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RESUME

Le tabagisme reste encore la raison principale de risque d’incapacité et de mort prématurée au pays.
De nos jours, diverses méthodes de sevrage tabagique sont offertes, comme des traitements
pharmacologiques ou encore de I’acupuncture. Malheureusement, celles-ci possédent un faible
taux de réussite, et soient qu’elles ont un prix ¢élevé ou qu’elles ne sont pas totalement satisfaisantes,
entravant ainsi le sevrage pour les fumeurs. Les cigarettes électroniques (CE) ont été introduites
sur le marché Nord-américain autour de 2007 comme des dispositifs alternatifs aux cigarettes

conventionnelles.

Le processus de combustion de la cigarette conventionnelle implique de braler du tabac, tandis que
les CE générent des aérosols a partir du chauffage de liquides (e-liquides) pouvant contenir de la
nicotine, du propyléne glycol, de la glycérine végétale et des aromes. Aujourd’hui, les CE sont bien
acceptées parmi les adultes cherchant a abandonner la cigarette conventionnelle. Cependant, bien
qu’il soit largement reconnu que la CE est beaucoup moins dommageable pour la santé que la
cigarette conventionnelle, peu d’information est présentement disponible sur les risques potentiels
sur la santé que peut entrainer la consommation & long terme de la CE. 1l est connu que les éléments
chauffants des atomiseurs dans les e-cigarettes peuvent contribuer a la présence de divers analytes
métalliques dans les e-liquides (p.ex., cuivre, chrome), se rendant jusqu’aux aérosols inhalés par
les utilisateurs de CE. Pourtant, les mécanismes de relargage de métaux vers les e-liquides et

I’exposition potentielle des utilisateurs aux métaux sont encore meconnus.

Afin d’évaluer de fagon rigoureuse le processus de relargage de métaux vers les e-liquides, les
concentrations de certains métaux ont été mesurées dans les e-liquides avant et aprés la mise en
contact avec les éléments chauffants. Certains facteurs ont été pris en considération, notamment le
pH, la concentration de nicotine, la présence d’ardmes, la forme moléculaire de la nicotine (base
libre ou sels de nicotine), le rapport de la phase organique entre le propyléne glycol (PG) et la
glycérine végétale (GV) et la composition des éléments chauffants. En outre, une caractérisation
préliminaire des risques suite a I’exposition aux métaux contenus dans la phase liquide autant que
dans la phase aérosol a été réalisée afin de déterminer si les utilisateurs pouvaient étre exposés a
des concentrations de métaux supérieures aux valeurs de référence (p. ex., niveau de risque
minimal, MRL, etc.) Les métaux ciblés étaient le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le nickel (Ni) et

le plomb (Pb) di a leur toxicité potentielle par inhalation et leur effet cancérogene pour I’homme.



Les métaux cibles ont été quantifiés par spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-
MS) et les échantillons ont été au préalable traité par digestion acide.

Au début, les teneurs en métaux dans 17 e-liquides, provenant de bouteilles de recharge les plus
commercialisées au Canada, ainsi que dans cing éléments chauffants les plus utilisés (Nichrome 80,
Kanthal A-1 et Acier inoxydable 317L de calibre 36 chaque, plus les éléments chauffants jetables
de Juul et Aspire BVC) ont été quantifiees. Les résultats démontraient que les concentrations de
métaux cibles dans les bouteilles des e-liquides étaient faibles (< 400 pg/kg) ou en dessous des
seuils de detection (p. ex. Cd < DL). Par ailleurs, les concentrations de métaux des éléments
chauffants (mg/kg), se situaient dans un intervalle égal a Cr = 4.3E+04 — 2.1E+05; Ni = 2.0E+03
—9.6E+05; Pb = 1.5E-02 - 4.1 et Cd = 0.6 — 32.4.

En mettant I’emphase sur certaines de leurs propriétés, 12 e-liquides ont été sélectionnés pour le
test de relargage de métaux avec les cing éléments chauffants. Ce test a duré trois jours et consistait
a mettre en contact chaque élément chauffant avec chaque e-liquide a une température entre 200-
250 °C pendant 1 h, selon certains parameétres de vapotage (p. ex., volume d’e-liquide consommé

par jour, nombre de bouffées par jour, etc.)

Les résultats ont montré une tendance a la hausse des concentrations de métaux aprés 1’interaction
avec les éléments chauffants. De plus, avec le méme e-liquide, les concentrations de métaux
relargués variaient selon I’élément chauffant. Le Cr et le Ni étaient toujours présents, suivi du Pb,
mais dans une moindre mesure alors que le Cd était sous la DL dans la plupart des échantillons.
Les mélanges d’élément chauffant + e-liquide avec les concentrations plus élevées de Ni, Cr et Pb,
exprimées en moyenne (écart-type), étaient : Aspire BVC + Melon 0 mg/mL: Ni = 1.22E+04(281);
Aspire BVC + Hit Nicotine 40 mg/mL: Cr = 864(116); et Nichrome 80 + Melon 0 mg/mL: Pb =
56(5) ng/kg.

Les résultats suggéraient que les sels de nicotine a trés forte concentration (40 mg/mL) ont favorisé
le relargage du Cr et du Ni lorsque mis en contact avec certains éléments chauffants. Notamment,
Hit Nicotine 40 mg/mL avec Aspire BVC qui ont relargué les concentrations les plus élevées de
Cr (864(116 ug/kg)) et de Ni (3.39E+03(4.1E+01 png/kg)) par rapport aux autres sels de nicotine.

Le test non paramétrique de Wilcoxon a montré que les concentrations de Ni relargué étaient
significativement différentes (p < 0.05) avec Aspire BVC (p = 0.001, n= 11), Juul (p = 0.001, n=
11), et Nichrome 80 (p =0.007, n=11) par rapport a I'Acier inoxydable 317L, alors que les
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concentrations de Ni relargué par le Kanthal A-1 n’étaient pas significativement différentes de
I’ Acier inoxydable (p = 0.1, n = 11). Les résultats ont donc montré que le relargage du Ni différe
entre les élements chauffants, avec Aspire BVC qui relargue des concentrations supérieures, tandis
que des faibles concentrations sont émises par I'Acier inoxydable 317L. Par contre, les
concentrations de Cr relargué n’étaient pas significativement différentes par rapport a I'Acier
inoxydable 317L.

Enfin, une évaluation de 1’exposition aux métaux et une caractérisation préliminaire des risques a
été effectuée en utilisant les valeurs de référence par inhalation pour les effets non cancérogénes
(p. ex., MRL, PEL, etc.) et en considérant un taux d’absorption de 80 % des métaux, 500
inhalations par jour ainsi qu’un volume journalier d’air inhalé égal a 20 m®. Dans la phase liquide,
les concentrations maximales sdres (CMS) de Cr, de Ni, de Pb et de Cd (mg/mL) ont été établies
comme valeurs limites. Les concentrations de métaux dans les bouteilles de recharge se trouvaient
toujours en dessous des CMS. Parmi les échantillons de relargage de métaux, Juul et Aspire BVC
avec Hit nicotine 40 mg/mL atteignaient une valeur égale ou supérieure a la CMS pour le Cr (111)
(7.5E-04 mg/mL). Ceux-ci représentaient 3.5% du total (2 échantillons sur 57). Pour le Ni, 8.8 %
(5 échantillons sur 57) dépassaient la CMSn; pour une exposition intermédiaire (1.5E-03 mg/mL)
et 10.5% (6 échantillons sur 57) dépassaient une exposition chronique (6.7E-04 mg/mL). En
relation a la phase aérosol, la dose journaliére équivalente (DJEwmacrosor) (Mg/jour) a été établie pour
le Cr, le Ni et le Pb en considérant un pourcentage de passage du métal des échantillons vers
I’aérosol (Cr = 15%, Ni= 30% and Pb= 40%). Pour une exposition intermédiaire, 1.8 % (1
échantillon sur 57) dépassait la DJEni (4.0E-03 mg/jour) et seuls 8.8 % (5 échantillons sur 57)
dépassaient la DJEni pour une exposition chronique (1.8E-03mg/jour).

Des études supplémentaires sur les mécanismes de relargage de métaux produits par les résistances
chauffantes sont nécessaires afin d’éventuellement réglementer la fabrication des éléments
chauffants des dispositifs de CE. En outre, bien que cette étude ait montré que seule une faible
proportion des échantillons testés serait problématique pour le Ni et le Cr (les autres métaux ne
posant pas de problemes), une analyse plus approfondie des risques sur la sante suite a I’exposition

aux métaux qui passent réellement dans la phase aérosol est recommandée.
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ABSTRACT

Smoking is still the main reason for the risk of disability and premature death in Canada.
Nowadays, various smoking cessation methods, such as pharmacological treatments and
acupuncture, are offered. Unfortunately, these have a low success rate either because they are
expensive or not entirely satisfactory, hampering quitting for smokers. Electronic cigarettes (ECs)

were introduced in the American market in 2007 as alternative devices to conventional cigarettes.

The traditional cigarette combustion process involves burning tobacco, while ECs generate
aerosols obtained from liquids containing nicotine, propylene glycol, vegetable glycerine and
flavoring (e-liquids). Today, ECs are well accepted among adults looking to leave the conventional
cigarette. However, even though it’s accepted that vaping is much less harmful than smoking, there
is not enough information available about the potential health risks associated with the long-term
use of ECs. It’s known that the heating elements of atomizers in e-cigarettes can contribute to the
presence of various metal analytes in e-liquids (e.g., nickel, chromium), which reach the aerosols
inhaled by EC users. However, the mechanisms for releasing metals into e-liquids and the

subsequent human exposure magnitude to metals are still poorly understood.

To rigorously assess the process of releasing metals into e-liquids, metal analyte concentrations
were measured in the e-liquids before and after coming into contact with the heating elements. The
influence of specific parameters was considered, such as pH, nicotine concentrations, the flavoring
role, the molecular form of nicotine (free-base or nicotine salt), the ratio of the organic phase
between propylene glycol (PG) and vegetable glycerin (VG) and the composition of the heating
elements. In addition, a screening level risk characterization of metals contained in the liquid and
the aerosol phases was carried out to determine if the vapers were exposed to concentrations of
metals higher than the reference values (e.g., minimal risk levels, MRL, etc.) The target metals
were cadmium (Cd), chromium (Cr), nickel (Ni), and lead (Pb) due to their potential toxicity by
the inhalation route and their carcinogenic effect in humans. Inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) was used to measure metal concentrations after treatment of samples by

acid digestion.

The metal content of 17 e-liquids from refill bottles sold in Canada and in five coils widely used
among vapers (Nichrome 80, Kanthal A-1, Stainless steel 317L and disposable coils such as Juul

and Aspire BVC) was determined. Metal levels expressed as mean (standard deviation) metal
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concentration, were below detection (Cd) to very low in bottle samples (Ni < 76(18); Pb < 16(1.5);
and Cr < 386(15.6) pg/kg). Regarding metal concentrations in coils (mg/kg), values were in the
range of Cr = 4.3E+04 — 2.1E+05, Ni = 2.0E+03 — 9.6E+05, Pb = 1.5E-02 - 4.1 et Cd = 0.6 — 32.4.

Based on their properties, 12 e-liquids were selected for the metal leaching tests with the five
heating coils. The metal leaching experiment lasted three days, and it consisted of putting each coil
in contact with each e-liquid in a temperature range of 200-250 °C for 1 h, according to certain
vaping parameters (e.g., the volume of e-liquid consumed per day, number of inhalations per day,
etc.) ICP-MS analysis showed the increasing metal concentrations as a trend due to the interaction
with the coils. In addition, it was also observed that using the same e-liquid, the metal leaching
concentrations varied depending on the coil. Cr and Ni were constantly present, followed by Pb to
a lesser extent. While Cd was below DL for most samples. Coil + e-liquid combinations with the
highest concentrations of Ni, Cr, and Pb, expressed as mean (SD), were: Aspire BVC + Melon 0
mg/mL: Ni = 1.22E+04(281); Aspire BVC + Hit Nicotine 40 mg/mL: Cr = 864(116); and Nichrome
80 + Melon 0 mg/mL: Pb = 56(5) pg/kg.

Data from this test reported that nicotine salts at 40 mg/mL may enhance Cr and Ni leaching for
some coils. For example, Hit Nicotine 40 mg/mL with Aspire BVC leached the highest
concentrations of Cr (864(116 pg/kg)) and Ni (3.39E+03(4.1E+01 pg/kg)). Stainless steel 317L

released very low metal concentrations.

The non-parametric Wilcoxon signed rank test showed that leached Ni concentrations were
significantly different (p < 0.05) between Aspire BVC (p = 0.001, n=11), Juul (p =0.001, n=11),
and Nichrome 80 (p =0.007, n = 11) each compared to stainless steel 317L, except for Kanthal
A-1 (p =0.1, n =11). Aspire BVC released the highest Ni concentrations, but the lowest

concentrations were released by stainless steel 317L.

Finally, a conservative screening level risk characterization using reference values for inhalation
with non-cancer health effects (e.g., MRL, PEL, etc.) and considering 80% absorption of
metals, 500 inhalations per day, and a daily volume of inhaled air equal to 20 m*® was conducted.
The safe concentration (SC) of Cr, Ni, Pb, and Cd (mg/mL) were established in the liquid phase as
threshold values. All metal concentrations in the refill bottles were always below the SCs. Among
the metal leaching samples, Juul and Aspire BVC with Hit nicotine 40mg/mL were equal or above
SC for Cr (I11) (7.5E-04 mg/mL). They represented only 3.5% of the total (2 out of 57 samples).



For Ni, 8.8% of samples (5 out of 57 samples) exceeded the SCsni for intermediate (1.5E-03
mg/mL) and 10.5% of samples (6 out of 57 samples) exceeded SC for chronic exposure (6.7E-04
mg/mL). In the aerosol phase, the estimated daily dose (EDD.v) (mg/day) was calculated for Cr,
Ni, and Pb, to establish limit values assuming a fraction of metals passage from the coil’s extracts
to the aerosol (Cr = 15%, Ni=30% and Pb=40%). For intermediate exposure, only 1.8% of samples
(1 out of 57 samples) exceeded EDDni (4.0E-03mg/day), and 8.8% of samples (5 out of 57 samples)
exceeded EDDyi for chronic exposure (1.8E-03 mg/day).

Further studies regarding the different mechanism in metal leaching produced by the coils are
needed, this could help to set regulations on the manufacturing of such essential parts of EC
devices. Moreover, further research is required to carry out a more detailed risk assessment

following exposure to metals (particularly Cr and Ni) from e-cigarettes.
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CHAPITRE1l INTRODUCTION

1.1 Problématique et contexte de I’étude

Les cigarettes électroniques (CE) ont été congues en 2003 comme des substituts aux cigarettes
conventionnelles (Loewenstein & Middlekauff, 2017; Vautrot, 2016). Principalement, les CE sont
composées d’une batterie, d’un atomiseur ou se trouve I’élément chauffant et d’un réservoir
(Breland et al., 2017). Depuis leur arrivée sur le marché, les CE ont eu plusieurs noms, tels que :
inhalateurs électroniques de nicotine (IEN), vaporisateurs personnels ou électroniques, produits

alternatifs de nicotine et appareils électroniques a fumer (Lempert et al., 2016).

Les cigarettes électroniques sont des dispositifs qui fournissent un aérosol, normalement appelé «
vapeur », a partir d’un liquide contenant du propyléne glycol (PG) et/ou de la glycérine végétale
(GV), de la nicotine et des ardmes, nommé « e-liquide » (Goniewicz et al., 2014; Grana et al., 2013;
Logue et al., 2017). L’aspiration par entraine le réchauffement d’e-liquide par I’¢1ément chauffant,
produisant ainsi I’aérosol inhalé par I’utilisateur, communément appelé « vapoteur » (Flora et al.,
2016).

En plus de fournir un apport de nicotine, 1’utilisation des CE simule de fagon psycho
comportementale et sensorielle I’action de fumer. La simulation sensorielle produite par les CE est
appuyée sur la sensation d’inhalation dans la gorge, générée lors de I’inhalation de 1’aérosol, et la
présence d’aromes (Farsalinos et al., 2015), mais sans la présence de tabac, sa combustion et sa
fumée qui sont responsables des effets nocifs pour la santé. Cela rendrait donc les CE un choix
efficace pour lutter contre le tabagisme. En 2016, le Royal College of Physicians (2016) du
Royaume-Uni promouvait largement ’usage des CE comme une méthode de remplacement de la
cigarette, ainsi que d’autres produits nicotiniques sans tabac aux fins de protéger la santé de
fumeurs. Au Canada, le gouvernement encourage de remplacer les cigarettes par les produits de
vapotage (IEN) afin de réduire 1’exposition aux substances chimiques nocives (Health Canada,
2020). Grace a la perception de stireté du produit, ainsi qu’a la trés grande variété d’e-liquides avec
ou sans nicotine, I’'usage des cigarettes ¢lectroniques aujourd’hui est trés répandu parmi les anciens

fumeurs et parmi une faible proportion de non-fumeurs.

Bien que les vaporisateurs électroniques soient beaucoup moins dommageables que la cigarette

traditionnelle, les derniéres recherches basées sur 1’aspect chimique des CE ont montré que les



utilisateurs peuvent étre exposés a des carbonylés, des aldéhydes, des matieres particulaires (MP),
des métaux traces, des composés organiques volatils (COV), des endotoxines, des produits
chimiques aromatisant et d’autres additifs dans les e-liquides et/ou les aérosols génerés (Allen et
al., 2016; Bekki et al., 2014; Cheng, 2014; Farsalinos et al., 2015; Fernandez et al., 2015; Geiss et
al., 2015; Goniewicz et al., 2014; Hess et al., 2017; Hutzler et al., 2014; Liu et al., 2020; Zhao et
al., 2019). Cependant, les niveaux mesurés de ces substances se retrouvent en faible concentration
par rapport a leur présence dans la fumée de la cigarette conventionnelle (Beauval et al., 2017,
Logue et al., 2017; Pellegrino et al., 2012).

La présence de métaux dans les particules des aérosols peut provenir des e-liquides contaminés
lors de leur fabrication et/ou des autres piéces métalliques dans les atomiseurs de CE (Williams et
al., 2019; Zervas et al., 2020). Plusieurs études indiquent 1’élément chauffant comme la principale
source de relargage de métaux (Arnold, 2018; Olmedo et al., 2018; Saffari et al., 2014; Zhao et al.,
2020). Dans le cadre du relargage de métaux provenant des CE, divers facteurs ont été étudiés tels
que la composition des éléments chauffants, le voltage appliqué dans le dispositif, la température
de chauffage de I’e-liquide, le flux d’air ou encore 1’age du dispositif. Pourtant, des recherches
additionnelles sont requises, car I’explication de I’impact de ces paramétres dans le processus de

relargage reste encore insuffisante.

Malgré I’abondance de littérature qui prouve 1’existence de métaux traces dans les e-liquides et
dans les aérosols générés par les CE, la majorité des études qui abordent ce sujet se concentrent &
quantifier la concentration de métaux traces avant et apres le réchauffement des e-liquides par la
résistance (Colijn & Mikheev, 2018; Palazzolo et al., 2017; Pappas et al., 2020), suite a la mention
des effets nocifs potentiels sur la santé causée par une exposition aux métaux. Néanmoins, la
caractérisation du risque lié aux métaux trouvés dans les liquides de vapotage et les aérosols est

rarement effectuée.

Dans ce projet, la caractérisation du risque sera appliquée comme un outil pour déterminer de fagon
théorique le risque potentiel des substances présentes dans les échantillons a 1’étude. Ce calcul sera
estimé a partir des valeurs de concentration du contaminant mesurées dans les e-liquides, en
considérant un scénario pessimiste (Poulsen et al., 2017) ou bien le calcul sera effectué en utilisant
directement la concentration déterminée dans I’aérosol (Flora et al., 2016). Cette approche utilise

les limites d’exposition par inhalation disponibles pour les métaux dans la littérature, et un scénario



réaliste d’utilisation de la CE (et donc d’exposition théorique journaliére aux métaux contenus dans
les e-liquides). Les resultats de I’analyse du risque permettront d’établir quelles combinaisons
élément chauffant/liquide pourraient atteindre des niveaux de relargage de métaux qui auront
dépassé I’exposition journaliére aux limites permises pour le Cd, le Ni, le Cr et le Pb, et qui pourrait

nuire a la santé des vapoteurs.

Vu que les diamétres des particules d’aérosols de CE se trouvent entre 280-1420 nm, ce qui fait
partie de la fraction respirable dans les voies respiratoires (Alderman et al., 2015), il est probable
que les aérosols de CE (d < MPo.1) atteignent des régions profondes dans les poumons. Quelques
études récentes ont montré que les aérosols des CE seraient capables de produire des espéces
réactives de I’oxygéne (ERO) lors de leur interaction avec les fluides pulmonaires (Lerner et al.,
2016; Son et al., 2019). Ce fait pourrait étre une conséquence de la présence de métaux associés
aux particules d’aérosols de CE, puisque ceux-ci seraient possiblement bioaccessibles dans les

fluides pulmonaires (Godri et al., 2010; Gosselin & Zagury, 2020).

Le potentiel oxydatif (PO) est un parameétre qui mesure la capacité d’une substance de générer des
ERO a travers une diminution de I’acide ascorbique (AA), I’antioxydant le plus abondant dans les
fluides pulmonaires (Pietrogrande et al., 2019; Shahpoury et al., 2019). L’introduction d’ERO
conduirait a un déséquilibre redox associé a une réaction inflammatoire locale, laquelle est associée
aux différents types de maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC) (Rahman &
Adcock, 2006), I’asthme (Delfino et al., 2013; Fitzpatrick et al., 2009), 1’athérosclérose (Ying et
al., 2009).

1.2 Hypothése de recherche

Les niveaux de relargage de métaux different entre les éléments chauffants et ils sont influencés

par les caractéristiques des e-liquides avec lesquels ils sont mis en contact.

1.3 Objectifs

Les principaux objectifs sont les suivants :

— Déterminer les teneurs en métaux (Cd, Cr, Ni et Pb) de différents types d’e-liquides et

éléments chauffants disponibles sur le marché du vapotage au Canada.



