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Résumé — Objectif : Les éthers de glycol sont utilisés dans de nombreuses préparations a usage professionnel ou
domestique, en particulier en tant que solvant. Les propriétés reprotoxiques de certains sont principalement liées a leur
biotransformation dans I’organisme. Les métabolites acides sont éliminés par voie urinaire, ce qui en fait des indicateurs
intéressants pour la surveillance en milieu professionnel ou en santé environnementale. Nous présentons une nouvelle
méthode de dosage en chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). Méthodes :
La détection se fait en mode d’ionisation chimique négative avec du méthane comme gaz réactant et I’acquisition est
réalisée en mode full scan de 85 a 152 m/z. Cette méthode permet une surveillance biologique par le dosage simul-
tané de huit métabolites urinaires : les acides méthoxyacétique (MAA), méthoxy-éthoxyacétique (MEAA), éthoxyacé-
tique (EAA), éthoxy-éthoxyacétique (EEAA), 2-butoxyacétique (2-BAA), propoxyacétique (PrAA), phénoxyacétique
(PhAA) et méthoxypropionique (MPA). Résultats : La méthode est linéaire de 0,05 a 2 mg/L pour MAA, MEAA,
EAA, EEAA, PrAA et MPA et de 0,01 a 2 mg/L pour 2-BAA et PhAA avec des coeflicients de régression supérieurs
a 0,99 pour chacun des métabolites. Les limites de détection sont de 0,01 mg/L pour les six premiers métabolites et
de 0,001 mg/L pour 2-BAA et PhAA. Les répétabilités et les fidélités intermédiaires déterminées pour les huit méta-
bolites pour une concentration de 0,5 mg/L sont inférieures a 10 %. Les premiers résultats d’une étude pilote (étude
INSERM) permettant une estimation de I’exposition aux éthers de glycols dans une population de femmes enceintes
sont présentés. Conclusion : Ces résultats montrent que notre méthode de dosage en GC-MS est suffisamment spéci-
fique et sensible pour permettre la surveillance de personnes exposées a de faibles niveaux en milieu professionnel ou
environnemental.

Mots clés : Ethers de glycol, chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse, environnement, exposition
professionnelle

Abstract — Introduction: Glycol ethers are solvents that are present in a large number of products used commercially
and domestically. Reprotoxic properties of some of them are associated with the formation of urinary metabolites.
Biological monitoring of these alkoxycarboxylic acids in urine is useful in monitoring occupational or environmental
exposures. We present a new method developed by gas chromatography equipped with a mass spectrometry (GC-MS).
Methods: Detection is realised in negative ionization mode with methane in full scan acquisition between 85 and
152 m/z. This method provides a procedure for the simultaneous urine analysis of eight acids: methoxyacetic (MAA),
methoxy-ethoxyacetic (MEAA), ethoxyacetic (EAA), ethoxy-ethoxyacetic (EEAA), 2-butoxyacetic (2-BAA), propoxy-
acetic (PrAA), phenoxyacetic (PhAA) and methoxypropionic (MPA) acids. Results: The method is linear (+> > 0.99)
from 0.05 to 2 mg/L for MAA, MEAA, EAA, EEAA, PrAA and MPA and from 0.01 to 2 mg/L for 2-BAA and PhAA.
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The limits of detection of the first six metabolites are 0.01 mg/L and 0.001 mg/L for 2-BAA and PhAA. Repeatability
and intermediate fidelity for the eight metabolites for an urinary concentration of 0.5 mg/L are less than 10%. First
results of a biomonitoring pilot study of INSERM Unit 625 are described. Conclusion: This study is an evaluation of
exposure to glycol ethers during pregnancy in the general population. The results of this preliminary study show that
GC-MS method developed is specific and sensible enough for the evaluation of glycol ethers exposures at low levels in

the general population.
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1 Introduction

Les éthers de glycols forment une famille d’environ
80 substances présentes dans de nombreux produits industriels
et domestiques. Ce sont des molécules dérivées de 1’éthylene
glycol ou du propylene glycol. Leur nature amphiphile les rend
miscibles dans I’eau et dans la plupart des solvants organiques
et permet d’expliquer leur trés grande utilisation.

