates (equatlon 1)

where
- taaverr IS the two-sided Student value at a given o probability and vex degrees of freedom
(when there are more than a few experimental measurements, too, verr IS close to 2 for a
probability of 95 %),
- U%preproc. steps IS the uncertainty from preprocessing steps,
- U%ys is the uncertainty from the daily analytical variation,

- Ureplicates iS the uncertainty from the analytical variation of the replicates.

To obtain all sources of uncertainty, a fully nested design experiment can be used (Figure 2) to provide
an estimate of accuracy for the different studied factors by an analysis of variance (ANOVA) and a
calculation of the different variance terms. Because the spiked sorbent (XAD-2 resin or QMA filter) is
a major contributing factor and because we expected heterogeneity in the variance decomposition, the
analytical measurement uncertainty was determined for each sorbent type separately. The other
contributing factors to the uncertainties of the method were the pretreatment step and the inter- and
within (replicates)-day measurement variations. For an extract, the analyses were performed on two
different days, with two repeat measurements each day. The variances of the different factors were

calculated according to published specifications(Dehouck et al., 2003; Maroto et al., 2001).

Day: J=2

Replicates: K=2 I R1 | I R2 || R1 | R2 | R1 | | R2 | R1 | R2 |

R: average recovery, P1andP2: preprocessing step 1and2; D1 andD2:day 1 and 2;R1 andR2: replicate 1Land 2

Figure 2. Two-factor fully nested design.
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Table 2 shows the ANOVA table and the equations used for the uncertainty calculations. The recovery
rates of the compounds were estimated for each extraction sorbent spiked by two different operators.
For any sorbent, the global uncertainty was calculated from equation 1. Uncertainties were calculated
on a mass-basis and converted to a concentration (ng'm3) over the average sample volume (196 mq)
for all EDCs.

Table 2. ANOVA table for fully nested experimental design and method of uncertainty calculation.

Source Levels Mean squares (MS) Uncertainty (u?) Degrees of freedom
Preprocessing steps 1=2 JXKX (Zizzl(ii -%? Mspreprocessingsteps — MSqyy I—1
I-1 ] xK
Da J=> KX B X (R — %) MSaay = MSrepiicates Ix(-1)
Y D K
2 Y2 Y2 oy —%.)2 MS..
Replicates K=2 21_1211,;1]2:)?_&(()(_”1(1) %) replicates Ix]x(K—-1)

3- RESULTS AND DISCUSSION

3.1- Sampling and extraction efficiency. The sorbent materials, XAD-2 resin and QMA filter, were
selected based on their frequent use in SVOC studies (Granier and Chevreuil, 1997; Liu et al., 2001,
Wallace et al., 1996). Moreover, Chuang et al. (Chuang et al., 1987) have demonstrated that the
efficiency of XAD-2 resin is higher than that of polyurethane foam (PUF) for PAHSs, which have
physical properties similar to those of the target SVOCs.

The assessment of the sorbents ability to retain target compounds from atmospheric phases was carried
out, by comparing two sampling flow rates on the one hand, and on the other hand, by estimating
relative retention efficiency between two serial XAD-2 resins cartridges in comparison with that of the
QMA filter. Both studies were conducted in the office.

The impact of the flow rate on sorbents efficiency to retain EDCs is first presented. Gaseous and
particulate phases were collected with two sampling systems operating simultaneously at different
flow rates, 686 and 319 L/h, chosen to study the interest of working with medium volumes compared
to low volumes usually employed in the literature. XAD-2 resins and QMA filters were then analyzed
to evaluate their content in contaminants reported in ng.m= for gaseous and particulate phases,
respectively (Table 3 and Table S-14). Whatever the flow rate used, the EDCs concentrations in the
two atmospheric phases were in the same order of magnitude, in general. The highest flow rate
allowed the quantification of galaxolide and nonylphenol at large concentrations in gaseous phase. But
the particulate phase concentrations were the same for the two flow rates, suggesting no breakthrough
from the QMA filter to the XAD-2 resin of these compounds. This observation may therefore be the
consequence of a point source contamination by scented products during the sampling period, more

quickly integrated by the medium flow system than by the lower one before its atmospheric