— Evaluer ’influence de la composition chimique des e-liquides sur le relargage des métaux

a partir de divers types des éléments chauffants de CE.

—  Estimer I’exposition aux métaux par inhalation chez les utilisateurs de CE et caractériser

le risque.

— Analyser les résultats et recommander, s’il y a lieu, certains éléments chauffants de
maniére & réduire le relargage des métaux et les risques potentiels sur la santé des

utilisateurs.

— Enfin, proposer un protocole préliminaire pour évaluer le PO des métaux relargués dans

les e-liquides qui pourra étre utiliser dans des travaux ultérieurs.
En vue de parvenir a ces objectifs principaux, des objectifs plus spécifiques ont été fixés :

— Quantifier par spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) la
concentration de Cd, de Cr, de Ni et de Pb dans les éléments chauffants des atomiseurs

(cinq types d’éléments chauffants).

— Quantifier par ICP-MS les concentrations de Cd, de Cr, de Ni et de Pb dans les bouteilles
des e-liquides de recharge, ainsi que dans les e-liquides restants aprés la mise en contact
avec cinq types d’éléments chauffants trouvés dans les atomiseurs de CE sous les conditions

de vaporisation.

— Déterminer certaines propriétés physico-chimiques des e-liquides de recharge tels que le

pH et leurs densités.

— Calculer I’exposition aux métaux déterminés dans la phase liquide en supposant 80 %

d’absorption de métaux et comparer avec les limites d’exposition.

— Calculer I’exposition aux métaux retrouvés dans les aérosols en utilisant les corrélations
existantes entre la concentration dans les e-liquides et celle dans les aérosols selon la

littérature scientifique récente.

— En fonction de I’ampleur du projet, élaborer un protocole expérimental et quantifier le PO
dans les e-liquides apres avoir été mis en contact avec les atomiseurs, en mesurant la
déplétion de I’AA par HPLC-MS.



1.4 Publication des résultats

Les résultats récoltés dans le cadre de la présente recherche ont été soumis au journal Heliyon sous

la forme d’un article scientifique.

Alcantara, C. Chaparro, L. & Zagury, G.J. (2022). Occurrence of metals in e-cigarette liquids:

Influence of coils on metal leaching and exposure assessment.

1.5 Organisation du mémoire

Le présent mémoire est divise en 5 sections. Le contexte du projet de recherche et les principaux
objectifs sont présentés au premier chapitre. Le deuxiéme chapitre est dédié a une revue
approfondie de la littérature. La troisiéme partie contient 1’article soumis au journal Environmental
Research intitulé « Occurrence of metals in e-cigarette liquids: Influence of coils on metal leaching
and exposure assessment ». Puis, la section suivante contient la discussion générale des résultats
et finalement, la derniére section est consacrée aux principales conclusions et aux
recommandations pour la poursuite des travaux. Le mémoire ne comporte pas d’une section
dévouée a la description du matériel et des méthodes utilisées lors du déroulement des travaux de
laboratoire. Néanmoins, ces informations, y compris les références pertinentes, sont exposées dans
la section nommée « Materials and methods » de I’article précédemment mentionné. De plus,
I’annexe A contient un protocole préliminaire pour évaluer le potentiel oxydatif des métaux

relargués dans les e-liquides qui pourra étre utiliser dans des travaux ultérieurs.



CHAPITRE 2 REVUE DE LA LITTERATURE
2.1 Dispositifs, utilisation et exposition des cigarettes électroniques

2.1.1 Fonctionnement de la cigarette électronique

Bien que le marché de vapotage offre une diversité de modéles de CE, le mécanisme de

fonctionnement reste similaire parmi ces dispositifs.

1. D’abord, I'utilisateur prend la CE et aspire a travers de I’embout. Selon le modéle
de CE, il y aura une légére variation au moment d’allumer le dispositif. Dans les
modeles de deuxieme et troisiéme génération, 1’utilisateur appuie sur un bouton sur
le dispositif de la CE, ce qui envoie un flux d’énergie de la batterie vers 1’élément
chauffant métallique, qui est ensuite chauffé. Cependant, dans les modeéles de
premicre génération, le fait d’aspirer crée un débit d’air, lequel donne la place aux
changements de pression qui sont détectés par un capteur, en déclenchant le
lancement d’un flux de puissance de la batterie vers une diode de lumicre (DEL) et
I’élément chauffant. Le DEL s’allume pendant que I’élément est chauffé. Les

différences parmi les modeéles des CE seront présentées dans la sous-section 2.1.2

2. Par capillarité, la meéche dans I’atomiseur devient saturée d’e-liquide, qui est ensuite
acrosolisée lors du chauffage de 1’é¢lément chauffant, en produisant des gouttes.

Cette étape est appelée « vaporisation » par les utilisateurs.

3. Enfin, les gouttes d’e-liquide en aérosol sont inhalées par les poumons tandis que

quelques-unes s’écoulent dans la bouche de ’utilisateur (Brown & Cheng, 2014).

Bien que le fonctionnement de la CE soit normalement associé avec la « vaporisation » de 1’e-
liquide, techniquement ce terme n’est pas tout a fait approprié, car le dispositif émet un aérosol
compos¢ d’un mélange de gaz, de vapeur et de particules d’eau qui est inhalé par I’utilisateur et

non une substance en phase gazeuse (vapeur) (Eaton et al., 2018).



L’exposition des utilisateurs aux substances émises lors de 1’utilisation des CE dépendra de la
topographie de vapotage, la présence et la concentration de substances et la zone des voies

respiratoires ou 1’aérosol aboutit.

2.1.2 Evolution de ’ingénierie des dispositifs de cigarette électronique

Suite & leur introduction dans le marché, les modéles de dispositifs de CE n’ont pas cessé de
changer. Chacun d’eux offre des fonctionnalités particulieres, en gardant la méme structure de
base : un réservoir, ¢’est-a-dire le compartiment qui contient 1’e-liquide, un atomiseur, une batterie
et un embout (Figure 2.1) (Vapo Distri, 2019). Aujourd’hui, les dispositifs de CE sont groupés en
deux catégories distinctes : les systemes fermés et les systémes ouverts (Chen et al., 2016).
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Figure 2.1 Composants de la cigarette électronique (Adapté de Vapo Distri (2019)).

Le « cigalike » représente les modeles de premiére génération (Figure 2.2) qui font partie des
systemes fermés. Le cigalike ressemble aux cigarettes classiques en apparence et en taille. Dans la
plupart des cas, ces modéles sont jetables, mais quelques-uns sont rechargeables (cartouches
préremplies avec de I’e-liquide pour les reconnecter a la batterie du dispositif). Les CE de premiére
génération sont de basse qualité, utilisent une faible valeur de tension (volt, V), ce qui affecte leur
production d’aérosol, et la dose de nicotine fournie est aussi faible par rapport aux appareils de

derniere genération (Kaur et al., 2018; Royal college of physicians, 2016; Vautrot, 2016). Il est



donc commun que les utilisateurs passent rapidement aux modeles plus modernes, de préférence

ceux de deuxiéme generation.

Les CE a systéme ouvert offrent la particularité d’étre ajustables, c’est-a-dire que certaines
caractéristiques peuvent étre réglées pour mieux s’adapter aux préférences des utilisateurs, comme
I’élément chauffant, la valeur de tension, la température, le débit d’air. (Chen et al., 2016; Chun et
al., 2017). En outre, les modeles dans cette catégorie permettent aux utilisateurs de les remplir avec
des e-liquides de leur choix. Les modeles de deuxiéme et troisiéme génération de CE se trouvent

dans la catégorie de systémes ouverts, voir Figure 2.2.

Exemples de systéme
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systéme fermé
Bouton de

; ;{) marche/arrét
(

& 4 ¢ %

Cigarette EC de premiére EC de deuxiéme EC de troisiéme
conventionnelle génération génération génération

Figure 2.2 Exemples de systemes fermés et ouverts de cigarettes électroniques (Adapté de Eaton
et al. (2018)).

Les modéles de deuxiéme génération sont les plus commercialisés et ils sont disponibles par
différentes marques de CE. s possédent une forme cylindrique et sont plus grands par rapport aux
cigalike. Dans leur structure, les modéles de deuxiéme génération détiennent un « clearomiseur »

(Figure 2.3), composé des éléments suivants :

v" Le réservoir qui contient I’e-liquide a la capacité de conserver un volume important d’e-
liquide (environ 1 a 6 mL) en comparaison avec la cartouche du modele précédent (Vautrot,

2016). Ce compartiment est transparent et jaugé.

v L’élément chauffant métallique, aussi nommé « résistance », est entouré d’une méche faite
de fibre de verre ou de silice (Williams et al., 2019). Avant d’initier le processus de

vaporisation, les meches doivent étre imbibées d’e-liquide afin d’éviter le phénomene de



bouffée s¢che. La bouffée séche survient lorsque 1’élément chauffant est chauffé avec un
volume faible d’e-liquide, donc le taux d’évaporation est supérieur a 1’apport d’e-liquide,
engendrant une saveur désagréable et brdlante (Farsalinos et al., 2013). Parmi les éléments
chauffants les plus vendus se trouvent le Kanthal et le Nichrome (Farsalinos et al., 2015).
La valeur de résistance de ces fils chauffants peut varier selon le modéle de CE, mais se
trouve en général entre 1.5 et 2.8 ohms (Vautrot, 2016). Cette piéce est remplagable et sa

vie utile est normalement de 7 a 14 jours (Brown, 2019).

v A D’intérieur du clearomiseur se trouve un tube placé au milieu et une base placée en

dessous. La base relie le clearomiseur & la pile, tandis que le tube agit comme cheminée

Vi
s
|
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pour que I’aérosol puisse se rendre jusqu’a I’embout du dispositif.

ik
L
L
i

Figure 2.3 Exemples de clearomiseurs (Extrait de Bollecker (2013)).

Les « mods » sont les modéles de troisiéme génération qui n’ont aucune ressemblance aux
cigarettes a cause de leur forme rectangulaire et leurs grandes dimensions. Les mods se
caractérisent par leur capacité d’étre programmables, car des paramétres tels que le voltage et la
puissance (« wattage ») peuvent étre personnalisés pour mieux combler les besoins des utilisateurs,

suivant toujours la loi d’ohm (eq. 1) (Chun et al., 2017).

P (watts) = % (D
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Ou

P : Puissance (watts)

V2 : Voltage au carré (volts?)
Q : Résistance (ohms)

Si un utilisateur opte pour une valeur définie de puissance, le microprocesseur dans le mod adaptera
le voltage selon I’élément chauffant installé. Egalement, les valeurs de résistance (ohm, Q) des fils
chauffants sont personnalisables. Les dispositifs de troisieme génération emploient de fils
chauffants avec des valeurs de résistance <1 Q; ces valeurs de résistance se situent dans la
catégorie de « sub-ohm » (Eaton et al., 2018). En utilisant des calculatrices de vapotage, les
vapoteurs peuvent manuellement assembler des fils chauffants avec les valeurs de résistance
désirées. D0 a ces attributs, les mods sont aussi connus comme « modeles reconstructibles » ou

« modeles de wattage variable » (Vautrot, 2016).

Les piles utilisées dans les mods recoivent le nom d’« accus » (pour accumulateurs), car elles sont
des grosses piles rechargeables et extrémement puissantes (6-8 V) (Kaur et al., 2018)). Etant donné
que les mods utilisent une tension élevée et une faible résistance, cela leur permet de produire un
aérosol plus dense et plus abondant, avec un apport de nicotine plus élevé, ainsi que la sensation
d’inhalation dans la gorge, laquelle est produite quand 1’aérosol atteint la gorge, qui sera plus
intense (Vautrot, 2016). Par ailleurs, vu que la température de chauffage sera élevée, il y aura une
consommation considérable d’e-liquide. Ce type de dispositif est normalement utilisé par les
vapoteurs expérimentés qui gerent bien la loi d’ohm et sont capables d’éviter le phénomene de

bouffée séche.

Il est aussi important de mentionner quelques détails & propos des piles des CE. Les piles au lithium
sont employées dans de nombreux dispositifs de CE, puisqu’elles offrent une majeure puissance et
une charge de longue durée. Cependant, ces piles ont une sensibilité envers les températures
internes é€levées, provoquant un risque d’explosion (Loewenstein & Middlekauff, 2017). Cette
condition est appelée « emballement thermique » et elle s’accroit lorsque les piles au lithium sont
fabriquées avec des matériaux de mauvaise qualité, lorsqu’elles contiennent des défauts de
fabrication et lorsqu’elles sont soumises a un usage inappropri¢ (Brown & Cheng, 2014;

Loewenstein & Middlekauff, 2017). Les mécanismes de décharge de surpression interne, de
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coupures de courant et 1’utilisation de circuits de protection contre les surcharges aident a prévenir

et contrdler I’emballement thermique (Ballard, 1983). Le tableau 2.1 montre de maniere concise

les caractéristiques des modeéles de CE.

Tableau 2.1 Caractéristiques des appareils des CE selon leur génération (Kaur et al., 2018)

Caracteéristiques

18" génération

2° génération

3° génération

Observation

Type de Fermé Ouvert Ouvert Les systemes ouverts ont un
systeme clearomiseur  rechargeable.
Les systémes fermés sont
Modeéle Cigalike Réservoir Mod , . e
préremplis avec de 1’e-liquide
et fixés a la pile. Aujourd’hui,
ces appareils sont de plus
grandes  dimensions et
Cartouche Non rechargeable Rechargeable Rechargeable permettent de controler les
parametres de vapotage.
Tension (V) 3.7-42V 3.7-6V 6-8V Les valeurs élevées de tension
peuvent intensifier la
Type de pile Pile en acier Pile aux ions LICR lithium-ion . ,
libération de  composés
lithium

LIIMR lithium-ion

potentiellement toxiques.

2.1.3 Topographie de vapotage

Il est important de considérer la topographie de vapotage lors de I’étude des CE. Parmi les

parametres, notons la durée de la bouffée, le volume de bouffée, la fréquence de bouffée, le nombre

de bouffées, I’état de la pile, I’dge de I’élément chauffant, le réglage de la tension affectant la

1 ICR: Cathode LiCoO2, ¥ IMR: Cathode LiMn,O4
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livraison d’aérosol, I’apport de nicotine, ainsi que la génération de substances potentiellement

dangereuses dans 1’aérosol de la CE (Behar et al., 2015; CORESTA, 2018).

Il a été observé que la durée de la bouffée est deux fois plus longue chez les utilisateurs de CE par
rapport aux fumeurs de cigarettes conventionnelles (Farsalinos et al., 2013; Norton et al., 2014;
Spindle et al., 2015; Strasser et al., 2016). Ceci pourrait étre lié au mécanisme de fonctionnement
du dispositif, di au fait qu’il y a un délai entre le temps de I’activation de la CE et le début de
I’évaporation. Puisque la CE se retrouve initialement a température ambiante, la génération de son
aérosol implique une série d’étapes (détaillées dans la section 2.1.1); en revanche, la cigarette

conventionnelle reste toujours a une température constante.

La bouffée de longue durée et la valeur de tension influencent 1’apport de nicotine. Quand une
bouffée commence, 1’élément chauffant est activé et sa température augmente jusqu’a atteindre
une valeur constante de température; a ce moment-Ia, le voltage absorbé est en équilibre avec
I’énergie thermique transférée par 1’¢1ément chauffant (état d’équilibre) (Talih et al., 2015). Une
bouffée de longue durée donne donc le temps a 1’élément chauffant d’atteindre 1’état d’équilibre
ou la température est relativement élevée, ce qui entraine un taux d’évaporation plus élevé de

nicotine (Talih et al. 2015).

Un autre facteur important dans la topographie de vapotage est la concentration de nicotine.
Lorsque la concentration de nicotine est élevée, le nombre de bouffées et la durée des bouffées
diminuent, afin de maintenir I’apport de nicotine requis pour satisfaire I’inconfort de sevrage. Cette

action est aussi connue titration autonome (Dawkins et al., 2016; Lopez et al., 2016).

Enfin, il est important de mentionner que la topographie de vapotage est distincte parmi les
utilisateurs débutants et les utilisateurs expérimentés. La durée de la bouffée a tendance d’étre
longue pour les utilisateurs expérimentés (intervalle moyen de temps de 1.8 a 5.29 secondes) par
rapport aux utilisateurs débutants (intervalle moyen de temps de 1.64 a 3.0 secondes) (Eaton et al.,
2018). Cette différence s’estompe avec le temps, jusqu’a ce que I’utilisateur novice s’habitue a

I’utilisation de la CE.

2.1.4 Role de la température dans 1’élément chauffant

La température dissipée par I’élément chauffant n’affectera pas seulement la présence des

composés chimiques et leur concentration dans 1’aérosol, mais aussi 1’évaluation sensorielle pergue
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par les vapoteurs. Une température optimale de vaporisation pour les CE tombe dans 1’intervalle
de 160 °C a 250 °C (Cui et al., 2017). Cependant, certains facteurs tels que la valeur de tension
appliquée, la composition de 1’e-liquide, le niveau de remplissage de 1’e-liquide, le matériel de
I’élément chauffant et la topographie de vapotage empéchent d’atteindre la bonne température

(Chen et al., 2018), ce qui perturberait la production d’une aérosol « agréable ».

En relation a la composition d’e-liquide, ceci est plutot relié au rapport PG:GV de la phase
organique, lequel est variable dans les formulations des e-liquides. Mulder et al. (2020) ont
démontré que lors d’un période de chauffage de 8 min, 1’élément chauffant en Kanthal a dissipé
des températures supérieures dans un milieu 100 % PG en comparaison avec un milieu 100 % GV
ou 50:50 PG:GV tandis que le voltage était augmenté. Le PG est moins visqueux que la GV, donc
la viscosité du milieu interviendra dans la capacité de 1’élément chauffant de propager et de dissiper
la chaleur. Egalement, il est probable que les consommateurs des e-liquides & 100 % PG pourraient
avoir un risque majeur de bouffée séche étant donné qu’une température ¢levée de vaporisation

entrainera une consommation plus rapide d’e-liquide.

Le phénomeéne de bouffée séche se produit quand le volume d’e-liquide qui arrive a la méche est
trop faible par rapport au voltage livré par la pile, alors 1’élément chauffant dissipera une valeur
importante de température en vaporisant 1’e-liquide plus vite que son absorption par la meche.
Lorsque le volume d’e-liquide est insuffisant, I’élément chauffant peut facilement atteindre des
températures élevees; celles-ci dépasseraient facilement 1 000 °C en condition seche (Mulder et
al., 2020; Schripp et al., 2013). Des études ont démontré une augmentation remarquable dans la
concentration de carbonyles lors des bouffées seches (Farsalinos et al., 2017). Afin d’éviter ce
phénomeéne, il faut porter une attention spéciale au volume d’e-liquide ainsi qu’au voltage,
puisqu’une valeur de tension plus élevée causera le fil chauffant a atteindre un niveau de
température plus ¢levé et par conséquent la consommation rapide du volume d’e-liquide et le risque
d’une concentration importante de carbonyles. Un volume constant de remplissage d’e-liquide égal
a 2/3 du volume total du réservoir permet a la meche de rester imbibée; cette condition est aussi
appelée « meche humide » (Chen et al., 2018). Un volume supérieur aux deux tiers n’est pas
conseillé parce qu’il y a des risques d’écoulement d’e-liquide a travers I’embout. Farsalinos et al.
(2015) ont essayé¢ d’établir la valeur de tension qui cause la bouffée séche, mais malheureusement

les nombreux modeéles de CE et leurs différentes capacités a gérer un niveau de puissance élevé
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rendent 1’exercice difficile. La valeur de tension de la bouffée séche est variable selon le modéle

de la CE, et elle peut seulement étre reconnue par 1’utilisateur lors de ’utilisation du dispositif.

Afin d’arriver a une température de vaporisation optimale et d’éviter la bouffée seche, il est
conseillé de suivre les indications du fabricant du dispositif en ce qui concerne les paramétres de

vaporisation (tels que le volume d’e-liquide a remplir et la valeur de tension a appliquer).

2.2 Composes des liquides et leur potentiel toxique

Les e-liquides sont principalement constitués de PG et de GV, mélangés avec des ardmes et de
fagon facultative avec une quantité variable de nicotine. Certaines études ont aussi identifi¢ de 1’eau
dans quelques formulations d’e-liquides (Kosmider et al., 2014; Poulsen et al., 2017; Vautrot,
2016). Bien que le rapport PG:GV soit fluctuant, celui-ci représente entre 70-80 % de la
composition totale des e-liquides (Kosmider et al., 2014). L’ American E-Liquid Manufacturing
Standards Association (AEMSA (2017)) exige que les substances utilisées lors de la production
des e-liquides doivent étre de grade USP (US Pharmacopoeia) certifié pour le PG et la GV, que les
arbmes doivent étre de grade alimentaire et faire partie de la liste de substances généralement
considérées comme sdres (« Generally Recognized As Safe », GRAS) par le bureau de la Food and
Drug Administration (FDA) (Barrington-Trimis et al., 2014) et que la nicotine ait un grade de

pureté égale ou supérieure a 99 % afin de fournir un produit de qualité et sécuritaire aux utilisateurs.

Il a été déja mentionné que I’aérosol produit a partir de 1’aérosolisation de ces substances est
considéré comme étant beaucoup moins nocif que la fumée de la cigarette conventionnelle
puisqu’il n’y a pas de combustion du tabac (Health Canada, 2012; Hutzler et al., 2014; Sassano et
al., 2018). Néanmoins, certaines études ont mis en évidence la formation de sous-produits
potentiellement dangereux dérivés des matieres premieres des e-liquides lors du processus
d’aérosolisation (Chen, 2012; Herrington & Myers, 2015).

La toxicité de la fumée de cigarette du tabac a été bien étudiée; il est donc connu que les feuilles
de tabac possédent environ 2 000 substances chimiques, ce nombre étant doublé pendant I’action
de fumer (IOM, 2001). Cependant, les CE sont des produits récents, raison pour laquelle les études
sur les aérosols des CE sont encore limitées. La sous-section suivante présente une revue des
données toxicologiques courantes en relation aux substances chimiques présentes et générées dans

le liquide autant que dans I’aérosol.