Leur faible toxicité comparée a de nombreux autres
solvants de mémes propriétés, a également multiplié leur
présence dans des produits comme les colles, les encres, les
vernis, les peintures, les produits d’entretien, les produits
cosmétiques et les produits pharmaceutiques. On connait ac-
tuellement la toxicité plus importante des dérivés de la série
éthylénique et en particulier du monométhyl éther (EGME)
et du monoéthyl éther (EGEE) [1, 2] (tableau I). En plus
d’une toxicité hématologique [3], il semble exister un lien
entre I’infertilité masculine et I’exposition chronique a ces pro-
duits [1,2]. Les cas publiés d’intoxication aigué chez I’homme
par des éthers de glycol sont trés nombreux [1, 2].

Le métabolisme des éthers de glycols dépend de la posi-
tion du groupement alcool sur la chaine alkyle (figure 1). Les
éthers de glycol de la série éthylénique possedent une fonction
alcool primaire qui se métabolise dans I’organisme par la voie
de I’alcool déshydrogénase puis de 1I’aldéhyde déshydrogénase
a I’origine de la formation d’acides alkoxyacétiques éliminés
dans les urines. Certains de ces acides alkoxyacétiques sont
reprotoxiques, notamment 1’acide méthoxyacétique (MAA) et
I’acide éthoxyacétique (EAA) (tableau I). Ils ont été décrits
comme possédant la toxicité la plus importante de I’ensemble
des métabolites. L’acide 2-butoxyacétique (2-BAA) produit
par le métabolisme de 1’éthylene glycol butyl éther (EGBE) a
été décrit comme le plus puissant composé pour ses propriétés
hémolytiques [1,2].

Dans la série propylénique des éthers de glycol, les iso-
meres 0. sont majoritaires et n’ont pas de fonction alcool pri-
maire. IIs se métabolisent par les voies oxydatives des cyto-
chromes P450 a I’origine de la formation de CO;, ce qui en
fait des produits de choix pour éviter les risques de toxicité
pour la reproduction. Cependant, il existe aussi les isomeres
[ minoritaires n’ayant pas eux-mémes d’intérét commercial
mais qui se retrouvent comme impuretés de synthese. Ils ont
une fonction alcool primaire et peuvent se métaboliser en
acides alkoxypropioniques potentiellement toxiques, comme
par exemple 1’acide méthoxypropionique (MPA). Ces iso-
meres [ entrainent ainsi des effets toxiques semblables aux
dérivés éthyléniques [1,2].
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De nombreuses méthodes de dosages des acides
alkoxyacétiques et alkoxypropioniques dans les urines
ont été publiées [4-8]. Elles permettent le suivi biologique
de DI’exposition aux éthers de glycol. Dans ces études, la
chromatographie en phase gazeuse couplée a une détection
en mode ionisation de flamme (GC-FID) ou en capture
d’électrons (GC-EC) est généralement utilisée. En 1989,
Groeseneken et coll. décrivent une méthode de dosage en
GC-EC pour le dosage des principaux acides alkoxyacétiques.
Cette étude montre chez des volontaires sains, que le dosage
de ces composés acides dans les urines est parfaitement
corrélé a 1’exposition des sujets par la mesure des éthers de
glycol dans 1’air atmosphérique [5]. Plus récemment, d’autres
études décrivent le dosage de certains acides alkoxyacétiques
en chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS) [9-11]. Sakai et coll. en 1994, décrivent le
dosage du 2-BAA en GC-MS apres hydrolyse [9]. Shih et coll.
en 1999 publient une méthode simplifiée sans dérivation
en GC-MS pour le dosage des métabolites MAA, EAA et
2-BAA dans les urines [10]. Dans cette étude les effets de la
matrice urinaire non négligeables pour le MAA et 'EAA sont
significatifs pour le 2-BAA [10].