266



Annexes

dispersion. The similar differences in concentrations found between the two-sampler flow rates for
nonylphenol in the gaseous phase suggest the detergent nature of the involved products. Cypermethrin
concentrations in particulate phase were larger when using the lowest flow rate. It was not possible to
be sure that the cypermethrin was at least partially breakthrough to the XAD-2 resin. These results
show that the flow rates and the sorbents used for the sampling were adapted to the target

contaminants.

Table 3. EDC concentrations (in ng.m) in gaseous and particulate phases from the office according to sampling

flow rates.
Flow rate: 319 L/h Flow rate: 686 L/h
Compound Linear speed: 67cm/s Linear speed: 144 cm/s
Gaseous  Particulate Gaseous Particulate
phase phase phase phase
Phthalates
DEHP 8,239 92,27 4,839 84,15
> 7 Phthalates 265,5 231,3 216,6 1914
Musks
Galaxolide 6,566 0,387 21,71 0,322
Tonalide 3,046 0,069 4,701 0,053
Alkylphenols
Octylphenol 2,856 0,139 3,933 0,102
Nonylphenol 12,85 0,368 24,99 0,301
> OP + NP 15,70 0,507 28,92 0,403
OP1EO 0,596 0,037 0,975 0,041
OP2EO 0,002 0,017 0,003 0,015
NP1EO 2,799 0,928 4,402 1,001
NP2EO 0,274 0,289 0,095 0,503
> Ethoxylates 3,672 1,270 5,475 1,561
Phenols
Bisphenol A 0,068 0,390 0,023 0,521
TBBPA - 0,020 - 0,028
Parabens
Methyl-P 1,874 0,116 2,406 0,140
Ethyl-P 0,091 0,003 0,125 0,005
Propyl-P 0,524 0,023 0,969 0,027
Butyl-P 0,030 0,005 0,054 0,005
> 4 Parabens 2,519 0,147 3,655 0,176
PAHs
Phenanthrene 90,17 0,125 90,08 0,152
Benzo(a)pyrene 0,067 0,217 0,057 0,309
> 8 PAH-NF 11,69 1,832 10,82 2,452
Pesticides
Cypermethrin 2,146 27,189 2,403 5,479
Lindane 0,88 0,012 0,62 0,010
PCBs
HCB 1,246 0,001 1,151 0,001
PeCB 1,410 0,001 1,223 0,001
> 7PCB 2,858 0,053 3,733 0,049
> DL-PCB 0,125 0,004 0,154 0,003
PBDEs
PBDE 47 0,057 0,010 0,089 0,012
> 6 BDE 0,076 0,044 0,115 0,051
Others
HBCD 0,000 0,001 0,000 0,001
Triclosan 0,224 0,052 0,416 0,072
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For the other study, integrated air sampling was performed over 15 days with two serial XAD-2 resin
cartridges (Al and A2) and a QMA filter for the sampling of the gaseous phase and the particulate
phase, respectively. The retention efficiency of the XAD-2 resin in the first cartridge A1 was assessed
by comparing the target EDCs content of the two cartridges and the QMA filter. The majority of the
SVOCs of interest were retained on the first cartridge Al, which adsorbed an average of 81 % of the
trapped compounds (Figure 3), particularly the most volatile compounds: parabens, triclosan, APs,
alkylphenols monoethoxylates (AP1EQ), synthetic musks, volatiles phthalates, semi-volatiles PAHSs,
PBDE 47, PeCB, HCB, lindane and volatiles PCBs. The less volatiles compounds were mainly present
in the particulate phase and retained by the QMA filter: HBCD, BPA, NP2EOQ, cypermethrin, non-
volatiles phthalates and non-volatiles PCBs. Sixty percent of PBDE 99 and the non-volatiles PAHs
were held on the QMA filter and the remaining was mainly adsorbed on the first XAD cartridge (Al).
Since DnOP, OP2EO, PBDE 28, PBDE 100, PBDE 153 and PBDE 154 presented concentrations
below their LOQs, their distribution between adsorbents could not be established. The percentages of
the retained amounts by the different sorbents and the vapor pressures are detailed for each compound
in the supporting information (Table S-15).
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Figure 3. Distribution of the compound amounts retained on the two XAD-2 resin cartridges and the QMA

filter.