15
2.2.1 Nicotine, glycerol et propylene glycol

2.2.1.1 Propyléne glycol

Le PG est aussi nommé 1,2-dihydroxypropane avec la formule chimique de CH3-CHOH-CH2OH
(Figure 2.2.1.1) et sa masse molaire est de 76.1 g/mol avec un point d’ébullition de 188 °C. Le PG

est un liquide incolore, inodore et peu visqueux (Vautrot, 2016).

1__on
H,C

Figure 2.4 Structure chimique du propyléne glycol (Adapté de Vautrot (2016)).

Il est hygroscopique et soluble dans I’eau et dans plusieurs solvants organiques, sauf des
hydrocarbures, et son usage est extrémement étendu comme solvant pour les colorants et les ardmes
alimentaires ainsi que pour la fabrication de médicaments (Vautrot, 2016). Ce composé se trouve
dans la liste de substances GRAS de la FDA (Food & Drug Research, 1973). Ceci réaffirme son
caractére de substance inoffensive pour I’ingestion, mais cela n’est encore pas verifié pour
I’inhalation. Le PG est absorb¢ par voie orale ou cutanée et par la membrane muqueuse. Apres son
absorption, le PG s’oxyde dans le foie par des déshydrogénases en acide lactique puis est
métabolisé en acide pyruvique, lequel est utilisé comme source d’énergie dans 1’organisme. Son
élimination est principalement par la voie urinaire, soit comme glucurono-conjuguée ou soit
comme PG jusqu’a 45 %. Au niveau du sang, le PG a une demi-vie d’élimination de 2 h, tandis
qu’au niveau de I’organisme, c’est de 4 h (Vautrot, 2016). Les études toxicologiques sur des
animaux (expériences in vivo) ont montré que le PG est peu toxigque avec une dose sans effet nocif
observable (DSENO) par voie orale égale a 1 700 mg/kg/j pour les rats et 2 100 mg/kg/j pour les
chiens. Parmi les effets nocifs observés pour des doses supérieures a la DSENO, 1’on voit des
modifications hématologiques légeres telles que la formation de corps de Heinz (formation de la
précipitation des molécules d’hémoglobine). La dose 1étale 50 (DLso) se trouve entre 18 et 33 g/kg

(Tableau 2.2) avec des effets néfastes sur le systeme nerveux central, avant de tomber en coma
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suivi de la mort (LaKind et al., 1999). Egalement, les études ont montré que le PG n’est tératogéne
ni cancérogéne, et n’a pas d’effet sur la reproduction ni sur la fertilit¢ (Food & Drug Research,
1973).

Tableau 2.2. Dose létale 50 (DLso) du propyléne glycol dans les rats, les souris, les cochons d’Inde

et les lapins par voie orale (Adapté de LaKind et al. (1999))

Propyléne glycol DLso

Espece (9/kg) Référence
21.7 Laug et al. (1939);
Rats Smyth (1941);
26.4
Weatherby et Haag (1938)
335
24.8 Bornmann (1954);
Souris Laug et al. (1939)
31.9
18.35 Laug et al. (1939);
Cochons d’Inde Smyth (1941)
19.6
Lapins 19.3 Weatherby et Haag (1938)

Chez les humains, il existe la possibilité que certains individus développent une réaction allergique
au PG lors d’une exposition répétée par la voie cutanée (Lessmann et al., 2005; Warshaw et al.,
2009). Au niveau professionnel, 1’organisme américain Occupational Safety and Health
Administration (OSHA) établit une valeur d’exposition de 10 mg/m® pour toutes les brumes

organiques lors d’une exposition de 8 h, ce qui est applicable au PG et a la GV (Eaton et al., 2018).

Dans les e-liquides, le PG et la GV jouent le role de solvants, et sont aussi appelés « véhiculants »
d’ardmes. Selon les vapoteurs, le PG simule mieux la sensation d’inhalation dans la gorge, est un
exhausteur de godt — mettant ’accent sur les ardmes par rapport au glycérol — et permet également
un meilleur transport de la nicotine lorsque celle-ci se trouve dans la formulation (Etter, 2016; Li

etal., 2016). L’inhalation du PG aérosolisee peut affecter le risque de développer de 1’asthme (Choi
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et al., 2010). Dans le contexte de I’usage des CE, les effets potentiels du PG sur la santé sont liés
aux concentrations et aux doses de PG inhalées durant la bouffée. En supposant une consommation
extréme d’e-liquide par jour (de 5 a 25 mL/jour ou la concentration de PG représente entre 50
et 95 % de la composition d’e-liquide), Burstyn (2014) faisait une estimation de I’exposition de PG
par la voie d’inhalation, en considérant 100 % d’absorption. Il a conclu que les niveaux de PG
inhalé ont atteint 1 &4 6 mg/m?3, ou la valeur maximale est proche de la valeur limite du PG, égale
a 10 mg/m?® pour 8 h d’exposition. Ce fait justifie des inquié¢tudes, cependant 1’auteur a mentionné
que considérer 100 % d’absorption n’était pas réaliste puisque lors du vapotage typique, seule une
faible partie de I’aérosol est expiré par le vapoteur. Finalement, dans les forums de vapotage, les
utilisateurs se sont plaints d’irritation des yeux et de la gorge causée par une exposition aiglie au

PG.

2.2.1.2 Glycérine végétale

La GV, aussi connue sous le nom de glycérol, possede la dénomination chimique de 1,2,3-
propantriol avec la formule chimique CH2OH-CHOH-CH2OH (Figure 2.5). Elle est aussi un
composé hygroscopique; sa masse molaire est de 92.1 g/mol avec un point d’ébullition égal
a 290 °C et grace a la présence des fonctions hydroxyles, la GV est soluble dans I’eau et 1’éthanol,

sauf le chloroforme (Vautrot, 2016).

OH

HO._~__OH

Figure 2.5. Structure chimique de la glycérine végétale. (Adapté de Vautrot (2016)).

La GV est un liquide plus visqueux que le PG dérivé des huiles et graisses de fagon naturelle, ainsi
que des produits pétrochimiques de facon synthétique. La GV est aussi présente dans plusieurs
domaines de I’industrie tels que les produits de beauté comme solvant et hydratant et dans la
production du savon. Dans I’industrie des aliments, la GV est un additif alimentaire (E422) ainsi

qu’un émulsifiant (Vautrot, 2016). La FDA reconnait a la GV la désignation de substance GRAS.
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Par voie orale, la GV est absorbée par 1’estomac et les intestins (Becker et al., 2019). Une partie de
la GV est phosphorylée au niveau du foie (80-90 %) et le restant au niveau des reins (10-20 %)
pour devenir a-glycérophosphate et étre incorporée dans la synthése du glucose et du glycogene
(Lim & Shin, 2017). Egalement, la GV peut participer dans la lipogenése en générant des acides
gras et/ou triglycérides ensuite distribués au niveau du tissu adipeux. La demi-vie de la GV est
de 2.5 h ou entre 7 et 14 % sont eéliminés sous sa forme inchangée par I’urine (Eaton et al., 2018).
Selon les études in vivo, la GV a une faible toxicité soit par ingestion, inhalation ou contact cutane.
Les valeurs de DSENO par voie orale sont de 500 mg/kg pour les cochons d’Inde et 15 g/kg pour
les rats (Gad et al., 2006). En relation aux humains, la DSENO est égale a 2.2 g/kg/jour
et 165 mg/m?® par inhalation (Cosmetic ingredient review (CIR), 2014; Tourtellotte et al., 1972).
L’ingestion de fortes doses de GV cause I’hyperhémie du tractus gastro-intestinal, des
vomissements, des diarrhées ainsi que des douleurs abdominales et céphalées (VVautrot, 2016). Lors
d’une exposition aiglie (< 1 mois), une irritation des voies respiratoires est produite. La DLso par
ingestion se trouve entre 2.53 et 77.5 g/kg (Tableau 2.3). De plus, ces études ont montré que la GV
n’est ni cancérigéne ni tératogene, et n’a pas d’effet sur la reproduction ni sur la fertilité. Cependant,

selon Vautrot (2016), elle est capable de traverser le placenta chez I’humain.

Tableau 2.3. Dose létale 50 (DLso) de la glycérine végétale (selon Cosmetic Ingredient Review
[CIR] (2015) ).

Voie Espéce Glycérine végétale DLso (g/kg)
Rats 2.53-58.4
Orale Sou_ris 4.1-38
Lapins 27
Cochons d’Inde 77.5
Cutanée Raf[s 21.9
Lapins 18.7

Les vapoteurs reconnaissent que le PG est plus irritant que la GV, ce qui s’appuie sur des études
de toxicologie aiglie. Dans les formulations des e-liquides, la GV est un aussi un véhiculant et il
intensifie la production d’aérosol. Donc, les variations dans le rapport PG:GV dépendra de ce qui
le vapoteur veux vivre pendant le vapotage, soit de prioriser la sensation d’inhalation dans la gorge
ou la création d’un aérosol plus dense et abondant. Bien que le PG et la GV aient une faible toxicité,

les conséquences sur la santé dies a I’inhalation prolongée de ces substances restent peu etudiees.
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Par ailleurs, la dégradation thermique du PG et de la GV peut générer des carbonyles tels que

I’acroléine, 1’acétaldéhyde et le formaldéhyde, qui sont des substances nocives.

2.2.1.3 Nicotine

La nicotine est un alcaloide aussi appelé 3-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)pyridine et sa formule
chimique est C10H14N> (Figure 2.6) (Vautrot, 2016). Elle est une base faible avec un pKa égal a 8,5
(Eaton et al., 2018). De plus, elle est la cause principale de la dépendance au tabac di a ses effets
pharmacologiques tels que la libération de dopamine et d’adrénaline ou encore 1’augmentation du

rythme cardiaque.

Figure 2.6. Structure chimique de la nicotine (Extrait de VVautrot (2016)).

Dans les formulations des e-liquides, la présence de la nicotine est optionnelle. Normalement, les
e-liquides qui contiennent de la nicotine dans leurs compositions le font dans une concentration
variable. Cheng (2014) a fait une revue de la littérature liée aux CE et leur aspect chimique, en se
basant sur les articles publiés entre 2007 et 2013. Selon cette revue, la concentration de nicotine
fluctue parmi les différentes marques d’e-liquides et elle se trouverait dans ’intervalle de 0 a 87.2
mg/mL. Il a été aussi observé qu’il y n’a pas un consensus dans les unités pour exprimer la
concentration de nicotine; de plus, il existe un écart entre la teneur en nicotine étiquetée sur la
bouteille des liquides et sa valeur réelle de concentration (Cobb et al., 2010; Etter & Bugey, 2017;
Goniewicz et al., 2013), ce qui dévoile un mangue de réglementation dans la production des e-
liquides. Toutefois, ce n’est plus le cas au Canada qui limite depuis 2021 la concentration maximale

de nicotine a 20 mg/mL.
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La présence de nicotine dans 1’aérosol joue un réle important, car celle-ci déterminera la
satisfaction du fumeur, la réussite du sevrage tabagique et le niveau d’exposition a cette substance.
Les ¢études récentes ont conclu que 1’augmentation de la production d’aérosol de nicotine par les
CE dépendra de ’efficacité du dispositif, de la durée de la bouffée et de la concentration élevée de
nicotine dans les e-liquides (Dawkins et al., 2016; Ramoa et al., 2016; Talih et al., 2015). En ce qui
concerne 1’exposition de la nicotine dans les aérosols de CE, les études toxicologiques sont
limitées.

Dans le but d’établir la dose nocive de nicotine en aérosol, Phillips et al. (2017) ont effectué une
étude de toxicité subchronique par inhalation de 90 jours avec des rats Sprague Dawley en suivant
le protocole établi par I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE).
Les formules d’e-liquides consistaient de PG, de GV et de nicotine. Avec une CE, les animaux ont
été exposés aux aérosols de nicotine selon la méthode d’exposition de Shao et al. (2013) laquelle a
démontré une pharmacocinétique de la nicotine comparable a celle du tabagisme humain. En
utilisant les données d’inhalation de nicotine dans les rats, les chercheurs ont calculé la valeur de
la dose équivalente chez 1’humain (DEH) de nicotine, laquelle était égale a 1.1 mg/kg p.c., ce qui
correspondrait a une dose journaliere de nicotine de 66 mg pour un individu de 60 kg. Les effets
nuisibles a cette dose étaient : I’augmentation du poids du foie et des glandes surrénales, la

vacuolisation des cellules hépatiques et la diminution du poids du thymus.

Généralement, un vapoteur consomme entre 2 et 6 mL d’e-liquide par jour et la concentration de
nicotine normalement est entre 1 et 50 mg/mL (Gholap et al., 2020). En supposant le pire scénario
avec un volume maximal d’e-liquide (6 mL) et une concentration de nicotine de 50 mg/mL, la dose
de nicotine inhalée par un vapoteur excéderait quatre fois la valeur de la DEH dans un seul jour.
Néanmoins, au quotidien, ceci n’arrive pas parce qu’il a été prouvé que les utilisateurs de CE sont

capables d’ajuster leur apport de nicotine en titration autonome (Dawkins et al., 2016).

Une autre étude d’exposition subchronique par inhalation a exposé les rongeurs de Sprague-
Dawley a trois formulations distinctes d’e-liquide (premiere formulation: 77 PG /23 GV,
deuxiéme  formulation : 75,5 PG/225GV plus2% w/w de nicotine et troisieme
formulation : 62,3 PG / 18,1 GV, 2 % w/w nicotine et 17,6 % d’ar6mes). Les doses journaliéres de
MP 3.2, 9.6 et 32.0 mg/kg/jour et le diamétre des particules d’aérosol était 1 um (MPy), alors les

MP se trouvaient dans la fraction de fines. L’effet nocif a été atteint quand la dose était
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de 9.6 mg/kg/jour pour les trois formulations, en provoquant une diminution de la masse corporelle
des rongeurs (Werley et al., 2016). Les DEH en relation aux MP1 étaient de 160 mg/jour, de
480 mg/jour et de 1 600 mg/jour.

Selon les études mentionnées ci-dessus, la toxicité des aérosols des CE est liée aux composés

chimiques et leurs quantités présentes dans 1’aérosol.

L’absorption et I’excrétion de la nicotine sont influencées par sa valeur de pH (I0M, 2001). Dans
les formulations des e-liquides, la nicotine peut se trouver soit sous la forme non protonée (base
libre) ou protonée (sels de nicotine). Selon sa forme moléculaire, la nicotine atteindra des valeurs
de pH différentes. Donc, la toxicité de I’aérosol de la CE pourrait aussi étre associée avec la forme
moléculaire de la nicotine. Lors d’une étude avec des rongeurs exposés aux aérosols de nicotine,
Shao et al. (2013) ont déterminé que la valeur de concentration létale 50 (CLso) de la nicotine
était 2.3 mg/mL avec un pH de 7.4, tandis qu’avec un pH de 6.8, la CLsp était > 4.1 mg/mL. La
nature hydrophile de la forme protonée de la nicotine pourrait empécher sa diffusion a travers des
membranes; cela n’est pas observé dans la forme non protonée ou base libre, laquelle est

lipophilique.

Les sels de nicotine sont les sous-produits de la réaction entre la nicotine dans sa forme de base
libre et un acide organique faible, ou I’anneau pyrrolidine gagne un ion d’hydrogéne (H") et la
molécule devient protonée. Les e-liquides avec sels de nicotine peuvent avoir une concentration de
nicotine supérieure aux bases libres en générant des effets sensoriels moins aversifs, ce qui les rend

plus attrayants (Barrington-Trimis & Leventhal, 2018; Leventhal et al., 2021).

Il semblerait que les aérosols de sels de nicotine sont peu nocifs en comparaison a la nicotine.
Phillips et al. (2015) ont évalué la toxicité de trois types d’aérosols. Chaque aérosol était composé
d’une des substances suivantes : la nicotine, le pyruvate de sodium et le mélange de nicotine avec
de I’acide pyruvique. Les rongeurs de Sprague-Dawley ont été exposés pendant 28 jours. Les
résultats ont montré que la mortalité des rats était réduite lorsque I’acide pyruvique ou le pyruvate

de sodium étaient administrés simultanément avec de la nicotine.

2.2.2 Ardmes

Le marché de vapotage se caractérise par 1’offre d’une panoplie d’e-liquides aromatises. En 2014,
les vapoteurs avaient acces a plus de 7 000 e-liquides avec des arémes differents (Zhu et al., 2014).
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Les arbmes jouent un réle important dans les e-liquides, puisqu’ils sont non seulement capables
d’imiter I’ardme du tabac, mais ils offrent aussi des nuances de fruits, de desserts, de boissons et
de menthes (Qu et al., 2018), lesquels contribuent a améliorer la perception de plaisir lors du

vapotage et rend plus facile le processus de sevrage tabagique (Farsalinos et al., 2013).

Lors d’une révision de la littérature en relation aux ardmes des e-liquides, Kriisemann et al. (2018)

ont proposé un diagramme de la roue des arémes pour classifier les différentes saveurs (Figure 2.7).
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Figure 2.7. Roue des aromes d’e-liquides (Extrait de Kriisemann et al. (2018)).

Afin de comprendre I’importance des ardmes dans ’usage des CE, une enquéte sur le Web a été
faite dans un groupe d’environ 5 000 vapoteurs expérimentés ou 70 % des répondants ont déclaré

d'avoir vapoté des ardmes distincts au cours de la journée et que la diversité des arémes disponibles
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était « trés importante » dans le processus d’abandon de la cigarette conventionnelle. De plus, en
cas d’une éventuelle restriction des ardmes, plus de la moiti¢ de répondants n’hésiteraient pas a

reprendre la cigarette conventionnelle (Farsalinos et al., 2013).

Cependant, une telle variété d’ardmes est appréciée parmi les jeunes non-fumeurs qui sont attirés
par les ardmes fruités et doux (Zare et al., 2018; Zhu et al., 2014) (Figure 2.8). Selon des statistiques
canadiennes, le taux de consommation des CE parmi les jeunes a augmenté lors des derniéres
années (Figure 2.9). Ceci pourrait amener a développer, de facon indirecte, une dépendance a la

nicotine dans la jeunesse.
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Figure 2.8. Ardbmes préférés parmi les jeunes au Canada (Extrait de Government of Canada,
(2021a))
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Figure 2.9. Augmentation du taux de consommation des CE chez les jeunes (Extrait de
Government of Canada (2021a)).

Plusieurs e-liquides détiennent de 1 & 4 % d’ar6bmes dans leurs formulations (Tierney et al., 2016),
mais en général les informations sur ces substances chimiques qui constituent ces ardmes ainsi que
leurs concentrations ne sont pas indiquées sur les étiquettes des bouteilles. Alors, différentes
recherches ont été réalisées pour découvrir quelles sont les substances chimiques les plus utilisées
dans la formulation des ardmes pour les e-liquides. Une étude basée sur I’analyse de 30 e-liquides
de recharge, provenant de BLU et NJOY — qui sont les marques les plus vendues aux magasins de
vapotage a Portland, Oregon aux Etats-Unis — indiquait la vanilline, 1’éthyl vanilline, le maltol,
I’éthyl maltol, le benzaldéhyde, 1’alcool benzylique, le butyrate d’éthyle et 1’acétate d’éthyle
comme les composés chimiques les plus utilisés dans 1’élaboration des ardmes du tabac, du
menthol, de la vanille, de la cerise et du café. De plus, une analyse de risque a été faite pour les
composés de benzaldéhyde et de vanilline, en supposant une consommation de 5 mL de liquide par
jour : I’inhalation de ces substances dépasse deux fois les valeurs d’exposition de benzaldéhyde et
de vanilline (Tierney et al., 2016). Dans une autre recherche similaire, I’analyse de 39 e-liquides a
démontré que les substances chimiques les plus utilisées (supérieures a1 mg/mL) pour
I’¢laboration d’ardmes étaient : le menthone, 1I’éthyl maltol, le benzaldéhyde, le maltol, 1’alcool

benzylique, la vanilline, le menthol, le cinnamate d’éthyle et la triacétine. Ces composés chimiques
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se trouvaient dans un intervalle de concentration de 0.141 mg/ml a 179 mg/mL et ils font partie de
la formulation d’ardmes fruités, crémeux, sucrés et mentholés (Behar et al., 2018). Des études
toxicologiques par voie orale sur des rongeurs ont montré que les substances chimiques

mentionnées auparavant sont considérées irritantes ou dangereuses.

Bien que les ardbmes aient la désignation de substances GRAS par la FDA, il est important de les
inclure dans les études toxicologiques des CE, car leur innocuité est applicable a I’ingestion
seulement et non a I’inhalation. D’ailleurs, des recherches récentes indiquent que les ar6mes
seraient une source potentielle de carbonyles pendant la formation d’aérosol et la toxicité de celui-
ci serait influencée par la puissance du dispositif. Par exemple, Behar et al. (2018) ont évalué les
aérosols provenant des e-liquides avec du cinnamaldéhyde, du menthol et de 1’alcool benzylique
en concentrations maximales a 3 V (ou 4.3 watts) et 5V (ou 11.9 watts). La toxicité de 1’aérosol
était plus élevée a 5V di a la formation de nouveaux composés chimiques tels que
I’hydroxyacétone, 1’acétoine et le diacétyle. Les paragraphes suivants montreront des études
toxicologiques des aérosols générés avec des liquides contenant des arémes.

Muthumalage et al. (2018) ont évalué¢ la formation d’ERO et les effets du stress
immunotoxicologique sur deux types de cellules monocytaires humaines, Mono Mac 6 (MM®6) et
U937. L’intervalle de concentration de doses se trouve entre 10 uM et 10 000 puM. Les cellules
monocytaires ont sécrété de I’interleukine 8 (IL-8) et produit du H.O. Le premier est un
biomarqueur de la réponse inflammatoire tandis que le H2O2 est un type d’ERO. Le
cinnamaldéhyde, 1’o-vanilline et le pentanedione étaient les plus nocifs avec les cellules
monocytaires et 'intensité de la lésion s’intensifiait lorsque les arOmes étaient mélangés
(Muthumalage et al., 2018). La cytotoxicité étant reliée au nombre et a la concentration des
substances chimiques qui forment les arémes (Bahl et al., 2012), il est possible de déduire que les
e-liquides aux arémes multiples (également connus sous le nom de « e-liquides mélangés »)

pourraient avoir une toxicité plus importante.