Nous présentons une nouvelle méthode en GC-MS pour
le dosage des métabolites urinaires des principaux éthers de
glycols utilisés en milieu industriel. Cette méthode permet
une surveillance biologique dans le cadre d’expositions profes-
sionnelles aux éthers de glycols par le dosage simultané de huit
métabolites urinaires : les acides MAA, EAA, 2-BAA, pro-
poxyacétique (PrAA), phénoxyacétique (PhAA), méthoxypro-
pionique (MPA), méthoxy-éthoxyacétique (MEAA) et éthoxy-
éthoxyacétique (EEAA) (tableau I).

2 Matériels et méthodes

2.1 Réactifs

Tous les réactifs utilisés sont de qualité analytique.
MAA, EAA, PhAA ont été obtenus chez Sigma Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France), 2-BAA chez Acros Orga-
nics (Noisy-le-Grand, France) et MEAA chez Fluka (Saint-
Quentin-Fallavier, France). PrAA et 1’acide 2-pentoxyacétique
utilisé comme étalon interne ont été synthétisés par le Labora-
toire de Chimie Thérapeutique de la Faculté des Sciences Phar-
maceutiques de Lille et EEAA nous a été gracieusement four-
nis par le Dr Juha Pulkkinen (Université de Kuopio, Finlande).

Le sulfate de tetrabutylammonium hydrogéné (TBAHS)
a été obtenu chez Sigma Aldrich, le bromure de
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Tableau I. Ethers de glycol et principaux métabolites acides formés et dosés en GC-MS dans les urines [2].

Ethers de glycol Métabolites acides Abréviations
des métabolites acides
EGME*, EGDME*, DEGME*, DEGDME*, A. méthoxyacétique MAA
TEGME, TEGDME*
DEGME, TEGME A. méthoxyéthoxyacétique MEAA
EGEE*, EGDEE*, DEGEE, DEGDEE, A. éthoxyacétique EAA
TEGEE A. éthoxyéthoxyacétique EEAA
DEGEE, TEGEE A. butoxyacétique BAA
EGBE, DEGBE, TEGBE A. propoxyacétique PrAA
EGnPE A. phénoxyacétique PhAA
EGPhE A. méthoxypropionique 2-MPA
IPG2ME*

* éthers de glycol classés toxiques pour la reproduction ou le développement embryofoetal en 2008.

SERIE ETHYLENIQUE
Ethers-esters de glycol
R-O-CH,-CH,-OOC-R’
l esterase (sang)
_ R-O-CH,-CH,OH + R’COOH
_.- Ether de glycol
o *Alcool deshydrogénase
po
CO; VOIE MAJORITAIRE
R-O-CH,-CHO

Aldéhydes alcoxyacétiques

*Aldéhyde deshydrogénase

R-O-CH,-COOH
Acides alcoxyacétiques
Eliminés sous formes libre et conjuguée

SERIE PROPYLENIQUE

Ethers-esters de glycol
R-O-CH,-CH(CH3)-OOC-R’

l esterase (sang)

R-O-CH,-CH(CH3)-OH + R’COOH

VOIE MAJORITAIRE, Ether de glycol .
/ i Alcool deshydrogénase

v
CO,

R-O-CH,-CHO
Aldéhydes alcoxyacétiques

1 Aldéhyde deshydrogénase

v
R-O-CH(CH3)-COOH
Acides propoxyacétiques
Eliminés sous formes libre et conjuguée

Fig. 1. Métabolisme des éthers de glycol.

pentafluorobenzyl (PFBBr) chez Fluka, le dichloromé-
thane chez Carlo Erba (Peypin, France) et le pentane chez
Fluka.

Le laboratoire participe au programme de contrdles ex-
ternes de qualité German External Quality Assessment Scheme
(G-EQUAS, Nuremberg, Germany) pour les métabolites EAA
et 2-BAA.

2.2 Instrumentation et conditions d’analyse

La séparation chromatographique est réalisée sur un chro-
matographe en phase gaz de type GC 8000 (ThermoFinnigan,
Courtaboeuf, France) couplé a un spectrometre de masse de
type Automass 30+ (ThermoFinnigan). Un passeur automa-
tique de type AS 800 (CE Instruments, Wigan, UK) permet
I’injection des échantillons. L’ensemble des données est acquis
sur un logiciel de type Xcalibur™ (ThermoFinnigan).