Furthermore, the extraction efficiency of the analytes from the two sorbents, XAD-2 resin and QMA
filter, was determined by a recovery study using spiked sorbents containing all target EDCs. The
spiking amounts used are detailed in the supporting information (Table S-12). Recovery assays
demonstrated satisfactory results with respect to the contaminant concentrations studied in indoor air.
The median recovery rates of the compounds were 98.6 % and 98.3 % from the XAD-2 resin and the

QMA filter, respectively (Figure 4). Some analytes (acenaphthtylene, acenaphthene, fluorene, and
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PeCB) might have been lost during the concentration step because of their volatility, resulting in
recovery levels below 70 %. Since the low recovery rate of HBCD could not be explained by its
volatility, the assumption is a not well extraction of this compound from the two sorbents. DiNP could
not be accurately quantified. Less than 10 % of the spiking amounts were detected in the extraction of
the blanks, which is consistent with contamination levels in indoor air. TBBPA extraction from the
XAD-2 resin was not possible under the ASE conditions used. The recovery rates for each compound

in each atmospheric phase are presented in the supporting information (Table S-13).
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Figure 4. Efficiency extraction of target compounds from the two sorbents (XAD-2 resin and QMA filter).

3.2- Analytical measurement uncertainty. The results of the uncertainty analysis are summarized for
every group of compounds in Table 4 and detailed in the supporting information (Table S-16). The
values obtained in the uncertainty study were lower than the mean concentration levels found in
indoor air presented in the next section (Table 5).
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Table 4. Global uncertainty of target compounds measurement evaluated by the fully nested experiment.

Uncertainty (ng'm)

Compound Gaseous phase Particulate phase
Phthalates 4.64 491
Synthetic musks 0.07 0.06
Alkylphenols 0.13 0.29
Alkylphenols ethoxylates (except OP2EQ) 0.03 0.05
OP2EO 0.17 0.11
BPA 0.62 1.28
TBBPA - 0.18
Parabens 0.09 0.07
PAHSs 0.24 0.29
Lindane 0.15 0.09
PeCB 0.34 0.08
HCB 0.04 0.11
PCBs 0.10 0.22
PBDEs 0.05 0.03
HBCD 0.02 0.01
Triclosan 0.02 0.02

3.3- Application of the analytical method. The overall validated analytical protocol (sampling,

extraction and chromatographic analysis) was then applied to the characterization of indoor air

contamination by the target EDCs. Gaseous and particulate phases from four indoor locations (day

nursery, house, office, and apartment) were collected during summer 2013 over three consecutives

periods of 15 days, and their EDC content was analyzed (Table 5). The results were compared to the

literature to evaluate the developed protocol efficiency. The compound concentrations in the gaseous

and particulate phases are detailed in the supporting information (Table S-17).
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Table 5. EDC concentrations in gaseous and particulate phases collected indoors in summer 2013. Each value,
expressed as ng-m’3, corresponds to the mean of three successive samplings (mean + SD, n = 3).