2.2.2.1 Le benzaldéhyde

Malgré sa toxicité potentielle par inhalation, le benzaldéhyde présente des niveaux importants dans
les formulations des e-liquides avec un ardbme de cerise. Dans 145 échantillons d’e-liquides
quantifiés par Kosmider et al. (2016), 75 % des e-liquides de recharge avaient di benzaldéhyde,

lequel se trouvait a une concentration supérieure dans les produits avec arbme de cerise
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(5.129 pg/30 bouffées — 141.2 pg/30 bouffées) en comparaison aux produits non aromatisés a la
cerise (0.025 pg/30 bouffées —10.27 pg/30 bouffees). La dose journaliere moyenne pour
I’inhalation de benzaldéhyde dans les e-liquides était de 70.3 pg, ce qui est inférieur a 1 000 fois
la limite d’exposition admissible (LEA) de benzaldéhyde défini pour une exposition de 8 h au
travail. Toutefois, les valeurs seuils d’exposition professionnelle établies (8 h d’exposition au
travail pendant 5 jours par semaine, en supposant un temps de récupération de 16 h apres le travail
plus 48 h pendant la fin de semaine (Allen et al., 2016)) ne considérent pas les conditions réelles
d’usage des CE, car le nombre de bouffées est variable et les temps de récupération ont tendance a

étre plus courts donc la durée d’exposition aux aérosols des CE a tendance & étre plus importante.

2.2.2.2 Le cinnamaldéhyde

Le cinnamaldéhyde est le composé chimique principal utilisé dans la formulation d’e-liquides avec
un arbme a la cannelle. Behar et al. (2016) ont également identifié le cinnamaldéhyde dans les
liquides avec des ardmes au tabac et sucrées (y compris au caramel). De plus, ils ont étudié la
distribution, la quantification et la toxicité du cinnamaldéhyde dans les e-liquides de recharge ainsi
que leurs aérosols. En utilisant la méthode de GC-MS, ils ont déterminé que 51 % des échantillons
possédaient cette substance a des niveaux qui provoquaient du dommage cytotoxique pour les

cellules embryonnaires (hESC) et pulmonaires (hPF) humaines lors d’un test de viabilité cellulaire.

De facon générale, les niveaux de cinnamaldéhyde étaient supérieurs a la valeur de dose minimale
avec effet nocif observé (DMENO) dans 100 % des échantillons. L’échantillon a saveur de
cannelle de Ceylan a été utilisé pour évaluer la toxicité dans 1’aérosol par rapport a 1’e-liquide
composée seulement de PG. L’augmentation du voltage (de 3V a5 V) a intensifié la toxicité
d’aérosol produit a partir de I’échantillon de cannelle de Ceylan, di a la formation de nouveaux
sous-produits parmi lesquels se trouvait du 2,3-butanedione (diacétyle). En outre, les
concentrations de cinnamaldéhyde en aérosol en dessous de la DSENO ont affecté la prolifération
cellulaire en entrainant une décroissance des colonies, une augmentation de la motilité cellulaire
ainsi qu’une hausse de la mort des cellules hESC. Pareillement, cette étude indique aussi que le

cinnamaldéhyde dans les liquides de CE serait capable d’altérer I’homéostasie respiratoire.

Par consequent, le cinnamaldéhyde est un composé chimique de cytotoxicité elevé, méme a des
concentrations non dommageables. De plus, il posséde une large distribution puisqu’il fait partie

de divers types d’aromes utilisés dans les e-liquides. Ceci dit, de nombreux manufacturiers de e-
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liquides procédent a I’élimination de ces composés des e-liquides qu’ils produisent afin de se
conformer & la Loi canadienne sur la sécurité des produits de consommation (LCSPC) qui interdit

de vendre un produit de consommation s’il présente un danger pour la santé humaine.

2.2.2.3 Le diacétyle, ’acétylpropionyle et I’acétoine

Le diacétyle (2,3-butanedione), 1’acétylpropionyle (AP) (2,3-pentanedoine) et I’acétoine
(3-hydroxybutanone) sont des substances chimiques qui donnent une saveur crémeuse (p.ex.,
beurre, caramel, caramel au beurre, pifia colada et fraise) aux produits alimentaires (Allen et al.,
2016). Ces arbmes sont également utilisés dans la production des e-liquides. Allen et al. (2016) ont
analysé les e-liquides vendus dans les dépanneurs aux Etats-Unis pour vérifier la présence de
diacétyle, d’acetylpropionyl et d’acétoine. Les résultats démontraient que 90 % des échantillons

évalués avaient au moins un de ces ardmes dans leur composition. VVoir Tableau 2.4.
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Tableau 2.4. Masse estimée des substances chimiques aromatiques dans les cigarettes électroniques
(ug/cigarette électronique) (Extrait de Allen et al. (2016)).

Diacatyl
Flavor Brand Flanear type (2. 3-butanedions] 2. }Pantanedione Acetmin
Classic A Tobacoa 38 1.0 ars
Classic A Tobacoo < LOD < LOD < LOD
hAenthol A Crthar < LOD =< LOD < LO0
hAenthol B Crthar < LOD < LOD < LOD
Origimal B Tobacoo < LOD = L0 = L00
Cherry Crush C Fruit < L0 < LOO ao
Cherry Crush C Fruit 147 34 1656
Classic C Tobacoo < L0 0E 18.1
Java Jolt C Browm 1.5 74 . s
hAenthol C Crthar a3 2.7 18.3
Peach Schmapps C Cocktail 2388 E4.4 5792
Pina Colada C Cocktail Z7.0 7.1 45.5
Pina Colada C Cocktail 1.6 = L0 130
Pina Colada C Cocktail < LOD < LOD < LO0
Pina Colada C Cocktail < LOD = LOD 165
Vanilla C Broem < LOD 0s < LOD
Baold o Tobacoa 58 = LOD 3gae
Godd o Tobacoo 0.6 < LOD .0
Klenthol D Orther 4.9 < LO0 96
Pomegranate ] Fruit < LOD 0.z 1.9
Pomegranate ] Fruit 68 = LOD 414
Vanilla Baan o Broem 6.7 < LOD 13.1
Bad Apple E Fruit 6.0 = LOD = LO0O
Banana E Fruit < LODO < LD = L0
Cn E Other 84 34 = LOO
lcad Barry E Fruit 6.6 < LD 334
lcad Barry E Fruit 26 < O 17.3
Just Guawa E Fruit < LOO < LOD 7.3
k! E Brorem Ao = LOD 181
Lime and Cocorut E Fruit 0.2 < LOD 78
Peadh Pit E Fruit < 00 = LODO B.1
Snap! E Broem 1018 3.4 BB Z
Strarebarry E Fruit <00 < OO 57
Cheary F Fruit 4.2 < LOD 356
Doubde Apple Hoaokah F Fruit 211 23 1935
Framks Lemon Lime F Fruit 4.2 1.1 473
Grape Hoakah F Fruit 15 1.6 27a
Orange Mint F Fruit 1.1 1.5 278
Peach F Fruit a3 = LODO 1175
Fina Colada F Cocktail 1B a.rF 55 B
‘Watermelan F Fruit 133 1.4 2243
Watermelan F Fruit T4 < LOD T2.5
Bluewatar Punch G Fruit < LOD < LOD 3B
Chesry Lava G Fruit < 00 < LOD 5B
CoolCoo Coconut G Browm 1.0 < LOD 185
klilk Chocolata £ Dairy = 00O = LODO 97
Finaappla Punch (£ Fruit < 0O < L0 104
Wailkoilo Wiabarmealon (£ Fruit 4.4 = L0 21
Alian Elood H Fruit 0.4 < LOD 194
Carmal Popoarn H Baonwm az < L0 1.5
Cupcake H Baronam 0.3 4.6 1.3
Emangy Dirink H Oither = L0DO < OO 12.2
Fruit Sguirts H Fruit 0.9 < LOD 114.4
Oatmeal Cookia H Other 22 4.2 5.1
Bubble Gum | Other = LOO < LOD < L0k
Cheasecaka 1 Dairy 09 = LOD < LOCF
Cala | Brown < LOa 0.z ar
Caotban Candy | Fruit 08 < LOD 8
Tutti Fnutts | Fruit 23 a.e 24.7

< LMl detected by the laboratery above the laboratary limit of detection (LOD) bat less than the lime of guantfication
(LOOY; LOD by batch 1 @and barch 2 (diacetyl: 23 pg, 019 pg; Z3-pentanedione: 007 pg, 038 pg; acensn: 108 pg, 3.2 pg)
< LO0: mot detected ahowe the laboratory lmit of detection (LKO0), 005 pg-

Bien que ces substances aient la désignation GRAS, il existe des preuves suffisantes pour les
considérer comme substances nocives lors d’une exposition par voie d’inhalation. Le diacétyle est
associé au développement de bronchiolite oblitérante, qui est une maladie qui cause la perte
irréversible du fonctionnement du poumon; a son plus sévere, la seule solution est la transplantation
pulmonaire (OSHA, 2007). Cette maladie est aussi surnommée « poumon de mais soufflé » parce

qu’elle a été détectée chez les ouvriers des usines de mais soufflé pour micro-ondes (Barrington-
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Trimis et al., 2014; Shields et al., 2017). Les ouvriers de ces usines ont été exposés au diacétyle
lorsque I’ar6me de beurre était chauffé et devenait un aérosol; s’est ensuit une augmentation dans
les cas de toux chronique, de bronchite, d’asthme et de bronchiolite oblitérante parmi les ouvriers
(Kreiss et al., 2002; OSHA, 2007). Des ouvriers avec de la bronchiolite oblitérante ont aussi été
détectés dans les usines de fabrication d’arémes (NIOSH, 2016b). Des études toxicologiques
réalisées chez les animaux ont démontré que 1’exposition des rongeurs au diacétyle peut provoquer

des lésions respiratoires (Hubbs et al., 2008; Morgan et al., 2008).

Afin de protéger les ouvriers, I’usage de diacétyle a été interdit, puis a été remplacé par de I’ AP et
de I’acétoine, vu qu’ils possédent une structure chimique similaire au diacétyle (Figure 2.10), en

plus de fournir le méme profil de saveur.

O 9] (‘ZJ'H
|l 1
H.C
H.C C H.C C. _CH 3oL R
3 *\ﬁ/ \‘CHB 3 ‘\ﬁ/ \‘CHZ 3 ﬁ CH,4
O 9 O
Diacétyle Acétylpropionyle Acétoine

Figure 2.10. Structure moléculaire du diacétyle, de I’acétylpropionyle et de I’acétoine (Adapté de
Farsalinos et al. 2015).

Malheureusement, des études toxicologiques in vivo démontrent que 1’ AP occasionne de la fibrose
des voies respiratoires intrapulmonaires chez les rongeurs et des changements pathologiques
similaires a la bronchiolite oblitérante (Morgan et al., 2012). En outre, I’AP pourrait causer des
dommages épithéliaux des voies respiratoires (Hubbs et al., 2012; Morgan et al., 2016). La
structure chimique de ’acétoine posséde un groupe a-hydroxycétone au lieu d’un groupe a-
dicétone, ce qui est responsable pour la toxicité du diacétyle et de I’AP, raison pour laquelle
I’acétoine est considérée moins toxique (NIOSH, 2017; Vas et al., 2019). Des études sur les
rongeurs ont établi 800 ppm d’acétoine comme la dose maximale; cette valeur est huit fois

supérieure a celle du diacétyle (Hubbs et al., 2012; NIOSH, 2016a).
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Une autre étude a analysé 159 e-liquides avec des ardmes provenant de fournisseurs américaines
et européens ou presque les trois quarts des échantillons présentaient du diacétyle et/ou de I’AP
dans les e-liquides ainsi que dans les aérosols (Farsalinos et al., 2015). Cette recherche a conclu
que les molécules de diacétyle et d’ AP passent facilement dans la phase aérosol inhalable. De tres
fortes corrélations ont été enregistrées pour les quantités attendues de dicétones dans 1’aérosol en
fonction de la quantité de liquide consommée. Ceci prouve I’importance des essais analytiques du
liquide puisque cela fournira des informations sur la toxicité potentielle de 1’aérosol. Toutefois,
tout comme pour le cinnamaldéhyde, les manufacturiers de saveurs et de e-liquides bannissent le

diacétyle de leurs formulations afin de se conformer a la LCSPC.

2.3. Relargage de métaux dans les dispositifs de la cigarette électronique

La fumée de la cigarette conventionnelle est une source importante d’éléments inorganiques,
incluant les métaux traces (Chiba & Masironi, 1992), spécialement le cadmium (Cd) et le cuivre
(Cu) (Bernhard et al., 2005). Comme plusieurs piéces qui composent la CE sont métalliques, il est
prudent de vérifier un possible relargage de métaux vers la phase aérosol des CE ainsi que
d’identifier les sources potenticlles de relargage. Egalement, il faut le comparer avec les
concentrations de métaux atteints dans la fumée du tabac afin de savoir si I’aérosol de la CE

entraine moins de risques suite a I’exposition aux métaux traces.

En analysant I’aérosol par ICP-MS ou ICP-EOS, de multiples études ont détecté des ions
métalliques tels que du Cu, du Cr, du Ni, du Cd et du Pb (Hess et al., 2017; Na et al., 2019; Ohashi,
2018; Palazzolo et al., 2017; Williams et al., 2013). Bien qu’ils ne soient pas des éléments ajoutés
dans la formulation des e-liquides, leur origine est normalement associée aux pieces métalliques
du dispositif tels que des joints soudés (Williams et al., 2017) et principalement a 1’élément
chauffant, puisque la plupart des ions métalliques retrouvés dans I’aérosol correspondent a la
composition de 1’¢lément chauffant (Arnold, 2018; Olmedo et al., 2018; Williams et al., 2019;
Zervas et al., 2020).

Les éléments chauffants sont des filaments métalliques, qui dans la plupart de cas, sont fait de
différents types d’alliages (Dworniczak, 2016) ou en utilisant des métaux de haute pureté tels que
le titane (Ti) ou le Ni (Farsalinos et al., 2015; Olmedo et al., 2018; Zhao et al., 2020). Le Kanthal
— qui est un alliage de fer (Fe), de Cr et d’aluminium (Al) — ainsi que le Nichrome — constitué de

Ni et de Cr — (Farsalinos et al., 2015) sont les éléments chauffants les plus souvent utilisés.
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Parmi les métaux identifiés dans ’aérosol de CE se retrouvent des ions métalliques qui font partie
de la liste de la FDA des « produits chimiques nocifs et potentiellement nocifs », tels que le Cr, le
Pb et le Ni. Ceux-ci causent des effets graves sur la santé y compris le cancer (Garcia-Esquinas et
al., 2014; Kuo et al., 2017), des maladies cardiovasculaires (Chowdhury et al., 2018; Moon et al.,
2012), des lésions rénales (Suwazono et al., 2006) et de la neurotoxicité (Singh Sankhla et al.,
2017). Il est indéniable que la présence de métaux dans les aérosols des CE serait préoccupante si
les concentrations détectées dépassaient les valeurs limites. Cependant, des chercheurs tels que
Farsalinos et al. (2015) ont considéré que les données recueillies jusqu’a aujourd’hui manquent
d’évaluation appropriée de I’exposition a ces métaux. Dans les prochaines sous-sections, nous
présenterons les causes qui pourraient contribuer au relargage de métaux et les mécanismes

d’évaluation de I’exposition qui pourraient étre utilisés pour combler le besoin d’informations.

2.3.1 Présence de métaux dans les e-liquides

Il a été montré qu’il y a présence de métaux traces dans les e-liquides de recharge de la CE. Dans
la plupart des cas, les niveaux de métaux quantifiés dans les e-liquides sont variables avec des
valeurs qui sont assez faibles, inférieures a 0.1-0.2 ppm (Laugesen, 2008), ou en dessous des
limites de détection de la méthode (Beauval et al., 2016). 1l faut considérer que la composition des
e-liquides et la qualité des matiéres premieres utilisées lors de leur production sont variables parmi
les fabricants (Bertholon et al., 2013).

Il est soupconné que les ardmes soient une source de contamination en métaux traces (Beauval et
al., 2016; Kamilari et al., 2018), a cause des niveaux €elevés de certains éléments métalliques tels
que le zinc (Zn) et I’antimoine (Pellegrino et al.) dans quelques e-liquides aromatisés; néanmoins,
I’analyse de plus d’e-liquides disponibles sur le marché est nécessaire pour confirmer cette
hypothése. Parmi les métaux traces identifiés, certaines études ont signalé la présence d’As a des
niveaux variables dans quelques e-liquides. Beauval et al. (2016) a détecté 1.5 pg/L, tandis que
Palazzolo et al. (2017) ont mesuré 0.08 £ 0.04 ug/L. Olmedo et al. (2018) ont identifié¢ de I’As
dans 10 % des échantillons étudiés (sur un total de 56 e-liquides). Malgré cette quantité limitée de
liquides, la présence de 1’ As pourrait étre inquiétante et exige des études plus approfondies afin de
détecter si d’autres liquides contiennent de 1’As. Il serait intéressant également de determiner sa

spéciation, vu que la toxicité de 1I’As dépend fortement de son espéce chimique, selon laquelle les
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valeurs de la dose létale moyenne (DL 50) et de la concentration Iétale moyenne (CL 50) peuvent
varier (Charoensuk et al., 2009; Moe et al., 2016).

En relation a la concentration d’As dans la phase aérosol générée par ces échantillons, Olmedo et
al. (2018) signale que les niveaux mesurés d’As dans la phase liquide restent similaires dans
1’aérosol. Concernant le Cd, les concentrations atteintes pour celui-ci ont tendance a étre trés faibles
ou en dessous des limites de détection dans la majorité des liquides (Beauval et al., 2016; Hess et
al., 2017).

Les concentrations de métaux traces dans les e-liquides qui restent en contact avec les
compartiments de CE comme le réservoir, le clearomiseur et I’élément chauffant en absence de
tout processus de chauffage sont plus élevées en comparaison aux e-liquides qui se retrouvent dans
les bouteilles de recharge; ce phénomene a été observe dans les études de Hess et al. (2017); Na et
al. (2019); Neu et al. (2020). Voir tableau 2.5.

Tableau 2.5. Concentration de métaux (écart-type) en ug/mg dans les e-liquides (Extrait de Zhao
et al. (2020))

Ref Type of e-liquid A As Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Sh In

Talioetal. 2015 Bottle - - - - - - — 08(0.9) - -
Beauvaletal. 2016 Boutle IL1(238) l()(()ﬁ) <03(LOQ) 02(0.1) 6.2[ 1) 126022 - L7(14)  <I38(LOQ)  <09(LOQ) 6.2(27.1) 130(478)
Beauvaletal. 2017 Bottle 100(15  08(04)  <03(LOQ) 0O.L(0.08) 45(L1) 16367 - Lo(0.9) <I38(LOQ)  <09(LOQ) L2(0.1) <I72(LOQ)
Palazzolo et al. 2017 Bottle 6.6(04) 1)(]7 (0.03) <0.009(LOD)  — —  <0009(LOD) 35(02)  0.I(0.005)  0.1(0.006) <0.009(LOD) — 04 (0.03)

Talioetal. 2017 Bottle - - 126 (4.0) - - - - - 145(6.8) - - -

Dunbar et al. 2018 Bottle — — — — — — — — - <8(L0Q  — —

Kamilari et al. 2018 Bottle —  <l0(LOD) <250(LOD) — 840353 95413 — — 47120 22(103) - -
Olmedo etal. 2018 Bottle 50(1L7) 36(103)  007(0000) 02(03) 16(22)  2000381) 652(102) 62(20.7) 289(438)  L04(194) 0937 413(137)

Songetal. 2018 Bottle - 19 0.7 - NR NR - - 3 105 - NR

Floraetal, 2016 Cartridge —  <430(LOQ) <220(LOQ) - - - - - - - — -

Hessetal 2017 Cartridge — - 176/ (273) — 1815 (4489 - — 594310492 94?6[21934) 1694 (1247)  — -

— - 1.0(0.9) — 678 (244) - - 576(243) 11524 (3904) 0683 — -

e - L4(L1) e 99 (61.6) - - 172(29.2)  398(11 ) 50(L3) - -

- - 0.8(0.7) - 65 4(9.5) - — 351120 5()5 (193 42(0.8) - -

— - 04(0.3) — 46460 - —  HIE4 [424 803(69.2) — -

Dunbar et al. 2018~ Cartridge (cig-a-like) — — — o - - — — o — <18(LOQ) — —

Cartridge (pod) - - - —_ —_ - - - - <J8(L0Q)  — -

Open wick - - - - - - - - - 202 -

Zhaoetal. 2018 Botle, cartridge o — o - - — — o — — — 220

Olmedo etal. 2018 Tank 01(176)  42(116)  04(L0) 108(17.1) 214(346)  1990(5550) 1880 (3860) 124 (247)  2510(8160)  517(1520) 3.6(7.5) 3250 (9640)

Stephens (2017) a suggeéré que les pieces du clearomiseur dans les dispositifs préremplis souffrent
d’un processus de corrosion au fil du temps. Il est aussi possible de considérer une probable
dégradation du liquide, étant donné que les dispositifs préremplis comme le cigalike sont

normalement distribués par les dépanneurs ou les stations d’essences; les chercheurs croient donc
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que les conditions d’entreposage appliquées dans ces établissements ne suivent aucun controle de

la température, ce qui affecteraient la stabilité du produit (Neu et al., 2020).