L’injection des échantillons est réalisée en mode sans di-
vision (splitless) a une température de 200 °C. La colonne est
une BPX-5MS (25 m x 0,25 mm, 0,25 um) (SGE, France).
Le gaz vecteur est de I’hélium utilisé a un débit de 1 mL/min.
La température initiale du four est de 70 °C maintenue pendant
2 min puis augmente de 2 °C par minute jusqu’a 120 °C. Apres
0,5 min a 120 °C, la température augmente jusqu’a 320 °C a
la vitesse de 25 °C par minute et est maintenue pendant 5 min.
La température de la ligne de transfert est fixée a 270 °C.

La détection se fait en mode d’ionisation chimique néga-
tive avec du méthane comme gaz réactant. La source est a
une température de 200 °C. L’acquisition est réalisée en mode
spectre complet (full scan) de 85 a 152 m/z.

2.3 Préparation des solutions étalons

A partir des solutions aqueuses a 1 g/L des huit acides,
un mélange a 2 mg/L de chacun d’entre eux est préparé. Il se
conserve un mois a 1’abri de la lumiere a +4 °C.

L’ensemble des échantillons utilisés pour la validation de
la méthode (gamme de calibration y compris) sont des pré-
levements urinaires dans lesquels des ajouts de mélanges de
métabolites ont été réalisés.

2.4 Préparation de I’échantillon

A 100 pL d’urine sont ajoutés de I’acide 2-pento-
xyacétique (étalon interne, 0,1 ug) et I mL de TBHAS (0,1 M)
pour un ajustement du pH a la valeur de 6,0. Apres incuba-
tion pendant 16 h au bain marie a 37 °C en présence de PFBBr
(5 uL) dans du dichlorométhane (3 mL), la phase organique
est isolée. Apres évaporation sous azote, 1’extrait est repris par
du pentane (50 uL).
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Fig. 2. Tracé chromatographique d’un calibrateur préparé a la concentration finale de 1 mg/L pour chacun des métabolites.

Tableau II. Temps de rétention et ions de quantification utilisés en
GC-MS pour les huit métabolites acides et I’étalon interne (EI).

Meétabolites  Temps de retention  m/z
(min)

MAA 23,8 89

EAA 27,5 103
2-BAA 31,0 131
PrAA 29,9 117
PhAA 32,7 151
MPA 27,9 103
MEAA 31,2 133
EEAA 31,6 147
EI 29,3 145

2.5 Quantification

Pour chaque métabolite, un ion de quantification est sélec-
tionné (tableau II).

2.6 Application a une étude pilote
en population générale

Une étude pilote a été menée a I'unité INSERM U625
(Rennes, France) pour estimer les expositions professionnelles
ou environnementales chez des femmes enceintes a différents
solvants dont les éthers de glycols. Cette étude est préliminaire
a 1’étude environnementale nommée PELAGIE (Perturbateurs
Endocriniens, Etude Longitudinale sur les Anomalies de la
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Grossesse et de I’Infertilité) et a été réalisée a partir d’échan-
tillons de PELAGIE [12]. Un échantillon urinaire est recueilli
chez 200 femmes enceintes provenant de deux régions de
Bretagne. Six métabolites ont ét¢ mesurées dans ces échan-
tillons : MAA, EAA, 2-BAA, PrAA, PhAA et MPA.

L’ensemble des résultats des concentrations des méta-
bolites acides dans les urines sont exprimés en mg/g de
créatinine.

3 Résultats

Dans les conditions opératoires décrites, la séparation
chromatographique des huit métabolites et de 1’étalon interne
est réalisée en moins de 33 min (figure 2). Les temps de réten-
tion sont résumés dans le tableau II.

Une relation linéaire est décrite de 0,05 a 2 mg/L pour
MAA, MEAA, EAA, EEAA, PrAA et MPA et de 0,01 a
2 mg/L pour 2-BAA et PhAA avec des coefficients de régres-
sion supérieurs a 0,99 pour chacun des métabolites. Les limites
de détection sont de 0,01 mg/L pour les six premiers métabo-
lites et de 0,001 mg/L pour 2-BAA et PhAA. Elles ont été me-
surées pour chacun des acides a partir de la valeur moyenne du
bruit de fond mesurée sur 20 échantillons a laquelle on ajoute
trois écarts-type. Les répétabilités et les fidélités intermédiaires
déterminées pour les huit métabolites pour une concentration
de 0,5 mg/L sont inférieures a 10 %.