Day Nursery House Office Apartment
Compounds Gaseous Particulate Gaseous Particulate Gaseous Particulate Gaseous Particulate
phase phase phase phase phase phase phase phase
Phthalates
DEHP 32+16 264+39 21+21 154 £32 7.0£2.0 91435 13+11 178+33
> 7 Phthalates ~ 845+103 402+105 857+£140 179466 708+159 132+35 773+£110 20677
Musks
Galaxolide 35+4 0.20+0.02 59+14 0.17+0.09 33+16 0.4+0.01 22+9 0.08+0.04
Tonalide 375 0.12+0.08 9.1+2.6 0.021 +0.006 8.9+3.3 0.05+0.02 16+3 0.06+0.03
Alkylphenols
Octylphenol 15+04 O.OOZi(l)'OO 1.3+0.4 0.003+0.001 1.4+0.2 0.002 +£0.002 1.3+0.2 0.004 +0.002
Nonylphenol 26+4 0.2+0.1 279 0.17+0.08 1616 0.210.1 1142 0.310.4
> OP + NP 27+17 0.2+0.1 29+18 0.2+£0.1 17+10 0.2+£0.1 1247 0.3+0.2
OP1EO 0.1+0.2 0.5+0.3 0.3+0.1 0.009 +0.006 0.6+0.3 0.020+0.004 0.25+0.08 0.04+0.02
OP2EO <LOQ 0.0161-(2)'00 <LOQ  0.006:+0.005 <LOQ  0.028+0.009 <LOQ 0.04+0.01
NP1EO 3.5+0.2 0.4+0.2 5.2+0.9 0.2+0.1 4.6+2.3 0.5+0.2 6.9+3.7 0.6+0.2
NP2EO 0.096+0.006 0.33£0.02  0.19+0.07 0.21+0.04 0.10+0.08 04+0.1 0.2+0.2 0.36+0.02
> Ethoxylates 3.8£2.0 1.3+0.2 5.7+2.8 0.4+0.1 5.3£25 0.9+£0.2 7.4+3.9 1.0+0.3
Phenols
Bisphenol A 0.002+0.003 0.3+0.4 0.003+0.004 0.20%£0.05  0.002+0.003 0.6+0.6 0.003+0.005 0.13%0.07
TBBPA - 0.009J_r2'00 - 0.005+0.005 - 0.1+0.2 - 0.02+0.02
Parabens
Methyp 37418 0052400 13102 001240005 7.9¢14  008+003 20402  0.019+0.008
Ethyl-P 04202 0005:0%° 013:007 000120001 0.40:004 0003410 017:007 00010001
Propyl-P 0.740.6 0.01512'00 0.27+0.04 00040003 22404  005+002  0.27+0.06 0.004+0.003
Butyl-P 04:01  0006:0% 003260004 0001210% 010:006 00012310 0.13:003 00030001
> 4 Parabens 5.3+1.6 0.08+0.02 1.7+0.6 0.02+0.01 11+4 0.14+0.04 2.6+0.9 0.027+0.008
PAH
Phenanthrene 1545 0.05+0.02 207 0.04+0.04 1548 0.02+0.02 22+6 0.07+0.07
Benzo(a)pyrene <LOQ 0.08+0.12 0.008+0.005 0.014+0.002 0.006+0.004 0.018+0.008 <LOQ 0.018+0.009
> 8 PAH-NF 2.8+1.0 0.74+0.08 3.4+£1.3 0.27+0.03 4716 0.23+0.02 2.4+0.9 0.35+0.05
Pesticides
Cypermethrin 8.748.1 14+14 4.7+1.8 73155 3.1+4.3 1149 4.546.7 15118
Lindane 0.3+0.4 0.00112'00 0.18+0.08 0.001+0.001 0.29+0.06  5.10*+0.001 5.3+1.2 0.02+0.01
PCB
HCB 0.3+0.1 3.10"‘15'10 0.4+0.1 4.10%+5.10* 0.2+0.1 3.10%+3.10* 0.50+0.09 5.10*+5.10*
PeCB 0.06+0.05 <LOQ 0.3+0.1 <LOQ 0.14+0.06 <LOQ 0.30.1 <LOQ
> 7PCB 0.36+0.06 0.00312'00 0.59+0.09 0.004+0.001 2.2+0.6 0.011+0.001 0.6+0.1 0.003+0.001
> DL-PCB  0.025+0.006 1.10* 0.06+0.02 0.001+1.10* 0.11+0.05 0.003+0.001  0.03+0.01 1.10*
PBDE
PBDE47  002:002 0003+ 0002:0001  <LOQ 02402  0012+0007 00030002  <LOQ
> 6 BDE 0.02+0.02 0.00313"10- 0.002+0.001 <LOQ 0.24+0.07 0.057+0.006 0.003+0.002 <LOQ
Others
HBCD 1'10411.10-4 0.001143'10 0.002+0.003 0.001+1.10* 1.10“#1.10* 0.001+3.10* 3.10“+0.001 3.10*+2.10*
Triclosan 0.06+0.04 0.007i(2)'00 0.09+0.03 0.013+0.007  0.21+0.04 0.022+0.005 0.14+0.02 0.018+0.006