Dans le but d’identifier quelle marque de dispositif prérempli est plus problématique par rapport a
’exposition aux métaux, une étude a analysé différentes marques de CE préremplies,
specifiquement des cigalikes. Les données finales ont montré des variations importantes dans les
concentrations de Cr, de Pb, de Mn et de Ni parmi les multiples marques, et également dans les
produits de méme marque. Cela pourrait étre une conséquence du manque de normes de qualité
liées a la fabrication de dispositifs de CE (Loewenstein & Middlekauff, 2017; Neu et al., 2020). 1|
faut aussi considérer que le pH des e-liquides (soit acide ou basique) pourrait produire une
potentielle corrosion qui affecterait les dispositifs préremplis, donc les niveaux de relargage de

métaux seront variables parmi les CE.

Afin d’évaluer I'impact du relargage de métaux produit par I’élément chauffant, I’analyse des e-
liquides de recharge est une étape importante, car celle-ci va permettre d’établir une ligne de base
par rapport a la concentration de métaux déja existante dans I’échantillon et leur variation apres la
mise en contact avec I’élément chauffant. Egalement, cela permettrait de connaitre la qualité des

e-liquides disponibles sur le marché.

2.3.2 Relargage de métaux vers I’aérosol

L’étude de I’aérosol de la CE a mis en évidence I’existence d’ions métalliques qui arrivent vers la
phase aérosol lors de I’aérosolisation de 1’e-liquide (Lerner et al., 2015; Margham et al., 2016;
Mikheev et al., 2016). L’information disponible indique que 1’élément chauffant serait la source
principale de relargage de métaux (Eaton et al., 2018) et que le relargage de métaux est associé
avec la dégradation de 1’¢lément chauffant métallique. La perte de la masse métallique depuis le
premier cycle de chauffage a été confirmée; cette perte sera progressive lorsque le nombre de cycles
de chauffage augmente (Mulder et al., 2020) (Figure 2.11). De plus, en ajoutant les possibles
propriétés corrosives des liquides (Farsalinos & Carvalho, 2015), ces facteurs combinés
perturberaient la structure moléculaire et I’intégrité de 1’élément chauffant et favoriseraient ainsi

la présence de métaux dans le liquide et I’aérosol.
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Figure 2.11. Surface de la résistance chauffante de Kanthal apres (A) 1 cycle de chauffage. (B) 50
cycles de chauffage. Nichrome (C) 1 cycle de chauffage (D) 50 cycles de chauffage avec SEM-
EDX (Extrait de Mulder et al. (2020)).

Selon les études récentes (Eaton et al., 2018; Olmedo et al., 2018; Zervas et al., 2020; Zhao et al.,
2019), les niveaux de métaux retrouvés dans les liquides et les aérosols dépendront de la
composition de 1I’élément chauffant, la formulation de 1’e-liquide, le type de dispositif, le flux d’air
ainsi que certains parametres d’utilisation tels que la tension appliquée, la température et la durée

de la bouffée.

Les données montrent que la teneur en métaux de I’aérosol est fortement liée a la composition
métallique de 1’élément chauffant. L’analyse de 1’aérosol produit par 1’¢lément chauffant en
nichrome a détecté des concentrations de Cr parmi ces composants, ce qui est compréhensible
puisque le Cr fait partie de la composition métallique du nichrome (Williams et al., 2015).

D’apres le type de dispositif, I'utilisateur aura a sa disposition différents intervalles de valeurs de
tension (voir tableau 2.1); selon la tension appliquée, la concentration de métaux atteinte au niveau
de I’aérosol sera variable. Il a été observé que les dispositifs a systéme ouvert (p.ex., mods)

pourraient générer des aérosols avec des niveaux de métaux plus élevés que les dispositifs a
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systeme fermé (p.ex., cigalike). L’étude de Zhao et al. (2019) a montré que les concentrations
moyennes de Ni atteintes dans I’aérosol étaient de 793 et de 2 148 pg/kg pour les mods tandis que
les cigalikes atteignaient 1,32 et 11,9 ug/kg. Ce fait peut s’expliquer par la température a laquelle
I’élément chauffant s’est rendu : cela augmentera lorsqu’une tension importante est appliquée et
par conséquent il y aura une dégradation importante de 1’élément chauffant. Zhao et al. (2018) ont
montré qu’une augmentation dans la valeur de voltage de 2,2 a 5,7 V impliquait de passer d’une
valeur de température de 106,8 a 265,8 °C dans 1’élément chauffant. D’ailleurs, 1’exposition aux
aérosols avec une haute concentration de métaux se traduirait par une dose journaliere de métaux
plus elevée, et, en considérant que I’absorption de métaux est plus importante par voie d’inhalation
(Henry et al., 2020; Nordberg et al., 2007), I’utilisation de valeurs élevées de tension dans les

dispositifs de CE pourrait étre nocive pour la santé des utilisateurs.

Il semblerait que la fréquence de remplacement de 1’élément chauffant aurait également une
influence sur la concentration de métaux libérés vers 1’aérosol. Olmedo et al. (2018) ont enregistré
des niveaux importants de métaux lorsque 1I’élément chauffant était remplacé plus de deux fois par

mois. Il y avait des différences significatives pour I’Al, le Cr et le Mn (p < 0,05). Voir tableau 2.6.

Tableau 2.6. Concentration de métaux (médiane [intervalle interquartile]) en ug/kg des échantillons

selon la fréquence de remplacement de 1I’élément chauffant (Extrait de Olmedo et al. (2018))

Sugle  Colchne o Al (r Cu fe Mn Ni P S I

Dispenser <2 times per month 32 119(6.0-19.2) 0105 (<0.3-L.26) 683 (<[.0-19.7) B4 (<3077 )llﬁ(<I(L24 (<1041,

(1=35) >ltmespermonth 23 102(.2:2L9) <03 (<03-L13) <LO(<LO-834) 266(10.1-919) 105 (<L0-2.53) L06(<L0-287) 0482(0258-L0%) 13T (0483-L.3) 104 (539-138)
p-Value 0.6 0.5 016 097 099 0.4 032 073 (.08

Rerosol ~ <Dtimes permonth 32 | Iﬁl ){)949(<5 J) WOGT53]) 152

(1=33) >limespermonh 23 2
p-Value

Tok  <Dtimespermonth 30

(n=4))  >]times per month 19
p-Value

B3t

e e

54l G
03(130-338) 205 Q1-844) 2L2(870-481) 136(<30-374 |2(240’l2) §0.27-376) 103(.3-323)  60(387-240) 1 (292-831)
0 (H]9 0.0 0% 030 0013 040 09 0.8 063
B6(140-498) 460 (I78-154) 185 (O0-L210) 303 (125-1L330) 203 8.33-20) 186 (442-0%)  408(133-204) 201 (732-816) 493 (176-1A0)
DAL

(

e

B
48] 132(18.6-386)  107(58.3-430) 565 (204-2600) 335 (16.6-160) I9(114-8T)  402(130-170)  20.3(143-336) 302 (93.5-130)
JO81 09 0 033 03 026 08 0.59 026

H41.3) 042 (0202-0897) 112 (0489-384) 140(891-369)

] |27 {<L0-3.58) 684(632-252) 144 (300-464)  499(222-148) 470 (227-809)

Les forums d’utilisateurs de CE indiquent que la vie utile de 1’élément chauffant se trouve entre
une et deux semaines au maximum, afin de ne pas modifier la qualité de I’aérosol (Brown, 2019).
En se basant sur cette affirmation, il est possible que les vapoteurs avec une fréquence importante

de remplacement de 1’élément chauffant fassent face a une exposition plus importante a certains



36

métaux. L’intervalle de temps utile de 1’élément chauffant est basé sur sa capacité de produire de
I’aérosol avec un goQt agréable, ce qui peut étre variable parmi les vapoteurs. Une recherche plus
approfondie sur cet aspect serait pertinente afin d’établir un temps plus précis sur la vie utile de

I’élément chauffant.

Des fluctuations ont été rapportées en relation aux concentrations de métaux quantifiées dans les
e-liquides des bouteilles de recharge et le réservoir, ainsi que dans I’aérosol. Suite a la mise en
contact avec 1’élément chauffant, les niveaux de métaux atteints dans le réservoir étaient plus élevés
en comparaison a I’aérosol. Olmedo et al. (2018) proposent les hypothéses suivantes pour expliquer

cette variation, mais des études plus approfondies sont nécessaires pour les Vérifier :

v' 1l parait que la masse transférée des composés métalliques vers 1’aérosol pourrait étre

spécifique au métal.

v 1l a été trouvé que certains métaux existent sous la forme de billes solides dans les gouttes
d’aérosol, et il est supposé que ces billes métalliques proviennent des pieces métalliques
des CE tels que I’élément chauffant (Williams et al., 2013). Le transfert de ces billes vers

I’aérosol serait également en fonction du métal en plus de la taille de la bille.

v Le relargage de métaux provenant de I’élément chauffant continuerait dans le réservoir

méme si le processus d’aérosolisation a été déja finalisé.

D'ailleurs, I’analyse de la composition métallique des autres pieces du clearomiseur, sans compter
la résistance, a concordé avec les metaux trouvés dans I’aérosol. Cela réveéle une certaine
contribution au relargage de métaux par ces pieces (voir figure 2.12). Selon Williams et al. (2019),
la quantité relative de métal relargué par ces piéces dépendra de son point de fusion, son abondance

dans le clearomiseur, une fabrication défectueuse ou sa proximité a 1’é¢lément chauffant.
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Wire-
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Figure 2.12. Parties de 1’atomiseur (A) CE de modéle réservoir (B) CE de modéle mod (Extrait
de Williams et al (2019)).

De plus, durant I’analyse de la teneur de métaux dans I’aérosol de CE, quelques éléments étaient
repéreés tels que du Pb et du sélénium (Se), lesquels ne faisaient pas partie du clearomiseur (Olmedo
et al., 2018; Williams et al., 2017; Williams et al., 2013). Une possible explication est que ces
éléments seraient introduits pendant le processus de fabrication, ou ont été relargués de pieces

différentes, comme 1’embout ou les piles (Williams et al., 2019).

2.3.3 Méthodes d’analyse de métaux dans les échantillons de cigarettes

électroniques

L’ICP-MS et ICP-EOS sont normalement les techniques d’analyse préférées pour quantifier les
concentrations de métaux dans les échantillons des CE car ce sont des techniques sensibles et
rapides avec une bonne capacité quantitative de multiples éléments (Bansal & Kim, 2016).
Cependant, ces techniques présentent des interférences spectroscopiques et non-spectroscopiques.
Les interférences spectroscopiques peuvent étre corrigées par collision ou par réaction avec un gaz

neutre comme 1’hélium (He) (Agatemor & Beauchemin, 2011).

En relation aux interférences non-spectroscopiques, aussi nommées « effet matrice », elles seraient
accentuées grace a la phase organique des e-liquides, puisque I’augmentation des niveaux de PG
et de GV est associée avec une quantité importante de polyols, des composés organiques qui

possedent plusieurs groupes hydroxyles (Ohashi, 2018), lesquels affecteront I’intensité du signal
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de facon croissante ou décroissante selon 1’analyte métallique mesuré (p.ex., du Cr, de I’As et du
Se) (Beauval et al., 2016). Cela génererait des valeurs erronées de concentration de metaux, ce qui
a été observe dans la phase liquide (Beauval et al., 2016) autant que dans la phase aérosol (Ohashi,
2018).

A cause du manque de matériaux de référence spécifiques pour les e-liquides, une maniére de
réduire les effets matrice est de pré-traiter des échantillons soit par digestion acide ou par dilution.
Ces deux pré-traitements sont reconnus par le Centre de Coopération pour les Recherches
Scientifiques Relatives au Tabac (CORESTA) (Agatemor & Beauchemin, 2011; Joza, 2020).

2.3.4 Présence de métaux dans les échantillons biologiques des utilisateurs de la

cigarette électronique

Une étude a analysé la présence de métaux traces tels que du Cu, du molybdéne (Mo), du Fe, du
Se et du Mn et des métaux des terres rares (MTR) dans les échantillons de serum sanguin chez des
fumeurs, des non-fumeurs et des vapoteurs. Apparemment, les analytes métalliques identifiés chez
les vapoteurs viendraient du dispositif de CE. Parmi les résultats, il a été observé que les niveaux
plus elevés de Se étaient quantifiés chez les vapoteurs (Tableau 2.7). La possible source de Se serait
la CE, puisque cet élément est normalement employé dans la fabrication des dispositifs
électroniques (Tansel, 2017). Cependant, il ne faut pas ignorer que I’alimentation et la

consommation d’alcool influencent aussi les niveaux de Se dans 1’organisme (Badea et al., 2018).

Tableau 2.7. Concentration de métaux en ng/mL dans le sérum sanguin des non-fumeurs, des

fumeurs de cigarette et des vapoteurs (Extrait de Badea et al. (2018))

Non-smokers (n = 58) Cigarette smokers (n = 58) E-cigarette users (n = 34)

Element’ % of detection ~ Median (p25th-p75th) % of detection ~ Median (p25th-p75th) % of detection ~ Median (p25th-p75th) p’

Cu (copper)‘ 100.0 611.35 (554.8-686.1) 100.0 961.28 (875.4-1089.9) 100.0 891.45 (798.6-958.2) 0.0001
Fe (iron) 100.0 1182.70 (771.8-1633.9) 100.0 970.74 (710.0-1221.0) 100.0 1150.62 (887.5-1514.8) 0.029
Mn (manganese) 86.2 0.67 (0.60-0.87) 91.4 0.79 (0.65-1.09) 94.1 0.78 (0.58-1.05) 0.145
Mo (molybdenum)  100.0 0.59 (0.47-0.75) 100.0 0.79 (0.65-0.95) 100.0 0.57 (0.40-0.93) 0.0001
Se (selenium)‘ 100.0 65.09 (58.3-76.9) 100.0 81.09 (70.2-92.4) 100.0 87.97 (79.6-95.0) 0.0001
Zn (zinc)* 100.0 645.67 (580.4-710.5) 100.0 1048.41 (934.5-1129.6) 100.0 870.75 (780.7-1008.3) 0.0001

Egalement, les analytes d’argent (Ag) et de vanadium (Va) ont été identifiés chez les vapoteurs
ainsi que chez les fumeurs, mais avec une concentration importante chez ces derniers. Ces deux

analytes étaient antérieurement trouvés dans ’aérosol de CE (Saffari et al., 2014; Williams et al.,
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2017) et leur origine serait d’autres parties du clearomiseur tels que les joints de soudure, les fils
épais (faits de Cu recouvert d’Ag). Ils arriveraient a la phase aérosol grace aux températures élevées

atteintes par le dispositif (T > 110 °C), ce qui aiderait leur relargage.

Selon le tableau 2.8, a propos des MTR, des analytes tels que le cérium (Ce) et I’erbium (Er) ont
été détectés chez les vapoteurs, mais a des niveaux faibles; leur provenance peut aussi étre attribuee
au dispositif, car des metaux tels que le lanthane (La), un MTR, a été déja identifié dans la
composition des piéces métalliques des CE (Williams et al., 2017). Il faut toutefois demeurer
prudent dans I’interprétation des résultats de ce genre d’études puisque toute une panoplie de MTR
ont été egalement détectés, parfois en concentration plus importante, chez les non-fumeurs (tableau
2.8).

Tableau 2.8. Concentration des MTR dans le sérum sanguin de non-fumeurs, de fumeurs de

cigarette et de vapoteurs en ng/mL (Extrait de Badea et al. (2018)).

Non-smokers (n = 58) Cigarette smokers (n = 58) E-cigarette users (n = 34)
Element % of detection Median (p5th-p95th) % of detection Median (p5Sth-p95th) % of detection Median (p5th-p95th) P
Ce (cerium) 0.0 — 414 0.14 (0.10-0.76) 17.6 0.21 (0.17-0.31) 0.058
Dy (dysprosium) 224 0.01 (0.01-0.05) 17.2 0.01 (0.01-0.02) 17.6 0.01 (0.01-0.02) 0.553
Er (erbium) 19.0 0.01 (0.01-0.04) 39.7 0.00 (0.00-0.01) 17.6 0.01 (0.00-0.01) 0.0001
Eu (europium) 224 0.01 (0.00-0.05) 19.0 0.00 (0.00-0.02) 235 0.00 (0.00-0.01) 0.042
Ga (gallium) 17 0.12 (0.12-0.12) 379 0.09 (0.07-0.15) 0.0 — 0171
Gd (gadolinium) 259 0.01 (0.00-0.05) 48.3 0.01 (0.00-0.03) 353 0.01 (0.01-0.21) 0.014
Ho (holmium) 224 0.01 (0.00-0.05) 17.2 0.00 (0.00-0.01) 11.8 0.00 (0.00-0.00) 0.001
In (indium)” 1.7 0.12 (0.12-0.12) 17.2 0.06 (0.04-0.09) 29 0.07 (0.07-0.07) 0.192
La (lanthanum) 0.0 — 121 0.14 (0.10-0.32) 147 0.12 (0.11-0.22) 0.871
Lu (lutetium) 20.7 0.01 (0.00-0.05) 1.7 0.01 (0.01-0.01) 29 0.00 (0.00-0.00) 0.235
Nb (niobium)” 0.0 - 3.4 0.12 (0.09-0.16) 29 0.21 (0.21-0.21) 0.221
Nd (neodymium) 207 0.02 (0.02-0.06) 36.2 0.03 (0.02-0.30) 26.5 0.05 (0.02-0.13) 0.183
Pr (praseodymium) 241 0.01 (0.00-0.06) 50.0 0.01 (0.00-0.05) 294 0.02 (0.01-0.05) 0.179
Sm (samarium) 8.6 0.01 (0.01-0.04) 46.6 0.01 (0.01-0.05) 147 0.02 (0.01-0.03) 0.633
Ta (tantalum) 0.0 - 0.0 - 0.0 - n.a.
Tb (terbium) 121 0.01 (0.01-0.05) 0.0 — 0.0 — na.
Tm (thulium) 224 0.01 (0.00-0.05) 17.2 0.00 (0.00-0.00) 8.8 0.00 (0.00-0.00) 0.0001
Y (yttrium)® 5.2 0.02 (0.02-0.04) 69.0 0.03 (0.02-0.21) 26.5 0.04 (0.01-0.08) 0.497
Yb (ytterbium) 31.0 0.01 (0.00-0.04) 50.0 0.00 (0.00-0.01) 294 0.00 (0.00-0.01) 0.163
% lanthanides” 534 0.02 (0.00-0.36) 89.6 0.06 (0.00-0.81) 529 0.03 (0.00-0.70) 0.172

Les habitudes d’utilisation des CE contribueraient aussi a 1’exposition aux métaux. Des niveaux
¢levés de Ni dans I’urine seraient le résultat d’un remplacement fréquent de 1’élément chauffant
(= 3 fois par mois), chez les utilisateurs qui ont signalé un temps plus court pour la premiére vape
a partir du réveil et chez ceux ayant des niveaux de Ni plus €levés dans les échantillons d’aérosols

prélevés sur leurs CE (Aherrera et al., 2017). De plus, les vapoteurs quotidiens avaient des niveaux



40

urinaires de Pb et de strontium (Sr) significativement plus élevés que ceux des vapoteurs

occasionnels (quelques jours par semaine) (Goniewicz et al., 2018).

L’air expiré des vapoteurs a été condensé et analysé, les résultats montraient la présence de Ni
(1,25 ug/L) et de Cr (0,29 pg/L). Les valeurs recueillies pourraient démontrer 1’absorption de ces

métaux dans 1’aérosol par les utilisateurs.

Malgré les études qui montrent une absorption de métaux par les vapoteurs a cause de ’utilisation
de CE, les niveaux quantifiés demeurent inférieurs & ceux mesurés chez les fumeurs du tabac; ce

fait s’applique aussi a d’autres sous-produits du tabac comme les carbonyles ou les nitrosamines.

2.4. Potentiel oxydatif

2.4.1. Fluides pulmonaires synthétiques

Le dépot de I’aérosol inhalé dans le systéme respiratoire est un processus soumis aux propriétés
physico-chimiques des particules, spécifiguement de la solubilité de 1’aérosol, de I’anatomie
pulmonaire et des schémas respiratoires du sujet (Majid & Madl, 2011). Les aérosols de CE sont
hydrosolubles, donc ils pourraient facilement se solubiliser dans les liquides de revétement
épithélial (LRE) (Scheffler et al., 2015).

Les LRE couvrent les cellules épithéliales de I’appareil respiratoire en jouant le role de barriére
biologique contre les polluants environnementaux inhalés (p.ex., la fumée de tabac, I’ozone). Dans
leur composition se retrouvent des enzymes antioxydantes (c.-a-d. la superoxyde dismutase, la
catalase et la glutathion peroxydase), des protéines (c.-a-d. la lactoferrine, la transferrine et la
céruloplasmine) (Hatch, 1992) et également des antioxydants de faible masse moléculaire (c.-a-d.
I’AA, I'urate et le glutathion), lesquels protegent de possibles Iésions oxydatives (van der Vliet et
al., 1999).

Afin d’imiter les conditions des LRE, I"utilisation des fluides pulmonaires synthétiques (FPS) est
suggérée comme un substitut dans le cadre d’une quantification fiable du PO ainsi que de la
solubilité des polluants ou d’un test de bioaccessibilité et pour éviter des inconvénients éthiques
liés aux tests in vivo. L appareil respiratoire est divisé en différentes zones bien différenciées donc
la composition de LRE est variable selon le niveau du tract respiratoire. C’est la raison pour laquelle

il est compréhensible que différentes formules des FPS puissent étre employées dans les tests in
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vitro pour estimer la bioaccessibilité pulmonaire. Parmi la panoplie de FPS développés, ceux-ci
ont de légeres variations, les deux types principaux de FPS : la solution de Gamble (SG) et le fluide
lysosomal artificiel (FLA) (Kastury et al., 2017). Ces solutions aqueuses sont composees des

protéines et d’antioxydants qui permettent d’imiter leurs homologues humains (Stopford et al.,
2003).

Le FLA représente les lysosomes des macrophages alvéolaires, alors ce fluide imite les conditions
acides, avec une valeur de pH égal a 4,5 — 5 (Stopford et al., 2003), établi lors de la phagocytose
des MP dans la région alvéolaire. En considérant que les particules MPs ont plus de chances de se
faire phagocyter, 'usage de FLA est théoriquement plus convenable aux particules de ce diameétre

granulométrique (Gosselin, 2019; Gosselin et Zagury, 2020).