L’exactitude mesurée a partir des derniers controles ex-
ternes de qualit¢é G-EQUAS (n = 4) est située entre 92,7 %
et 97,4 % pour '’EAA et 104,2 % et 113,3 % pour le 2-BAA.
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Tableau III. Résultat de 1’étude pilote de I’exposition des femmes en-
ceintes aux éthers de glycol (Etude PELAGIE, INSERM U625) [12].

Métabolites Détection Moyenne géométrique Maximum

(%) (mg/g créatinine)  (mg/g créatinine)
MAA 35,00 0,10 0,38
EAA 1,50 0,08 0,31
BAA 18,50 0,08 1,03
PrAA 1,50 0,03 0,11
PhAA 97,00 0,58 73,91
MPA 22,50 0,43 8,75

Cette nouvelle méthode de dosage a été utilisée dans
I’étude pilote menée a 1I’Unité INSERM 625. Des résultats pré-
liminaires sont présentés dans le tableau III [12]. Pour les mé-
tabolites EAA et PrAA, moins de 2 % des urines de femmes
sont dépistées positives c’est-a dire supérieures a une concen-
tration de 0,05 mg/L. Par contre on observe des prévalences
élevées respectivement de 35 % et 19 % pour des métabolites
décrits comme reprotoxiques ou hématotoxiques, MAA et 2-
BAA respectivement. Pour ces deux derniers, les concentra-
tions moyennes restent faibles (tableau III). Pour le MPA, seul
métabolite de la série des éthers de glycol de la série des pro-
pyléniques (1-méthoxy 2-propanol), 23 % des urines sont dé-
pistées positives avec une moyenne géométrique relativement
élevée. Enfin, PhAA est présent dans une trés grande majorité
des cas et on a pu observer un échantillon avec une concentra-
tion élevée de 73,9 mg/g de créatinine.

4 Discussion

Cette étude présente une nouvelle méthode de do-
sage en GC-MS des principaux marqueurs urinaires des
éthers de glycol. La méthode décrite a été optimisée pour
huit métabolites sachant que d’autres marqueurs comme
I’acide 2-éthoxypropionique (2-EPA) ou 1’acide butoxy-
éthoxyacétique (BEAA), n’ont pas été suivi dans notre labo-
ratoire en raison de la non disponibilité des solutions étalons
dans le commerce.

A notre connaissance, cette méthode est la premiere dé-
crite dans la littérature permettant le dosage simultané de
huit métabolites dans les urines. D’autre part, elle permet le
suivi de deux nouveaux marqueurs, le MEAA et ’EEAA,
métabolites acides de nouveaux éthers de glycol de type
2-(2-alkoxyethoxy)-éthanol dont tres peu de méthodes de do-
sage pour une surveillance biologique ont été décrits dans la
littérature [11, 13].

La GC-MS en mode d’ionisation chimique négative per-
met de mesurer des concentrations faibles dans des échan-
tillons urinaires en particulier pour certains métabolites
acides comme le 2-BAA. Nous proposons une préparation
d’échantillon assez simple méme si elle nécessite un temps
d’hydrolyse plus long que celui de méthodes publiées sans
hydrolyse [10]. Dans notre étude, le dosage des métabolites
acides est possible apres utilisation d’un agent estérifiant, le
bromure de pentafluorobenzyl. Dans la littérature, différentes
méthodes sont utilisées et en particulier une étape d’estéri-
fication par de 1’éthanol est décrite par Laitinen et coll en
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1997 [8] ou plus récemment par B’Hymer et coll. en 2003
pour le MEAA [11]. Notre méthode est sensible avec des li-
mites de détection plus faibles que celles décrites dans la litté-
rature par Shih et coll. (Ldd de 0,055 mg/L pour le MAA) [10]
ou par B’Hymer et coll. (Ldd entre 0,02 et 0,08 mg/L pour le
MEAA) [11]. La dérivation utilisée dans notre méthode per-
met d’améliorer la sensibilité et la séparation des acides qui
se retrouvent sous une forme moins polaire. La quantification
en GC-MS est réalisée par la mesure de 1’ion le plus abondant
qui correspond dans notre méthode a 1’ion M-1 (tableau II).
Pour chaque métabolite, on constate ainsi la perte de I’agent
dérivant sur le seul ion retrouvé lors de la fragmentation. Le
mode d’ionisation chimique négative choisi explique certaine-
ment cette fragmentation douce.