Phthalates were the most abundant indoor air contaminants, with air concentration (gaseous and
particulate phases) concentrations ranging from 839 to 1,246 ng'm?. Phthalates concentrations were
highest in the day nursery. The X 7 phthalates (DMP, DEP, DiBP, DnBP, BBP, DEHP and DnOP)
were primarily concentrated in the gas phase (approximately 78 %), and most of the DEHP was

present in the particulate phase (90 % on average). Gas/particle partitioning of the different phthalates
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and their indoor concentration levels were close to those reported in American and French
houses(Blanchard et al., 2014; Rudel et al., 2003).

The synthetic musks were primarily concentrated in the day nursery and in the house, with levels of
approximately 70 ng-:m™ compared to 40 ng'm™ on average in the other two locations. Because of their
high volatility, musks were nearly exclusively present in the gaseous phase (99 % on average). The
contaminant profiles of the atmospheric phases were similar for galaxolide and tonalide in the day
nursery and apartment, while only galaxolide was predominant in the house and office. Higher musk
concentrations were reported in German nurseries (median of 101 ng'm™ and 41 ng-m™ for galaxolide
and tonalide, respectively)(Fromme et al., 2004) and Spanish apartments (143 to 1,129 ng'-m for
galaxolide and 21 to 77 ng-m™ for tonalide)(Regueiro et al., 2009).

The third abundant EDC group was APs (21 ng-m® on average). Among the APs, NP was
predominant, accounting for 89 to 95 % of indoor AP concentrations. NP remains the most produced
AP, representing 80 % of global AP production(Ying et al., 2002). The house and day nursery were
most contaminated by APs, with an average of 28 ng'm™ versus 15 ng-m* for the apartment and
office. APEO concentrations were lower than those of APs (6.4 ng-m™ on average); their major indoor
representative was NP1EO (5.48 ng'm®). Conversely, low concentrations were quantified for the
diethoxylate species (NP2EO and OP2EOQ), which were present at 0.47 and 0.02 ng-m3, respectively.
All APs and APEOs were primarily concentrated in the gaseous phase, contributing 99 % and 85 % of
the total, respectively. The AP and APEO concentrations in indoor air were similar to those reported
for California homes (median of 53 and 20 ng-m™ for NP and NP1EO)(Rudel et al., 2010), American
homes (110, 17 and 8.6 ng'm™ for NP, NP1EO and octylphenol monoethoxylate, respectively)(Rudel
et al., 2003) and Japanese homes and offices (3.7 and 53.2 ng-m™ for OP and NP, respectively)(Saito
et al., 2004).

Because of its null extraction yield on XAD-2 resin, the TBBPA concentrations were determined only
in the particulate phase, with values ranging from 5 to 117 pg'm™. These data are comparable with
those in the literature. TBBPA was reported at concentrations of approximately 20 pg-m™ in fourteen
American dwelling places(Batterman et al., 2009), at 15 pg'm™ in five English houses and at 11 pg'm™

in five English offices [6].