La SG simule la région extracellulaire du poumon profond et garde un pH neutre égal a 7,4. De
plus, la SG intervient comme la liaison entre le compartiment vasculaire et les cellules tissulaires,
permettant la régulation des parameétres physico-chimiques (p.ex., pH, pression osmotique) dans le
corps humain ainsi que le transfert des nutriments et des déchets (Gamble, 1941). Au niveau
pulmonaire, la SG représente 1’homologue du liquide interstitiel retrouvé dans les régions
trachéobronchique et alvéolaire profonde (Gosselin, 2019). Lors de la quantification du PO, la SG

serait utilisée grace a la présence des antioxydants comme 1’ascorbate dans sa composition.

2.4.2. Définition et mécanisme du potentiel oxydatif

Le PO est la mesure de la capacité d’un composant d’oxyder les substances antioxydantes qui
forment les fluides pulmonaires, en générant des ERO (Bates et al., 2019). Les ERO sont de
composants hautement réactifs formés a base d’oxygene et peuvent avoir des électrons non
appariés. Parmi le groupe d’ERO se trouvent les molécules de peroxyde d’hydrogéne (H20), le

radical superoxyde ("OH) et le radical hydroxyde (O2).

Les ERO peuvent étre générés par des sources endogeénes et exogeénes. Dans le corps humain, le
métabolisme cellulaire donne lieu a la formation d’ERO mais & un faible niveau. De plus, les ERO
jouent un role primordial dans les processus de signalisation et de régulation de la cellule, en
protégeant contre les agents environnementaux (Birben et al., 2012; Péschl & Shiraiwa, 2015). Au
niveau des voies respiratoires, celles-ci se retrouvent couvertes dés la cavité nasale jusqu’aux

alvéoles par les LRE, capables de bloquer les effets nocifs des ERO.
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Des facteurs exogénes tels que les MP ou la fumée de cigarette sont également des producteurs
d’ERO lorsqu’ils rentrent en contact avec I’environnement pulmonaire. La fumée de cigarette est
décrite comme un aérosol comportant des oxydants, des radicaux libres et des composes organiques
(Birben et al., 2012). Dans cet aérosol, les radicaux libres se trouvent dans la phase gazeuse ainsi
que dans la phase solide, laquelle est connue comme goudron. Chaque cigarette peut produire
jusqu’a 20 mg de goudron qui détient une concentration élevée de radicaux libres et stables (10
spings. g1) (Valavanidis et al., 2009), en plus de 6 000 composés organiques et des particules fines
et ultra fines (0,1-1,0 um) capables d’atteindre la région alvéolaire (Halliwell & Poulsen, 2006).
Dans le milieu des fluides pulmonaires, le goudron produira des ERO a cause de ses radicaux libres
tels que la semi quinone (QH-) (Pryor, 1992). Par le mécanisme de réaction du systeme
quinone/semi quinone/hydroquinone (Q/QH/QH?>) dans le goudron (Pryor et al., 1983), le radical
QH-" donne la place aux ions O2" par réduction des molécules de O et H,O> par réaction avec les
ions H*. 1l faut aussi souligner que le goudron posséde des niveaux remarquables de Fe?* qui par
la réaction de Fenton produira aussi des radicaux "“OH. Ce mécanisme de réaction est expliqué dans

la figure 2.13

Q+QH, S 2QH’
QH'+0,—»>Q+0,;" +H+

0, +2H" - H,0,

QH; + 02 - H0:+Q

QH,+ 0, > 0" +QH' +H"
Fe*" + H,0, - Fe’" + HO® + HO

Figure 2.13. Mécanisme de réaction de formation d’espéces réactives de 1’oxygéne (Extrait de

Valavanidis et al. (2009))

En outre, la contribution de la phase gazeuse n’est pas négligeable puisque les radicaux libres et
les oxydants présents sont en réaction continue, ce qui augmente leur concentration a mesure que
la fumée vieillit (Church & Pryor, 1985). Egalement, la présence de métaux traces dans la fumée
de cigarette tels que le Cu, le Ni, le Cr, le Pb, le Cd et le mercure (Hg) participent a la formation
d’ERO soit comme catalyseurs de réactions redox (Chen & Lippmann, 2009) ou par la réduction

de I’activité des enzymes antioxydants (Halliwell & Poulsen, 2006).
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Bien que les antioxydants (p.ex., I’AA, ’acide urique [AU], le glutathion [GSH]) dans les LRE et
les mucus des poumons bloquent 1’effet nocif des ERO, la condensation de la fumée dans les LRE
permet une formation prolongée d’ERO (Calverley & Georgopoulos, 2006) en détruisant les
antioxydants endogenes et en réduisant les mécanismes biologiques supplémentaires de production
d’antioxydants (Birben et al., 2012; Valavanidis et al., 2009).

La mesure de PO devient importante étant donné la déplétion exacerbée des antioxydants causée
par la concentration remarquable d’ERO donc, 1’organisme n’est pas en mesure de rétablir
I’homéostasie pulmonaire en produisant un stress oxydatif. Par conséquent, ce stress, au niveau
cellulaire, méne a la peroxydation lipidique et des protéines, ’altération chimique de ’ADN et
1I’apoptose de la cellule (Baulig et al., 2003; Donaldson et al., 2001; Li et al., 2003). Au niveau
pulmonaire, cependant, selon les recherches, le stress oxydatif entraine des processus
pathologiques qui contribuent a divers types de cancer (Reuter et al., 2010), la MPOC (Rahman &
Adcock, 2006), a I’athérosclérose (Ying et al., 2009) et a I’asthme (Delfino et al., 2013; Fitzpatrick

et al., 2009). Le processus de stress oxydatif de la fumée du tabac est présenté a la figure 2.14.

UA AA GSH
Antioxydants
$4$4333
Inflammation
CoPD
Asthme

’ Athérosclérose
ROS # Stress oxydatif
‘'OH H0, Oy S Dommage ADN
) Peroxydation lipidique
t N Apoptose
1])
P I
Q/QH/QH:2 \\|

//
Cigarette Smoke

Figure 2.14. Représentation du processus de stress oxydatif généré par la fumée de tabac (Adapté
de Gosselin (2019)).

Les niveaux d’antioxydants sont plus faibles chez les fumeurs ainsi que chez les personnes
asthmatiques, ce qui les rend substantiellement sensibles aux effets de la fumée de cigarette. Une
facon de combler ce manque serait a travers 1’utilisation d’antioxydants comme des compléments
alimentaires, mais malheureusement les études prouvent que leur absorption est limitée
(Hennekens et al., 1996; Priemé et al., 1997).



44

Les études in vitro indiquent que I’aérosol des CE est moins nocif comparé & la fumée du tabac, ce
qui est dd a la formulation simple des e-liquides et I’absence de phénoménes de combustion dans
les CE. Certaines études insistent sur la présence limitée de substances chimiques de faible
concentration (p.ex., carbonyles, nitrosamines spécifiques au tabac, métaux) (Margham et al.,
2016). Néanmoins, les températures atteintes par les différents modéles des dispositifs peuvent
varier la concentration de certains sous-produits, spécifiquement des carbonyles, si I’apport de e-
liquide vers I’atomiseur est insuffisant (bouffée séche). Par ailleurs, la formation de radicaux libres
dans 1’aérosol des CE a été mise en évidence (Bitzer et al., 2018), ce qui pourrait signifier un risque
possible de stress oxydatif. La réalisation d’études in vitro et in vivo serait nécessaire afin de
déterminer la charge de PO d’origine par 1’aérosol des CE et si ceci est capable de causer des

Iésions au niveau pulmonaire.

2.4.3. Potentiel oxydatif genéré par I’aérosol de la cigarette électronique

La formulation des e-liquides, soit a base de PG et/ou de GV, la concentration de nicotine, la

présence d’aromes et les paramétres de vaporisation sont des facteurs qui pourraient théoriqguement

contribuer a la formation d’ERO dans I’aérosol des CE (Son et al., 2019).

L’aérosol produit par des e-liquides avec ardmes détient un niveau de radicaux libres plus important
par rapport a 1’aérosol provenant des e-liquides sans arémes, car la dégradation thermique des
ardbmes meéne a la production de radicaux libres et de substances redox (Son et al., 2019). Lors de
I’étude de Bitzer et al. (2018), il a été trouve que parmi les échantillons évalués dans un milieu
de 60:40 PG:GV, 43 % des ardmes favorisaient la production de radicaux libres. Plus précisément,
les arbmes suivants ont montré une génération de radicaux libres dépendante de la concentration :
le linalol, le dipentene, le pipéronal, 1’éthyl maltol, le citral 3-tétradécalactone et Y'-décalactone.
En revanche, la génération de radicaux semblait étre bloquée par I’ajout d’éthylvanilline et de R3-

damascone, ce qui aurait un effet favorable en relation a la santé des utilisateurs.

L’¢thylvanilline et la vanilline sont utilisées comme des additifs qui donnent un aréme a la vanille
dans les aliments et les boissons. Leurs propriétés antioxydantes sont associées a la présence du
groupe aldéhyde dans leur structure; selon les études in vitro et in vivo, celui-ci jouerait un role
d’inhibiteur de radicaux (Tai et al., 2011). Le RB-damascone, responsable des ardmes floraux, est
aussi connu pour étre un nucléophile capable de donner ses électrons aux especes électrophiles

comme les radicaux (réaction de Michael) (Mueller et al., 2013).
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Les e-liquides a base de GV et de PG:GV atteignent des concentrations de “OH égales a 1,7 et 1,9
fois supérieures aux liquides a base de PG seulement (Lerner et al., 2015; Son et al., 2019). Une
possible explication est liée aux réactions d’oxydation du PG, de la GV et les sous-produits générés.
Les températures a atteindre pour l’oxydation du PG et de la GV sont 200 °C et 127 °C
respectivement; donc chauffeur un mélange de PG :VG, impliguerait que 1’oxydation de la GV est
incompléte (Son et al., 2019), ce qui permettrait la formation d’une quantité importante de produits

intermédiaires (c.-a-d. des radicaux) par ce dernier.

Dans la structure moléculaire de la nicotine, il se trouve des sites nucléophiles qui peuvent
neutraliser les radicaux (Halliwell & Gutteridge, 2015), mais le potentiel rédox de la nicotine
permettrait aussi la formation d’ERO (Yardim & En, 2011). Donc, cette particularité permet
d’atteindre de divers niveaux d’ERO, lorsque la nicotine interagit avec les composants (tels que le
PG et/ou la GV et les sous-produits de dégradation thermique) existants dans 1’aérosol. Son et al.
(2019) ont observé que la concentration d’ERO atteinte par un e-liquide avec 36 mg/mL de nicotine
dans un milieu de GV était 2,3 fois supérieur a celui dans un milieu de PG avec la méme teneur de

nicotine.

D’autres facteurs qui influencent la génération des ERO sont la tension appliquée dans le dispositif
et le volume de la bouffée. Les valeurs élevées de tension se traduisent en les valeurs de
températures élevées et une augmentation dans le volume de bouffée pour permettre un débit
d’oxygéne important, ce qui bénéficiera I’oxydation du PG et de la GV lors du vapotage. Quand
I’élément chauffant atteint des températures égales a 200-300 °C, 1’oxydation de la GV est
thermodynamiquement favorisée (Son et al., 2019); de plus, I’interaction des produits d’oxydation
tels que le Hz, le COy, le H20, les radicaux et les autres substances dans 1’aérosol favoriseraient
aussi la formation d’ERO (Halliwell & Gutteridge, 2015). Ce dernier est représenté dans les

réactions suivantes :
C;H 0, + 3/20, — 3CO, + 4H,
C,H 0, + 7/20, — 3CO, + 4H,0
C,H;0, — OHR + H

Figure 2.15. Formation d’espéces réactives de 1’oxygene a partir de I’oxydation de la glycérine
végetale (Extrait de Son et al. (2019)).
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Une étude in vitro a montré que 1’aérosol de CE généré avec une valeur de tension trés élevée
(4,5 V) réduisait encore plus le nombre de cellules myocardiques saines (test de viabilité cellulaire)
aprés une exposition de 24 h, par rapport a ’aérosol généré avec un dispositif de CE a 3,7 V
(Farsalinos et al., 2013). Par ailleurs, malgré que les mécanismes ne soient pas encore clarifiés, des
radicaux libres ont été également identifiés par le spectroscope par résonance paramagnétique
électronique (RPE) dans la condition de bouffée séche (Goel et al., 2015).

Les radicaux libres et les métaux présentés dans 1’aérosol réagissent avec I’AA (AscHz) qui est
’antioxydant le plus abondant dans les LRE. Le AscH> réduit les radicaux de 1’aérosol (R’), puis
R" formera des molécules de O, (Son et al., 2019). Cette ERO agit comme pionniére dans la
formation des autres radicaux tels que le peroxyde d’hydrogene (H20>) et le radical superoxyde
("OH) par des réactions redox (Lakey et al., 2016). Par ailleurs, les métaux traces dans 1’aérosol de
CE et ceux dans les LRE (Ayres et al., 2008) tels que Fe*® peuvent former des ERO ol le radical
dans I’aérosol donne un électron au Fe*™ en devenant Fe*?; par la suite, la forme réduite Fe*? créera
des ERO par la réaction de Fenton (Ayres et al., 2008; Son et al., 2015). Le graphique suivant

montre les deux processus.

E-cigarette ent O HO
€a 2 HO. ~_9_.0
HO OH
) H,O R* - Ascorbic acid
HO/\I/ ) \)Oi/ ) OHR co 'OH \ /—\
P IOHI [VO bIIO‘ ’ N N
ropylene glycol Vegetable glycerin H 0. _OH Fe2+
XN 1 4 v
Co M @f\oH | P \ oen L DY 02 + 2H2
H 1 = N /Lﬁ I;l OCH, \ Fed+
> N ] Nicotine [ |
| e 1L - MO,»CHl \T-? ."'D'-CH'
N OH OH
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and decomposition products
E-cigarette liquid E-vapor components Redox cycle

Figure 2.16. Mécanismes de formation d’espéces réactives de 1’oxygene dans 1’aérosol des

cigarettes electroniques (Extrait de Son et al. (2019)).
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Bien que I’existence de radicaux libres soit confirmée dans I’aérosol des CE, la concentration
atteinte par celles-ci est bien inférieure a celle de la cigarette conventionnelle (10 — 1 000 fois)
(Goel et al., 2015; Lerner et al., 2015; Son et al., 2019)).

Jusqu’a maintenant, les tests in vitro et in vivo liés a 1’évaluation du PO généré par I’aérosol des
CE sont trés limités. L exposition des LRE des souris aux extraits de CE produisaient la déplétion
de glutathion (Lerner et al., 2015), de la réponse pro-inflammatoire de tissus pulmonaires
(interleukines IL-6 et IL-8) et de I’altération des mécanismes de clairance bactérienne pulmonaire
(Miyashita et al., 2018; Sussan et al., 2015). Dans ces études, les preuves de stress oxydatif étaient
observeées apres une période d’incubation d’environ ou supérieur a 24 h aux aérosols des e-liquides,

ce qui suggérerait une évaluation de longue durée lors de la quantification du PO par CE.

Lors de 1’étude de Taylor et al. (2016), aucune déplétion de glutathion, ni mort de cellules ni
formation d’ERO était contemplée aprés 1’incubation de cellules épithéliales bronchiques
humaines (NCI-H292) avec les extraits d’aérosol de CE pendant 6 h. En revanche, Miyashita et al.
(2018) etaient capables de mesurer le PO du fluide synthétique de revétement des voies
respiratoires humaines (composé du glutathion et de I’AA) aprés une incubation de 4 h. Il faut
considérer que le manque de protocoles avec des paramétres standardisés pour I'évaluation d'ERO
(c.-a-d., des topographies de vaporisation, la composition des e-liquides, des valeurs de tension
appliquées, etc.) (Son et al., 2019) pourrait expliquer les différences entre ces deux études.

2.5. Autres sous-produits générés lors du processus d’aérosolisation dans les

cigarettes electroniques

2.5.1. Les matiéres particulaires (MP)

Les MP présentes dans les aérosols sont capables de pénétrer profondément le systéme respiratoire
et les membranes cellulaires (Unfried et al., 2007), puis de passer des voies respiratoires a la
circulation sanguine (Schins et al., 2004; Weichenthal, 2012). Leur passage dans la circulation
sanguine leur permet de se déposer dans les organes secondaires (Semmler et al., 2004), ainsi que
de transporter les composés toxiques (Nygaard et al., 2004; Schmid et al., 2009). Ce fait rend

I’exposition aux aérosols préjudiciables pour la santé.
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Il a été constaté que, comme les cigarettes conventionnelles, les CE produisent des MP (Pellegrino
et al., 2012; Schober et al., 2014). En fait, il existe quelques similitudes parmi ces deux types de
MP, tels que la concentration moyenne en particules produites par la CE, laquelle est
environ 4,4 + 0,4E9 particules/cm?, tandis que celle de la cigarette réguliére est égale a 3,1 + 0,6E9
particules/cm® (Fuoco et al., 2014). De plus, le diamétre des particules oscille entre 280
et 1 420 nm, ce qui les rend partie de la fraction respirable dans les voies respiratoires (Alderman
et al., 2015). Néanmoins, il serait erroné de considérer que les risques sur la santé a cause d’une

exposition a long terme des deux aérosols seraient identiques a cause des similitudes mentionnées.

En effet, des études ont prouvé que la production de MP provenant des CE est mineure et moins
nuisible, en comparaison aux MP de la cigarette conventionnelle, grace a leur composition et a
I’absence du phénomene de combustion qui libére du goudron, du monoxyde de carbone, des
produits de combustion et d’autres produits chimiques (plus de 4 000 substances, dont certaines se

sont averées toxiques et cancérigénes) (Kuehn, 2009; Logue et al., 2017; Pellegrino et al., 2012).

Pellegrino et al. (2012) ont évalué I’augmentation dans les niveaux de particules fines produites
par les CE et les cigarettes traditionnelles (Tableau 2.9). Les résultats obtenus dans les deux cas
ont signalé que les niveaux de MP1o et MP2 s dépassaient les valeurs limites de qualité de 1’air
établies par I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) (50 et 25 pg/m*® pour MP1o et MP2s).
Cependant I’écart entre les MP provenant des CE et les valeurs standards était beaucoup faible. Par
ailleurs, les émissions de MP des cigarettes conventionnelles étaient 15 fois supérieures a celles
produites par les CE (Pellegrino et al., 2012). L’étude a également mentionné que les MP des CE

étaient principalement composées de PG et de GV (£90%).

Tableau 2.9. Emissions de matiéres particulaires selon leur taille (matiére particulaire totale en
suspension, MPT, de taille MP10:7;25:1) au temps zéro (T0), apres 1,5 min (T1) et apres 3 min (T2)
d’usage de CE et de la cigarette conventionnelle (Extrait de Pellegrino et al. (2012))

Density ratio

e-cigaretie Conventional cigarette . .
= = conventional/e-cigarettes
TO Tl T2 O T1 T2 T2
Mp o Hefm! 1 0 14 0 42 80 ]
MP . bg/m’ 2 3 43 3 281 901 21
MP pg/m’ 4 H 50 5 291 919 18
MPo pg/m’ 6 10 52 7 203 922 18
MPT pghn' 13 17 63 16 305 933 15
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La composition des MP des CE n’a aucun lien avec les microparticules présentes dans la fumée de
cigarette conventionnelle et non plus avec celles créées par les activités anthropiques. Par contre,
la nature de ces MP fait qu’elles sont plus associées avec les composants des e-liquides ou les
particules se trouvent saturées en PG et en GV, puisque ceux-ci sont souvent les composants
majoritaires (Farsalinos & Voudris, 2014) tandis que les composants restants sont de quantité

inférieure (s’il y a de la nicotine, 0.25%, aromes et sous-produits,0.1%).

Les paramétres qui influencent la concentration des MP provenant des CE pourraient étre la
présence de nicotine qui augmente la concentration de MP et la durée de la bouffée, laquelle est
liée avec un temps de chauffage de I’élément chauffant plus prolongé donc plus de liquide sera

vaporisé (Fuoco et al., 2014).

La qualité de I’air dans un espace clos est impactée par 1’usage de la CE en affectant les non-
vapoteurs qui se trouvent au méme endroit. Cette action est connue comme vapotage passif ou
exposition secondaire a 1’aérosol de CE, qui est produit, quel que soit le type de dispositif (Protano
et al., 2018). Toutefois, selon 1’agence de santé publique de 1’Angleterre il n’y a pas de preuve a
ce jour que le vapotage passif soit nocif. En relation au volume dégagé et a l’intensité de
I’exposition secondaire d’aérosol et des MP dans une CE, ce phénoméne est considéré comme non
problématique contrairement au tabagisme passif. Ce dernier est composé a 80 % de la fumée qui
est dégagée suite a la combustion de la cigarette allumée (fumée secondaire) et d’un pourcentage
mineur de fumée exhalée par le fumeur (Vautrot, 2016), tandis que le vapotage passif se produit

uniquement lorsque le vapoteur déclenche la CE puisque la fumée secondaire n’existe pas.

Présentement, les études dédiées aux effets nocifs sur la santé a cause d’une exposition secondaire
aux MP des CE sont limitées. Pour I’instant, nous savons que si le nombre de vapoteurs dans un
espace clos augmente, la quantit¢ de MP, de nicotine dans 1’air et de COV est également
augmenteée, en altérant tres légerement la qualité de 1’air (Chen et al., 2018; Logue et al., 2017;
Soule et al., 2017).

2.5.2 Nitrosamines spécifiques au tabac

Les nitrosamines spécifiques au tabac (NAST) sont de substances cancérogénes (Hecht, 1998;
Hecht & Hoffmann, 1988) dérivées du tabac. Elles sont formées pendant le séchage, la

fermentation et le vieillissement du tabac par la nitrosation d’amines (Eaton et al., 2018; Famele et
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al., 2015) et se retrouvent dans la fumée de cigarette. En relation aux e-liquides, certaines traces de
NAST ont été détectées dans quelques liquides comme un résidu généré du processus d’extraction
de la nicotine des feuilles de tabac (Famele et al., 2015; Kim & Shin, 2013; Vautrot, 2016). Leur
présence dans les e-liquides de la CE est comparable & celle retrouvée dans les substituts

nicotiniques médicamenteux (p.ex., patchs) (Tableau 2.10).