Cette méthode de dosage a été optimisée dans notre labora-
toire pour une surveillance de 1’exposition professionnelle aux
éthers de glycol [14]. En effet, les concentrations des métabo-
lites acides dans les urines sont bien corrélées au risque pour la
santé chez ’homme [1,2]. Ils deviennent ainsi des parametres
biologiques spécifiques et intéressants dans le cadre d’une sur-
veillance. Pour le MAA et le 2-BAA, le NIOSH (National Ins-
titute for Occupational Safety and Health) propose des valeurs
d’exposition professionnelle de 30 et 60 mg/g de créatinine en
début de poste et fin de semaine de travail lors d’une exposi-
tion a 5 ppm de méthoxyéthanol ou de 2-butoxyéthanol res-
pectivement [15, 16]. Le tableau IV résume les recommanda-
tions internationales actuelles disponibles pour ces parametres
de biosurveillance. Il existe trés peu de valeurs de référence
en milieu professionnel ou en population générale et celles qui
sont aujourd’hui en application ne semblent pas toujours adap-
tées. Les valeurs limites d’expositions professionnelles restent
tres élevées malgré une classification récente comme repro-
toxiques de certains d’entre eux (tableau I).

Un exemple de surveillance en population générale est
présenté et montre que notre méthode de dosage peut égale-
ment étre utilisée dans le cadre d’études environnementales.
La méthode est suffisamment sensible pour 1’ensemble des
marqueurs et dans la grande majorité des cas une linéarité
maximum décrite jusqu’a 2 mg/L est adaptée a une estimation
correcte des concentrations urinaires de ces métabolites.

On notera cependant, la présence quasi systématique de
PhAA dans les échantillons urinaires en exposition profession-
nelle et dans I’exemple de I’étude pilote présentée dans cet ar-
ticle. La présence de PhAA, signe d’une exposition fréquente
au phénoxyéthanol semble compatible avec I’utilisation tres
importante du phénoxyéthanol dans les produits cosmétiques
largement consommés actuellement par 1’ensemble de la po-
pulation.

5 Conclusion

Notre méthode de dosage en GC-MS des métabolites
acides des éthers de glycol est spécifique et sensible et permet
une surveillance de personnes exposées a de faibles niveaux en
milieu du travail ou une surveillance en population générale.

Méme si I'on observe une diminution du suivi de I’ex-
position professionnelle aux éthers de glycol en France, la
surveillance biologique reste un outil indispensable a I’évalua-
tion des risques.
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Tableau IV. Valeurs recommandées des marqueurs urinaires lors de 1’exposition aux éthers de glycol [15, 16].

L. Labat et coll.

Valeurs en Indices biologiques d’exposition
population
générale
MAA - -
PhAA
PrAA
EEAA
EAA - Biological Exposition Index of American conference of
Governmental Industrial Hygienists : BEI
de ’ACGIH = 100 mg/g créat.
Biologischer Arbeitsstoff Toleranzwert, valeur biologique
de référence allemande : BAT = 50 mg/L
(fin de poste, fin de semaine)
Valeur guide en France = 100 mg/g créat.
(fin de poste, fin de semaine)
EPA - -
MEAA Valeur de référence en Finlande = 50 mmol/mol créat.
(fin de poste, fin de semaine)
EEAA - Valeur de référence en Finlande = 120 mmol/mol créat.
(fin de poste, fin de semaine)
BAA <0,5mg/L[15]
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