BPA was primarily present in the particulate phase at concentrations from 129 to 560 pgm>.
Comparable levels of BPA were observed in France, with 537 pg-m™ in apartments and 465 pg'm™ in
offices(Blanchard et al., 2014); those observed in American houses were lower than the LOQ value
(800 pg'm®)(Rudel et al., 2010).

Paraben concentrations varied according to the type of living space and were higher in the office
(10.74 ng'm) and day nursery (5.40 ng'm?) than the apartment (2.58 ng-m™®) and house (1.73 ng-m).

The primary use of parabens as bactericides or preservatives can explain their high levels in collective
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locations. Up to 98 % of parabens were present in the gaseous phase. The major paraben was methyl-P
(3.76 ng'm™ on average) because of its high volatility (3.16 x 102 Pa at 25 °C), followed by propyl-P
(0.89 ng'm?®), ethyl-P (0.29 ng'm®) and butyl-P (0.18 ng'm™®). In an American study of 120 houses,
ethyl-P and butyl-P concentrations were below their LOD, while methyl-P was detected at similar
levels, with a median concentration of 2.9 ng-m*(Rudel et al., 2003).

Air contamination by PAHs (T 8 PAHs-NF) was higher in the office (4.90 ng-m?) than in the house
(3.69 ng'm3), day nursery (3.55 ng'm) or apartment (2.70 ng'm). This result may be attributable to
more frequent opening of windows in the office, a source of PAHSs of outdoor origin(Li and Ro, 2000;
Naumova et al., 2002). PAHs were primarily present in the gaseous phase, with an average value of
88 % (= 8 PAHs-NF). Air concentrations of phenanthrene ranged from 15.06 to 22.27 ng'm™ and were
similar to those found indoors in American houses (11 ng:m® in median)(Rudel et al., 2010).
Benzo(a)pyrene was primarily present in the particulate phase at low concentrations (from 14 pg'm3 in
the house to 82 pg-m in the day nursery).

Of the two pesticides analyzed, cypermethrin was 4 to 90 times more concentrated in indoor ambient
air than lindane (17.24 versus 1.51 ng'm™ on average). Cypermethrin was primarily present in the
particulate phase (70 %), while lindane was predominant in the gaseous phase (99 %). Cypermethrin
contamination was highest in the day nursery and apartment (22.88 and 19.49 ng-m?, respectively).
These relatively high levels might be related to the use of anti-cockroach products in the day nursery
and insecticide products for wood furniture in the apartment. The highest concentrations of lindane in
the apartment (5.34 ng-m®) might also be due to the use of insecticide products for wood furniture
before its European ban in 2007. The presence of cypermethrin and lindane has been detected in the
ambient air of American houses but at median concentrations lower than the LOQ (1 ng'm)(Rudel et
al., 2003).

HCB and PeCB were detected at low concentrations in the four locations (mean values of 353 and
196 pg'm, respectively). These two compounds were exclusively present in the gaseous phase. Only
two studies of indoor air levels of HCB and PeCB have been published. Compared to our data, lower
HCB concentrations were observed in Mexican, English and Sweden houses (54, 67 and 150 pg-m™
respectively),(Bohlin et al., 2008) and lower PeCB concentrations were measured on a Czech

university campus (4.07 pg'm) (Bohlin et al., 2014).

The = 7 PCBs concentrations were higher in the office (2.25ng'-m?®) than in the three other sites
(0.51 ng'm™ in average). PCB 52 was the predominant compound in indoor air because of its high
volatility (1.13 x 10 Pa at 25 °C). The concentrations of = DL-PCBs were nearly 10 times lower than
those of = 7 PCBs. All of these PCBs were largely quantified in the gaseous phase. The contamination

levels of these PCBs were consistent with those reported in the indoor air of public locations in
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English offices (5.9 ng'm™ in median)(Harrad et al., 2006) and 20 indoor locations in Canada
(8.5 ng'm™ in median)(Zhang et al., 2011).