Tableau 2.10. Concentration de nitrosamines spécifiques au tabac retrouvées dans les produits

avec nicotine (Extrait de Delrieu et al. (2013))

Produit Nitrosamines totales retrouvées
(en ng/g)

E-cigarette 8.18

Gommes 2

Patchs 8

Winston® 3385

Camel®

Marlboro®

Etant donné que des traces de NAST peuvent étre présentes dans certains e-liquides de recharge, il
est important de les quantifier dans 1’aérosol sous conditions de vapotage afin de vérifier une
possible variation dans leur concentration. Selon les données recueilles lors des études de NAST
en aérosol, celles-ci se retrouvent en quantités faibles, ce qui est principalement attribuable a
I’utilisation de nicotine de haute pureté dans la fabrication des e-liquides. En outre, il a été démontré
que les concentrations de NAST provenant de 1’aérosol des CE sont trés inférieures en comparaison

a celles quantifiées dans la fumée de cigarette.

Farsalinos et al. (2015) ont mené une étude pour comparer les niveaux quantifiés de NAST dans
les e-liquides avec leurs quantités respectives dans les aérosols générés. En utilisant des
échantillons enrichis contenant des concentrations connues d’étalons de NAST, il a été démontré

que les niveaux présents dans 1’e-liquide sont assez similaires a ceux quantifiés dans 1’aérosol.

Goniewicz et al. (2014) ont détecté les composés de N’-nitrosonornicotine (NNN) et de 4-
(méthylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) dans les aérosols produits a partir de 12

modeles différents de CE en utilisant un régime de vapotage standard. Ces composés font partie du
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groupe 1 de cancérogenes selon la classification du Centre international de Recherche sur le Cancer
(CIRC); cependant, il faut mentionner que leurs intervalles de concentration étaient de 0,8
a 4,3 ng/150 bouffées pour NNN et de 1,1 a 28,3 ng/150 bouffées pour NNK. Ces niveaux de
nitrosamine dans les aérosols des CE étaient 380 et 40 fois inférieurs par rapport aux teneurs de
NNN et NNK retrouvées dans la fumée de 10 cigarettes conventionnelles (150 bouffées de CE
équivalent a 10 cigarettes fumées).

2.5.3 Les carbonyles

Les carbonyles sont créés par la dégradation thermique du PG et de la GV (Khlystov & Samburova,
2016) pendant le processus d’aérosolisation du e-liquide. Les études indiquent que les carbonyles
sont le résultat de I’oxydation du PG et de la GV lorsque ceux-ci sont mis en contact avec I’élément
chauffant en présence d’oxygene environnant (Figure 2.11) (Ohta et al., 2011; Uchiyama et al.,
2013). La plupart des composés carbonyles retrouvés dans I’aérosol de CE sont : ’acétaldéhyde,
le formaldéhyde, 1’acroléine, le méthylglyoxal et le glyoxal (Bekki et al., 2014; Sleiman et al.,
2016; Vautrot, 2016), lesquels sont de substances dangereuses avec de multiples effets sur la santé.
Le formaldehyde fait partie du groupe 1 de cancérogenes (IARC, 2004), I’acétaldéhyde est classifié
comme un possible cancérogéne pour I’homme (groupe 2B) (U.S.EPA, 2000a), tandis que
I’acroléine est un irritant de la cavité nasale et capable d’endommager la muqueuse des poumons
(Health Canada, 2021)
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Figure 2.17. Réactions d’oxydation du propyléne glycol et de la glycérine végétale et ses sous-
produits générés (Extrait de Ohta et al. (2011)).
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Au moment de statuer si les concentrations de carbonyles atteintes par la CE dépassent ou non les
niveaux produits par la cigarette conventionnelle, les chercheurs ont des points de vue opposés.
Certaines études démontrent que les niveaux de carbonyles provenant des CE sont inférieurs en
relation a la cigarette au tabac (Blair et al., 2015; Goniewicz et al., 2014; Papousek et al., 2014;
Uchiyama et al., 2010; Uchiyama et al., 2013), tandis que d’autres études soutiennent que les
niveaux sont comparables ou supérieurs (Hutzler et al., 2014; Sleiman et al., 2016).

Les niveaux de carbonyles produits dépendront de la tension appliquée (Bekki et al., 2014;
Uchiyamaet al., 2013) et de la présence de certains ardmes dans le liquide (Khlystov & Samburova,
2016).

Kosmider et al. (2014) ont confirmé que les concentrations d’acétaldéhyde et de formaldéhyde ont
augmenté lorsque la tension appliquée dans le dispositif était augmentée. A une tension égale
a 3,2V, les niveaux quantifiés de formaldéhyde et d’acétaldéhyde étaient 13 et 807 fois en dessous
des niveaux enregistrés dans la fumée du tabac. Cependant, I’application d’un voltage de 4,8 V a
généré des niveaux de formaldéhyde et d’acétaldéhyde égaux a 4 — 200 fois plus élevées que les
niveaux quantifiés a 3,2 V. Ces résultats sont appuyés par Bekki et al. (2014) et Ohta et al. (2011)
qui ont observé une augmentation considérable des niveaux de carbonyles avec un voltage de 3 V.
Donc, il est probable que les dispositifs de CE avec des piles de 4 a5 V pourraient produire des

niveaux considérables de carbonyles.

I est important de signaler qu’une tension importante appliquée permettra a I’élément chauffant
d’atteindre des températures élevées, en plus d’une consommation importante d’e-liquide par
bouffée. Donc, si le volume de liquide dans le réservoir n’est pas assez pour imbiber adéquatement
la méche qui se retrouve autour de 1I’élément chauffant, ceci causera le phénomeéne de bouffée
séche, ce qui menera I’utilisateur a cesser de vapoter. Ce phénomene a été déja associé avec
I’augmentation significative des niveaux de carbonyles dans 1’aérosol de CE (Farsalinos et al.,
2017). En fait Farsalinos & Gillman (2018) ont été capables de reproduire les conditions
expérimentales de Sleiman et al. (2016) et Hutzler et al. (2014), démontrant la présence de bouffée
seche dans leur déroulement expérimental. Selon Farsalinos et Gillman (2018), tant que 1’apport
de liquide est adéquat pour garder la meche imbibée, les niveaux de carbonyles resteront assez

faibles.
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En comparaison au niveau de carbonyles engendrés par les e-liquides avec et sans ardmes, il a été
mis en évidence que la dégradation thermique des composés qui forment les ardmes augmente la
concentration de carbonyles. Par exemple, les e-liquides avec aromes générent jusqu’a 1 000 fois
plus de carbonyles par rapport aux e-liquides sans ardmes (Khlystov & Samburova, 2016). En
outre, les données montrent une relation exponentielle entre la production de carbonyles et la

concentration d’arémes (Khlystov & Samburova, 2016).

2.6. Réglementation

Au Canada, le projet de loi S-5 encadre la réglementation des CE. Le projet de loi S-5 a été
promulgué pour modifier la Loi sur le tabac et la Loi sur la santé des non-fumeurs, également pour
apporter des modifications a la Loi sur les aliments et drogues (LAD) et a la Loi canadienne sur la
sécurité des produits de consommation (LSCPC) (Health Canada, 2017a; Parliament of Canada,
2018). Le 23 mai 2018, le projet de loi S-5 est devenu la Loi sur le tabac et les produits de vapotage
(LTPV) en réponse au rapport intitulé « VVapotage : Vers un cadre réglementaire pour les cigarettes

électroniques » qui a été publié par le Comité permanent de la santé de la Chambre des communes.

La LTPV établit le cadre réglementaire pour la distribution des produits de vapotage sur le marché
canadien. Cette loi définit les « produits de vapotage » comme étant les différents types d’appareils
disponibles qui générent une émission d’aérosol qui est inhalée a travers la bouche de 1’ utilisateur
et normalement connus sous le nom de CE (Health Canada, 2017a). Cette définition contient
également toutes les pieces qui doivent étre utilisées avec de tels dispositifs et tous les e-liquides
qui peuvent ou non contenir de la nicotine. La LTPV cherche a mettre 1’accent sur quatre objectifs

de santé publique (Health Canada, 2017b):

e Empécher les jeunes canadiens de moins de 18 ans d’avoir acces aux produits du tabac et

de vapotage.

e Offrir aux adultes, plus précisément aux fumeurs adultes, un acces légal aux produits de

vapotage comme alternative a 1’usage traditionnel du tabac.

e Fournir aux produits de vapotages commercialisés a des fins thérapeutiques une voie par

laquelle ils peuvent accéder au marché.
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e Concernant les produits du vapotage commercialisés a des fins non thérapeutiques, mettre
en ceuvre les mécanismes d’évaluation des risques pour protéger la santé et la sécurité

humaine des possibles effets sur la santé causés par I"utilisation de CE.

Pour éviter I’association des produits de vapotage avec un effet positif sur la santé, la LTPV interdit
’utilisation des ingrédients suivants dans la formulation des liquides de vapotage : les acides
aminés, la caféine, les colorants, les acides gras essentiels, le glucuronolactone, les probiotiques,
la taurine, les vitamines et les nutriments minéraux (Health Canada, 2018b; Minister of Justice,
2018). En vertu de la LTPV, Santé Canada peut adopter des regles additionnelles a mesure qu’elles

deviennent pertinentes pour 1’industrie.

Les produits de vapotage commercialisés a des fins non thérapeutiques sont aussi visés par la
LCSPC, la LTPV et le Réglement sur 1’étiquetage et 1’emballage des produits de vapotage
(REEPV) (Health Canada, 2017a). La LAD s’applique aux produits de vapotage qui font une
allégation de santé et qui regoivent 1’autorisation de Santé Canada pour cet effet (Health Canada,
2018b)

La LCSPC réglemente les exigences en matiére de santé et sécurité pour les produits de
consommation et met a la disposition de Santé Canada le pouvoir d’effectuer des inspections et
d’exiger des rappels de produits. Les exigences supplémentaires de cette loi comprennent la tenue

des registres de production et le signalement obligatoire de tout incident de santé ou de sécurité.

Par ailleurs, a cause de la progression du vapotage chez les jeunes adultes au Canada et pour éviter
le développement d’une dépendance et le risque d’usage du tabac, le 19 juin 2021, la LTPV a été
mise a jour a nouveau, exclusivement dans les annexes 2 et 3 liées aux ardmes. Cette récente
modification de LTPV, qui n’est pas encore en vigueur, prévoit les éléments suivants (Government
of Canada, 2021a, 2021b):

e Limiter la promotion des ardbmes dans les produits de vapotage, en laissant le tabac, la
menthe et le menthol ou la combinaison de ces deux derniers (menthe/menthol) comme les

seules options autorisées.

¢ Interdire progressivement tous les sucres, les édulcorants et les composés aromatisants, sauf

les composés nécessaires pour produire les futurs ardbmes autorisés.
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e Mettre en ceuvre des reglements pour délimiter les propriétés sensorielles afin d’éviter

d’autres perceptions sensorielles que celles propres au tabac ou a la menthe/menthol.

De plus, pour freiner I’augmentation du vapotage parmi la jeunesse, Sant¢ Canada ajoute le
Reglement sur la promotion des produits de vapotage (RPPV) et le Reglement sur la concentration
en nicotine dans les produits de vapotage (RCNPV) qui est actuellement en vigueur. Le RCNPV
limite la concentration en nicotine a un maximum de 20 mg/mL dans les e-liquides (Nicotine

concentration in vaping products regulations: SOR/2021-123, 2021)

Le gouvernement du Canada fournit des lignes directrices supplémentaires pour promouvoir la
fabrication de produits de vapotage non thérapeutiques en toute sécurité (Health Canada, 2018a).
Il est recommandé aux fabricants de mettre en ceuvre et d’utiliser des plans de contréle de la qualité
pour leurs opérations de production. La nicotine utilisée dans la production des e-liquides doit étre
de qualité pharmaceutique et la teneur en nicotine d’un produit de vapotage doit étre indiquée avec
précision sur 1’étiquette du produit. Les arémes doivent étre de qualité alimentaire. En relation aux
ingrédients restants, ils doivent provenir de sources fiables avec des niveaux connus de qualité et
de pureté. Il est interdit d’utiliser comme aromatisants dans les e-liquides des produits chimiques
qui possédent des risques d’inhalation connus, comme le diacétyle et le 2,3-pentanedione. Afin
d’éviter la contamination microbienne, il est également suggéré de maintenir des conditions

sanitaires appropriées pendant la préparation des e-liquides de vapotage.



56

CHAPITRE3  ARTICLE 1 — OCCURRENCE OF METALS IN E-
CIGARETTE LIQUIDS: INFLUENCE OF COILS ON METAL
LEACHING AND EXPOSURE ASSESSMENT

3.1 Journal

Heliyon.

Submission date: December 13, 2022.

3.2 Title

Occurrence of metals in e-cigarette liquids: Influence of coils on metal leaching and exposure

assessment.

3.3 Autorship

Claudia Alcantara !, Laura Chaparro ? & Gerald J. Zagury **

! Department of Civil, Geological and Mining Engineering, Polytechnique Montréal (QC),
Canada, H3C 3A7

*Corresponding author: gerald.zagury@polymtl.ca

2 Les Laboratoires Vaporus Inc.
9704 Trans Canada route, Saint-Laurent (QC)

Canada, H4S 1Vv9

3.4 Abstract

Electronic cigarettes are generally recognised as a safer alternative than conventional cigarettes.
Nevertheless, previous research suggests metal(loid) leaching due to coil contact, potentially
transferring to the e-liquid and its aerosolized form. In this study, Cr, Cd, Ni, and Pb levels were
measured by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) on 17 samples of e-liquids
with different chemical properties (e.g., pH, nicotine content, flavouring, free-base, and nicotine
salts). Twelve e-liquids were then put in contact with 36-gauge Kanthal A-1, Nichrome 80,
Stainless steel 317L and disposable coils such as Juul, and Aspire BVC for three days at 200-

250 °C for one hour each day. Metal levels expressed as mean (standard deviation) metal
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concentration, were below detection (Cd) to very low in bottle samples (Ni < 76(18); Pb < 16(1.5);
and Cr<386(15.6) ng/kg). In the coil extracts, varying concentrations of the same metal(loid) were
found, indicating that metal leaching capacity may differ per sample. All samples contained Ni and
Cr, followed by Pb to a much lesser extent. Cd levels were mostly below detection limits. Coil +
e-liquid combinations with the highest Ni, Cr, and Pb concentrations were: Aspire BVC + Melon
0 mg/mL: Ni=1.22E+04(281); Aspire BVC + Hit Nicotine 40 mg/mL: Cr = 864(116); and
Nichrome 80 + Melon 0 mg/mL.: Pb = 56(5) pg/kg. Overall, results suggest that nicotine salts at 40
mg/mL enhance Cr and Ni transfer. Stainless steel 317L released very low metal concentrations.
A conservative screening level risk characterization showed that 10.5% and 3.5% of the coil
extracts may exceed Ni and Cr (111) safe concentrations, respectively. In the aerosol phase, 8.8%
of samples might be above Ni equivalent daily dose for chronic exposure and 1.8% for intermediate
exposure. Further studies on coil metal leaching could aid in establishing coil manufacturing

regulations.

Keywords: E-liquids, Trace metals, Coils, Metal exposure assessment, Risk characterization.

3.5 Introduction

The World Health Organization (WHO) recognizes tobacco consumption as an important public
health threat responsible for over 8 million deaths per year globally. Moreover, 1.2 million deaths
are related to non-smokers because of second-hand exposure (World Health Organization, 2021).
Furthermore, WHO recognizes that cigarette smoking is still the most common form of tobacco
consumption. Due to the low success rates of approved medicines and aids for smoking cessation
(Moore et al., 2009; Rigotti et al., 2010), electronic cigarettes (ECs) have arisen as new and more
effective tobacco harm reduction products (Grabovac et al., 2021). Currently, ECs are viewed as a
safer alternative to smoking since they do not burn tobacco, thus minimizing the exposure to
harmful chemicals generated during tobacco combustion (Chun et al., 2017; Health Canada, 2012).

ECs are battery-powered devices that heat e-liquids through a metallic coil, generating an aerosol
commonly named vapor (Logue et al., 2017). This aerosol is inhaled by the EC user (sometimes
referred to as a vaper) (Fuoco et al., 2014; Williams et al., 2013). E-liquids usually comprise
propylene glycol (PG), vegetable glycerin (VG), flavoring additives, and may or may not contain

nicotine. Previous studies have reported the presence of trace metals such as Cd, Cr, Pb, and Ni in
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e-liquids, EC cartomizers, and their vapor emissions (Colijn & Mikheev, 2018; Hess et al., 2017;
Liu et al., 2020; Na et al., 2019). Research also showed that metal(loid) concentrations in EC
aerosol can be variable (Badea et al., 2018; Beauval et al., 2017; Goniewicz et al., 2014; Palazzolo
etal., 2017; Saffari et al., 2014). Generally, Cd concentrations in aerosol are low in comparison to

conventional smoking cigarette (Zhao et al., 2020).

Literature reviews report that metal transfer can originate from different sources in ECs, such as
poor-quality device components that might leach metals towards the e-liquid (Loewenstein &
Middlekauff, 2017; Williams et al., 2013). Nevertheless, the heating coil is considered the most
likely source of trace metals in ECs (Arnold, 2018; Olmedo et al., 2018; Williams et al., 2019).
Coils traditionally preferred by vapers were made of Nichrome (an alloy of nickel and chromium)
and Kanthal (an alloy of iron, chromium, and aluminum) (Farsalinos et al., 2015; Kanthal AB,
2003). Lately, stainless steel (an alloy of iron, chromium, nickel, and carbon) (Azo, 2012) and

nickel coils are also being used as heating coils (Zervas et al., 2020).

To assess the coil role in metal transfer towards e-liquids and EC aerosols, Olmedo et al. (2018)
measured 15 metal(loid) concentrations (ug/kg) in refilling e-liquids, tanks, and aerosols from 56
EC devices and their e-liquid dispenser bottles collected from vapers in Maryland, USA. Selected
metal concentrations in the tanks were (median (interquartile range) concentration): Cr = 55.4
(17.4-217), Cd = 0.126 (<0.1, 0.267), Ni = 233 (69.5-675) and Pb = 40.2 (13.6-189) whereas in the
aerosols, metal concentrations were Cr = 8.38 (<0.5-43.9), Cd < 0.1 (<0.1, 0.134), Ni = 68.4 (6.19-
289), and Pb = 14.8 (3.10-37.1), respectively. Results showed an increase in the metal
concentrations in the tanks and aerosols compared to the e-liquids from the dispenser bottles but
the influence of e-liquid characteristics (such as pH, nicotine content, and flavoring) and of coil

composition on metal leaching were not assessed.

Across various studies that assessed metal transfer from the heating coil, there is high variability
in the reported metal concentrations. Factors that influence these differences could be different
sample collection methods, a lack of standardization of analytical techniques, different vaping
regimes, or an absence of standardized units to express results. This hinders the comparison
between studies and the estimation of a potential delivered dose of metals to EC users. To facilitate
the comparison, Zhao et al. (2020) performed a systematic review of studies published

between 2008 and 2018 concerning metal(loid) levels in EC liquids and standardized the result
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units in pg/kg. Despite a variation in mean metal concentrations of one to three orders of magnitude
among the studies, including for similar types of e-liquid samples, the metal(loid) levels in e-liquids
without contact with the heating coil (dispenser bottle samples) were markedly lower than samples

that had been in contact with the coil.

Besides coil composition, other factors that might influence the metal migration from the coil
towards the e-liquid include applied battery voltage, frequency of coil replacement (Aherrera et al.,
2017; Olmedo et al., 2018), rate of heat transfer within the device (Chen et al., 2018; Mulder et al.,
2020), device type (Zhao et al., 2019), and airflow (Zervas et al., 2020; Zhao et al., 2019).

In a recent preliminary and small-scale study (Aherrera et al. 2017) involving 50 sole e-cigarette
users and 14 dual users (e-cigarette users and cigarette smokers), researchers have utilized
biomarkers to assess the relationship between metal exposure in EC emissions and metal internal
dose. They reported a positive association of Ni and Cr aerosol concentrations with corresponding
Ni and Cr levels in biospecimen samples (urine, saliva, and exhaled breath condensate) triggering

concerns regarding the potential health effects of chronic metal exposure.

Hence, the present research aims to: (1) assess the metal content (Cd, Cr, Ni, and Pb) of e-liquids
available on the Canadian vaping market, (2) assess the metal leaching (Cd, Cr, Ni, and Pb) from
the most employed heating coils in ECs, (3) determine the influence of e-liquids’ parameters such
as pH, nicotine content, and flavoring as well as the metal composition of the coils on the metal
leaching process, (4) estimate the metal exposure from e-liquids and extrapolate it to an inhalation
scenario, (5) perform a screening level risk characterization, and (6) suggest a preferred heating

element based on metal exposure estimation.

3.6 Materials and methods

All glassware, containers, and tools used were washed with a phosphate-free detergent, soaked
overnight in 10% (v/v) HNOgs, and rinsed twice with deionized water (18.2 MQ cm). Metal
concentrations were measured by ICP-MS (Perkin EImer NexION 300x). When assessing metal
content in e-liquids (including coil extracts), detection limits (DL) were: Cd: 0.005, Cr: 0.016,
Ni: 0.004, and Pb: 0.0002 pg/kg.
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3.6.1 Cd, Cr, Ni, and Pb concentrations in different e-liquid brands available on

the Canadian vaping market

Seventeen e-liquids were purchased from vaping products retailers in bottles and pods with
volumes ranging from 0.7 to 60 mL. E-liquids with various characteristics were selected among
popular e-liquid brands sold in Canada at the time of purchase (personal communication with
manufacturers). Table S.1 (Supplementary material) presents the 17 e-liquids under an appellative
that associates the flavor or a particular characteristic of each e-liquid according to the product's
description. Furthermore, Figures 1 and 2 show pH values of e-liquid samples measured at a 5:1
(w:w) dilution of e-liquids with deionized water as per St. Charles et al. (2016). Metal content in
e-liquid samples was determined in duplicates following an acid digestion with HNO3z and H20-
without heating. Heating was omitted because it exacerbated a strongly exothermic reaction
between the reagents and e-liquids. Acid digestion was used to reduce matrix effects in ICP-MS
caused by the organic phase in samples (Agatemor & Beauchemin, 2011), which can lead to

inaccuracy in the metal quantification (Beauval et al., 2016; Ohashi, 2018; Joza et al., 2020).