PBDEs were primarily present in the office (294 pg'm™ for < PBDEs) compared with the other
dwelling places (10 pg'm™ on average). PBDE 47 was the major representative, accounting for
approximately 100 % (day nursery, house and apartment) or 60 % (office) of the indoor air
contamination by £ PBDEs. PBDE 183 and PBDE 209 could not be quantified. These results are in
accordance with contamination data for PBDEs in American houses (455 pg-m™ in average)(Allen et

al., 2007) and English locations (71 pg'm in offices and 24 pg-m™ in homes)(Harrad et al., 2006).

HBCD concentrations were too low (from 0.7 to 3 pg'm™®) for a comparison between sites or
atmospheric phases. Higher concentrations in HBCD were measured in houses (180 pg'm?®), offices
(170 pg'm®) and public places (900 pg:m™®) in England [6].

Triclosan concentrations varied according to location. The office was the most contaminated site
(230 pg'm®), followed by the apartment (153 pg-m®), house (104 pg'-m) and day nursery (68 pg'm).
No other study is available in the literature to enable a comparison of data.

CONCLUSIONS

The analytical methodology developed is the first that allows simultaneous extraction, identification,
and quantification of a wide variety of EDCs in the two atmospheric phases (gaseous and particulate)
of indoor air. The accuracy and the precision of the analytical protocol gave satisfactory results with
respect to the indoor air concentrations. Certain contaminants were not quantified with precision
because of their high volatility (acenaphthtylene, acenaphthene, fluorene, HCB and PeCB) or certain
analytical difficulties (DiNP). TBBPA could only be extracted and quantified from the particulate
phase. The analytical methods developed were used to investigate EDC behavior in ambient air. Of all
the 69 EDCs initially considered, the methodology was not sufficiently efficient for only these 7
compounds. Overall, it has enabled the quantification of EDCs even at very low levels in indoor air,
including fluorene, PeCB, DiNP and HBCD in the gaseous phase and in the particulate phase for the
last two compounds. The analyzed EDCs were primarily present in the gaseous phase. Triclosan was
guantified in indoor air for the first time. The house and day nursery were the most contaminated
locations. At these sites, phthalates, synthetic musks, APs and parabens were the most abundant
compounds. These results are in accordance with international literature and previous studies for
similar locations(Alliot et al., 2014; Moreau-Guigon and Chevreuil, 2014). The overall analytical
protocol will be used for future studies of seasonal variations of indoor air contamination and will be

associated with in vitro biological assays to evaluate the endocrine-disrupting potential of indoor air.
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Résumé

L’objectif principal de ce projet a été¢ de développer une approche bio-analytique permettant 1’évaluation du danger inhérent a
la multi-contamination de I’air intérieur en Ile-de-France. Elle repose sur des analyses chimiques et biologiques in vitro. Des
méthodes d’analyse chromatographique multi-résidus couplée a la spectrométrie de masse ont été développées et validées
pour 62 composés d’intérét présentant un potentiel perturbateur endocrinien (PE) avéré ou suspecté. Les deux phases
atmosphériques (gazeuse et particulaire) de I’air prélevé dans quatre lieux de vie (créche, maison, appartement, bureau) en
deux saisons contrastées (été et hiver) ont été étudiées pour leur contamination en composés cibles et leur potentiel PE. Ce
dernier a été évalué sur des bio-essais cellulaires de mesure de perturbation d’activité transcriptionnelle. Les résultats
montrent que les familles de composés majoritaires dans 1’air intérieur sont, par ordre décroissant : phtalates > muscs
synthétiques > alkylphénols > parabenes. En outre, les composés sont prédominants en phase gazeuse, et les habitats les plus
contaminés sont la créche et la maison. Des analyses chimiques de ’air extérieur ont montré une origine interne de la
majorité des composés recherchés. L’air intérieur présente un potentiel PE de type cestrogénique, thyroidien et anti-
androgénique. En accord avec son profil de contamination, I’activité biologique de ce dernier se concentre majoritairement
dans la phase gazeuse, et tend & étre plus élevée dans la créche et la maison. Une augmentation du potentiel PE de ’air
intérieur est observée d’été en hiver, alors que sa contamination chimique tend a diminuer en période froide. Ces différences
de profils saisonniers suggerent la contamination des habitats par des composés PE non étudiés ou des interactions d’effet
entre contaminants de ’air intérieur, appelés effets « cocktail ».. Dans ce contexte, une analyse dirigée par les bio-essais, ou
effect-directed analysis (EDA), a été mise en ceuvre pour identifier les composés cibles a 1’origine des effets PE de I’air
intérieur. Un extrait de phase gazeuse prélevée dans la créche en hiver a subi un fractionnement analytique permettant de
réduire sa complexité et de répartir son activité PE dans des fractions réalisées en fonction du log Kow des composés cibles.
Les composés suivants ont été identifiés comme étant potentiellement a 1’origine d’effets PE observés : les phtalates, le
méthyl-Parabéne, les alkylphénols, la cyperméthrine et les muscs synthétiques. Ce travail apporte des connaissances sur le
danger inhérent a la multi-contamination de I’air intérieur ainsi que des données d’exposition utiles a une évaluation des
risques sanitaires. Celles-ci montrent que 1’inhalation peut représenter une voie d’exposition a certains composés PE non
négligeable, surtout pour les populations sensibles telles que les jeunes enfants.

Mots clés : Perturbateur endocrinien, air intérieur, analyse chromatographique, spectrométrie de masse, analyse biologique in
vitro, analyse dirigée par les bio-essais

Abstract

The main objective of this project was to develop a bio-analytical approach leading to the assessment of the inherent hazard
of the indoor air multi-contamination. It is based on chemical and in vitro biological analyses. Multi-residue chromatographic
methods combined with mass spectrometry were developed and validated for 62 target molecules known or suspected as
endocrine-disrupting (ED) compounds. The two atmospheric phases (gaseous and particulate) of air sampled in four living
places (day nursery, house, apartment, office) during two contrasted seasons (summer and winter) were studied for their
contamination in target compounds and ED potential. The latter was assessed by cellular bioassays measuring perturbations
of transcriptional activity. The data showed that the predominant families of compounds in indoor air were in the following
descendant order: phthalates > musks > alkylphenols > parabens. The ED contaminants were mainly present in gaseous
phase, and the most contaminated locations were the day nursery and the house. Chemical analyses of outdoor air have
highlighted the indoor origin of the majority of the studied compounds. An estrogenic, thyroid and anti-androgenic potential
was attributed to indoor air. In agreement with its contamination profile, the biological activity of the latter was concentrated
predominantly in the gaseous phase, and tended to be higher in the day nursery and the house. An increase in ED potential of
indoor air was observed from summer to winter, while its chemical contamination was tending to decrease in cold period.
These seasonal profiles differences suggest the indoor contamination by non-studied ED compounds or interactive effects
between molecules in indoor air, named “cocktail effects”. In this context, an effect-directed analysis (EDA) was carried out
to identify the target chemicals responsible for the ED effects of indoor air. A gaseous phase extract sampled in the day
nursery in winter has undergone an analytical fractionation in order to reduce its complexity and to divide its ED activity
between fractions produced using the logKow of the target compounds. The following chemicals were identified as being
potentially responsible for the observed ED effects: phthalates, methyl-Paraben, alkylphenols, cypermethrin and synthetic
musks. This study allowed to show that is was feasible to apply the EDA methodology to the contamination of an
atmospheric matrix. This work provides both knowledge about the inherent hazard of the indoor air multi-contamination and
exposure data useful in health risk assessment. The latter have shown that the gaseous phase can represent a substantial
exposure route to ED contaminants by inhalation, especially for sensitive populations such as the young children.

Keywords: Endocrine disruptors, indoor air, chromatographic analysis, mass spectrometry, in vitro biological assay, effect-
directed analysis