Due to the high viscosity of e-liquids, an analytical scale (Cole-Parmer, model TA-64, 0.0001 g)
was used to transfer about 100 mg of sample pipetted with a polyethylene pipette (3.2 mL) into a
10 mL HDPE tube. Then, 2 mL of HNO3z 68% (w/w) trace metal grade and 200 pL of H.O; at 30%
(w/w) supra pure grade were added to the HDPE tube (loosely covered with its cap to allow gas
release) placed on a tube holder then left inside the fume hood for two days. Samples were then
diluted 34 times and made up to volume with deionized water in a different 10 mL HDPE tube.
The final samples were in HNOz 2% (w/w) to avoid nebulization issues during ICP-MS
measurements. Finally, 12 e-liquids were selected for the leaching experiments (PY 3 mg/mL, NB
3and 18 mg/mL, LT 3 and 18 mg/mL, ML 0 mg/mL, BR 10 and 40 mg/mL, NS 3 and 40 mg/mL,
HN 40 mg/mL, and TB 5%). This group of samples was chosen for its wide pH range value,
flavoring presence, nicotine content, nicotine molecule form (free-base and nicotine salt), and

PG:VG ratio. Furthermore, e-liquids from different providers in Canada were included.
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3.6.2 Cd, Cr, Ni and Pb levels in coils

Five coils were selected to assess Cd, Cr, Ni, and Pb concentrations among built and disposable
coils. The selected building coils were made of Kanthal A-1 (K-A-1), Nichrome 80 (N-80), and
Stainless steel 317L (SS-317L), all 36-gauge coils with a resistance of 4.2 Q and length of 36.7,
48.8 and 65.7 mm respectively. These coils were chosen because in a preliminary test, they leached
higher amounts of metal per gram of coil surface area (ug/g. mm?) when compared with 20, 22,
and 28 gauge (data not shown). The K-A-1, N-80, and SS-317L coils were built using a 2 mm rod;
the resistance, coil length and the number of wraps in these coils were calculated using the web
page of Steam Engine (Simonsen, 2014). Since Aspire BVC and Juul represented the best-selling

disposable coil brands at the time of purchase, they were also included in the study.

Duplicate measurements were performed on coil samples to determine metal content. Each coil
was weighted and then heated on a hot plate using HNO3z (70% w/w), HF (50% w/w), and HCIO4
(70% wi/w) until complete digestion following standard method 3030 (Clesceri et al., 1999).
Digestates were transferred to 50 mL volumetric flasks and made up to volume with deionized
water. Solutions were filtered with 0.45 um filters (Whatman) and stored in 50 mL polypropylene
centrifuge tubes with high-density polyethylene (HDPE) screw caps at 4 °C. ICP-MS DLs were:
Cd: 0.012, Cr: 0.010, Ni: 0.013, and Pb: 0.002 pg/L.

3.6.3 Vaping patterns

Real EC users did not participate in this study. Thus, to mimic realistic usage patterns, some of the
inhalation topography values were calculated based on scientific data, whereas other parameters
were taken from the literature. Likewise, puff duration was 4 s (CORESTA, 2015; Flora et al.,
2016; Havel et al., 2017), puff interval was 30.0 £ 0.5s (Flora et al., 2016), vaporization
temperature range was 200 °C - 250 °C (Cui et al., 2017), and the number of puffs per day (Npus)
for a heavy EC user was 500 as a worst-case scenario (Bertrand & Bricard, 2015; Poulsen et al.,
2017). The total volume of e-liquid consumed per day was 3.3 mL for 500 puffs (150 puffs
consume 1 mL of e-liquid), and the actual vaping time per day was approximately 30 min
(considering a duration of 4 s per puff) (Poulsen et al., 2017). To accelerate the metal transfer
process, samples were heated on a hot plate for 1 h each day for 3 days, instead of 30 min/day for

6 days, leading to the use of a total volume of e-liquid of 20 mL in metal transfer assays.
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3.6.4 Assessment of metal transfer to e-liquids

Due to the complexity of more advanced e-cigarette devices and to avoid vaping machine adaption,
metal leaching from built and disposable coils was assessed in heated glass beakers containing a
coil sample and 20 mL of e-liquid. The mass equivalent to 20 mL of e-liquid was transferred using
an automatic pipette and weighed with an analytical scale. Each coil type was extracted with the
12 selected e-liquid samples (in duplicates). Procedure blanks (glass beaker with e-liquid sample
heated without coil) were also ran in duplicates, yielding a total of 142 samples. Beakers covered
with a watch glass were then placed on a hot plate. The temperature range (200 °C - 250 °C) was
controlled with a Type-K/J thermocouple (EXTECH Instruments, Model: TM100) every 15 min.
To maintain the coil under wet-through-wick conditions (Chen et al., 2018) and to maintain a
volume of 20 mL, small volumes of e-liquids were added every 30 min if needed. After 1 h, the
hotplate was turned off, and the samples were left at room temperature to cool down for 10 min.
They were then placed in a desiccator until the next day when they were weighed again and refilled
with e-liquid when required. On the fourth day, metal concentrations in the remaining e-liquids

were determined after acid digestion (see Section 3.6.1).

3.6.5 Metal exposure estimation and comparison with threshold values

Two quantitative risk assessment methodologies were chosen to calculate equivalent thresholds
based on a margin of exposure (MOE) approach using existing inhalation limit values (ILVs). The
MOE approach has been recently used in exposure assessment to EC aerosols (Lachenmeier et al.,
2018; Rodrigo et al., 2021). The first methodology, proposed by Poulsen et al. (2017), determines
the allowed safe concentration of a substance present in e-liquids. The proposed threshold values
calculated via this method were compared with the metal levels in e-liquids before and after coil
contact. Flora et al. (2016) propose the second methodology to estimate the daily amount of metal
acceptable in the vapor phase. To perform the exposure analysis in the EC vapor phase, metal
values were extrapolated from metal concentrations measured in the liquid phase (Olmedo et al.,
2018).

The following assumptions were considered:

1) The main exposure pathway is inhalation, thus ILVs, (mg/m?®) such as reference minimal
risk levels (MRL), permissible exposure limits (PEL), recommended exposure limits
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(REL), and threshold limit values (TLV) were used (Table S.5) (Occupational Safety and
Health Administration (OSHA), 2019). Among the ILVs, ILVs with non-cancer health
effects for an exposure duration of a lifetime (e.g., MRLs) and an 8 h workday over the
term of a working lifetime (e.g., PEL.) were considered.

2) Metals in the e-liquid are absorbed at 80 % (WHO, 1991, 2000; ATSDR, 2012) (absorption
coefficient of 0.8) in order to take a worst-case scenario approach during the exposure
analysis.

3) During the vaporization process, metals identified in e-liquids are vaporized without
undergoing a chemical reaction or any chemical change. Therefore, for Cr, only Cr (I1I)
presence was assumed.

4) In the vapor phase, a fraction of metal transfer towards the aerosols is assumed, because a
previous study has shown that metal concentrations are much lower in aerosols than in e-
liquid tanks (Olmedo et al., 2018).

3.6.5.1 Method 1: Calculation of the safe concentration for a metal in e-liquids

Eq. (1) (Poulsen et al., 2017) was used to calculate an allowed safe concentration (SC) of a metal

in the e-liquid.

SC (% = (Vair daily) X (ILVsubstance)/(Abssubstance) X (Vliquid per puff) X (npuffs) (1)

SC represents the safe concentration of a specific metal in the e-liquid (mg/mL) that can be taken
daily without causing harmful health effects for chronic exposure. Vair daily i the volume of air
inhaled per 24h (20 m®) (Farsalinos et al., 2015; Rodrigo et al., 2021) or 6.67 m® per 8 h (for
occupational limit values). ILVs (mg/m?) of the metals were taken from the literature (Table S.5).
Abssubstance 1S the absorption coefficient of the substance (a value of 0.8 was used). Viiquid per puff IS
the consumed volume of e-liquid (mL) per puff, established at 0.0067 mL/puff (Poulsen et al.,
2017), and npusts is 500 puffs for heavy EC users. SCs for each metal were calculated and then
compared with the metal concentrations found in the dispenser bottle e-liquids and in the liquids
after contact with the coils. Eq. (2) was used to convert metal concentrations in e-liquids

from pg/kg to mg/mL.:

CMe—liquid (%) =Cy (%) X Pe-liquid (kTg) x 107 (ﬁ) x 107 (% (2)
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Where Cw is the e-liquid metal concentration in pg/kg, and pe-liquid IS the density of e-liquid.

3.6.5.2 Method 2: Calculation of the equivalent daily dose

This method (Flora et al., 2016) provides an estimated daily dose (EDD) of a specific substance
using an ILV (mg/m®) and a volume of daily inhaled air (Vair gaity) using Eq. (3).

EDDyy (%) = ILVsupstance (%) X Vair daily( chTy) (3)

In the present study metal concentrations in EC aerosols were not measured. Previously reported
data (Olmedo et al.,2018) shows that the metal transfer to the aerosol varies for each metal analyte
and indicates that the possibility of 100% transfer of metal from the e-liquid to the aerosol is highly
unlikely. Based on Olmedo et al. (2018) data, we assumed for each metal except for Cd (below
detection in e-liquids), a fraction of metal transferred to the aerosol to determine the theoretical
daily dose of metal emitted into the EC aerosol (TDDaerosol). The TDDaerosol Values were then
compared with the calculated EDD)vs thresholds. Eq. (4) was used to calculate the TDDaerosol

values.

mg

TDDgerosot (a) = %Xwui (%) ve Veliquid (ﬁ) X Pe—liquid (kTg) x 107 (%) (4)

Where %Xwm (Cr = 15%, Ni =30% and Pb =40%) is the % of metal concentration (ug/kg) that
passes towards the aerosol from the liquid phase and Veliquid is the volume of consumed e-liquid
per day (3.3 mL) for 500 puffs.

3.6.6 Quality assurance and quality control

Unless otherwise mentioned, for each batch experiment lot, reagent blank samples (n = 2) were
included for quality control. The median values of blanks were subtracted from the measured
concentrations in the samples. Procedure blanks were also added for each e-liquid in the coil metal
leaching assays. Metal concentrations in e-liquids are expressed as pg/kg +SD. Metal
concentrations below DLs were substituted by DL/N2 for calculation purposes (Aherrera et al.,
2017; Olmedo et al., 2018). To our knowledge, certified reference material for e-liquids are not
available. Therefore, to evaluate the method’s reliability and assess metal recovery, preliminary

tests were conducted, adding 100 pL of a spiked solution consisting of 0.06 pg/L Cd, 0.25 pg/L
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Cr, 0.1 pg/L Ni, and 0.01 Pb pg/L in non-flavored e-liquid samples at 3 mg/mL of nicotine and a
PG:VG ratio of 50:50. Mean recoveries (average + RSD %) were: Cd: 82% + 6%; Cr: 98% + 5%;
Ni: 98% + 16%; and Pb: 96% + 8%.

3.6.7 Statistical analysis

The non-parametric Wilcoxon signed rank test was performed to assess whether there was a
significant statistical difference (p <0.05) between metal concentrations in paired samples of
e-liquids in contact with different coils. Statistical treatment of the data was performed using the
software PAST 4.11 (Hammer et al., 2001).

3.7 Results and discussion

3.7.1 Metal concentrations in dispenser bottles

Metal levels expressed as mean (standard deviation) metal concentration (ug/kg), were mainly
below detection (for Cd), very low for Pb (< 16(1.5)) and Ni (< 76(18)) and low for Cr (<386(15.6))
in all bottle samples (Figures 3.1 and 3.2 and Table S.2). The variability in metal concentrations
among the different bottle samples might be related to the different e-liquid formulations and
different manufacturers as pointed out in other studies (Bertholon et al., 2013; Poulsen & Fiala,
2020). The overall low metal concentrations in bottle samples bought on the Canadian market are

in agreement with the findings of Zhao et al. 2020.
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Figure 3.1. Metal concentration (ug/kg) in dispenser bottles of free-base nicotine e-liquid
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Figure 3.2. Metal concentration (pg/kg) in dispenser bottles of nicotine salt e-liquid samples. (See

Table S.1 for detailed e-liquid description)

3.7.2 Cd, Cr, Ni and Pb levels in coils

Not surprisingly, Cr and Ni were the main metals found in all coils whereas Pb and Cd levels (mean

(standard deviation)) in all coil samples were very low < 5.2 (8.2E-02) and < 32.4 (1.9) mg/kg,



67

respectively (Table 3.1). High Cr and Ni concentrations in coil samples highly agree with
previously published data. Aspire BVC had the highest Ni content, 9.6E+05 (7.7E+03) mg/kg but
its Cr content was the lowest (4.3E+04 (5.1E+02) mg/kg), around 5 times lower than the highest
Cr level measured in Kanthal A-1, 36-gauge, (2.1E+05 (2.8E+03) mg/kg).

Table 3.1. Cd, Cr, Ni and Pb concentrations (mg/kg) in study coils.

Cail Cr Ni Cd Pb
samples (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Juul 1.4E+05 £+ 1.6E+03 | 6.1E+05+7.8E+03 | 1.0 +£2.5E-01 <DL?
Aspire 4.3E+04 £ 5.1E+02 9.6E+05 +7.7E+03 | 0.6 £ 6.1E-02 4.1+ 23E-01
BVC
Kanthal A-1 2.2E+05 + 1.0E+03 1.4E+03 £ 1.9E+01 | 1.9 £4.1E-02 5.2 £ 8.2E-02
(20 gauge)
Kanthal A-1 1.9E+05 + 7.2E+02 1.8E+03 + 3.4E+01 26.7 £ 0.99 <DL
(28 gauge)
Kanthal A-1 2.1E+05 + 2.8E+03 2.0E+03 + 5.3E+01 29.4+19 06+1.8
(36 gauge)
Nichrome 80 2.0E+05 + 3.0E+02 7.9E+05+4.1E+03 | 0.2+ 1.8E-02 0.8 + 1.6E-02
(20 gauge)
Nichrome 80 2.1E+05 + 2.5E+03 7.8E+05+ 1.1E+04 | 0.4 + 3.6E-02 0.9 + 6.8E-02
(28 gauge)
Nichrome 80 2.1E+05 + 3.7E+03 8.1E+05 + 7.4E+03 | 2.0+ 1.9E-01 <DL
(36 gauge)
Stainless steel 317 1.9E+05 + 2.1E+03 1.4E+05 + 9.6E+02 11.3+2.6 0.3+ 7.7E-03
(22 gauge)
Stainless steel 317 1.7E+05 + 3.6E+03 1.4E+05 + 8.3E+02 | 16.8 £ 4.2E-01 0.5+ 5.3E-02
(28 gauge)
Stainless steel 317 1.7E+05 £ 2.2E+03 1.4E+05 + 6.7E+02 324+£19 1.9+ 7.8E-01
(36 gauge)

4DL was 2.31E-02 mg/Kkg.
DL was 2.31E-03 mg/kg.
‘DL was 2.18E-02 mg/Kkg.

3.7.3 Metal transfer to e-liquid samples

Metal concentrations tended to increase in the 12 e-liquid samples after contact with coils (Table

S.3). The e-liquids with the highest metal levels were HN 40 mg/mL with a mean (SD) Cr
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concentration of 547(223) pg/kg, which was around 1.4-fold the Cr concentration of this refill
liquid before contact with coils. Meanwhile, ML 0 mg/mL (Aspire), NB 3 mg/mL (Kanthal A-1)
and ML 0 mg/mL (Nichrome 80) had the highest Ni, Cd, and Pb concentrations, which were around
1.8E+05-fold, 360-fold, and 4-fold respectively the initial Ni, Cd, and Pb levels of these liquids in
their dispenser bottles prior to contact with the coil samples.

Results show that different coils leached different amounts of the same metal when they were in
contact with the same e-liquid. To assess the specific contribution of each coil to metal enrichment,
metal concentrations measured in procedure blanks in leaching experiments were subtracted from
the sample measurements (see Table S.4 and Figures S1 to S5). Overall, Cr and Ni were present in
the majority of samples whereas Cd concentrations were < DL in most samples. The highest levels
of Cr and Ni were released by Aspire BVC coil in most cases, 480 (116) and 1.23E+04 (2.8E+02)
ug/kg respectively, compared to Nichrome 80 (163 (30.1) and 589 (64.3) ug/kg), Juul (287 (87.0)
and 331 (34.7) pg/kg) and Kanthal A-1 coils (138 (9.7) and 478 (6.3) pg/kg).

In addition, it was noted that Stainless steel 317L coil leached metals in a much lower extent (the
highest value being 36.1 (25.3) pg/kg for Ni) showing that metal transfer to the same e-liquid varies
depending on the coil used. The Wilcoxon signed rank test showed that Ni concentrations in e-
liquids were significantly different (p < 0.05) between Aspire BVC (p = 0.001, n = 11), Juul (p =
0.001, n=11), and Nichrome 80 (p = 0.007, n = 11) each compared to Stainless steel 317L, except
for Kanthal A-1 (p = 0.1, n = 11). Cr concentrations in e-liquids between each coil and Stainless

steel 317 L were not significantly different (p > 0.05, n = 11).

The combinations of coil + e-liquid sample that yielded the highest mean (SD) Cr and Ni
concentration were: HN 40 mg/mL + Aspire BVC (Cr = 864 (116) pg/kg) and ML 0 mg/mL +
Aspire BVC (Ni = 1.22E+04 (2.8E+02) ug/kg). Results suggest that e-liquids that enhance Cr and
Ni transfer from the coils are nicotine salts (protonated nicotine) at very high concentrations (40
mg/mL) and ML 0 mg/mL, a very acidic (pH 3) flavored e-liquid without nicotine, but only when
in contact with Aspire BVC coil. The PG:VG ratio in e-liquids did not appear to significantly
influence the metal transfer in the present study.

Nicotine salts are created by mixing up the nicotine as a free-base (Nic) with an organic acid where
Nic turns into a monoprotonated form (NicH"). NicH™ and the deprotonated organic acid generate

the nicotine salt (Harvanko et al., 2020). According to Peters (2002), the passivation layer that
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protects metallic surfaces is stable at a slightly alkaline to neutral pH. However, an acidic
environment will affect this protective layer. The nicotine salts used in this study (Fig.2) have an
acid pH (< 5.8), that might trigger the dissolution of the protective layer therefore leaving a
vulnerable metal surface that could interact with the salt anion. When the salt anion is adsorbed to
the metal surface, a metal salt could be formed. In addition, the presence of H.O molecules, as a
product of the thermal degradation of e-liquids (Goniewicz et al., 2014; Vautrot, 2016) and the
formed metal salts could favor the hydration of the metal ions, thus gaining high stability as a

hydrated compound and increasing the metal present in the solution.

Currently, different companies produce nicotine salts because they upgrade the sensory experience
of vaping, making it more appealing (Leventhal et al., 2021). Some of the organic acids used in
nicotine salt formulations are lactic, benzoic, glycolic, levulinic, salicylic, malic, and tartaric acids
(Harvanko et al., 2020). To preliminary assess whether the different organic acids used in these
formulations could influence the metal transfer, we included two unflavored nicotine salts,
NS 40 mg/mL and HN 40 mg/mL, formulated with glycolic acid and benzoic acid, respectively but
with similar pH values. Different levels of Cr and Ni were leached when these nicotine salts were
in contact with the Aspire BVC coil (Figure S.3-B). E-liquid HN 40 mg/mL leached the highest Cr
and Ni concentrations of 480(116) pg/kg and 3.39E+03(4.1E+01) pg/kg respectively compared to
24.1(3.2) pg/kg and 1.59E+03(7.0E+00) measured in NS 40 mg/mL. These results suggest that the
type of organic acid used in the nicotine salt formulation may intervene in the metal transfer from
the coil. This being said, the Canadian government has recently published the Nicotine
Concentration in Vaping Products Regulations to limit nicotine concentration to 20 mg/mL in e-
liquids (Nicotine concentration in vaping products regulations: SOR/2021-123, 2021). This
restriction, should help decrease metal leaching from coils by removing nicotine salts at high

concentrations from the market.

ML 0 mg/mL was used to assess the flavoring role in the metal transfer. ML 0 mg/mL has no
nicotine, and it is a blended flavor. Flavor blending involves the combination of two or more
flavoring ingredients to elaborate a more complex flavor profile. Despite it is very low pH, most
of the coils interacting with ML 0 mg/mL released low metal levels (under 50 pg/kg, Figs S1-A to
S5-A) except for Aspire BVC coil with a Ni level of 1.23E+04(2.8E+02) pg/kg. This different
behavior might be caused by the composition or by the absence of a passivation layer in Aspire
BVC coil.
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The chemical composition of SS-317L is mainly 61% Fe, 19% Cr, and 13 % Ni (Azo, 2012), and
its stainless properties are due to chromium that forms a protective layer (or passivation layer) of
Cr203 to avoid further degradation. The detailed metal composition of Aspire BVC coils is not
provided by the manufacturer (Aspire Vape company) but our results showed the highest Ni content
and the lowest Cr content of all coils tested (Table 3.1). Unfortunately, the total metal content does
not allow to determine the composition of a passivation layer in Aspire BVC coils. For example,
Kanthal A-1 contains Cr, but its passivation layer is made of Al.O3 (Mulder et al., 2020). The
composition of the protective layer might influence the released Cr and Ni concentration towards

the e-liquid.
3.7.4 Metal exposure estimation and comparison with threshold values

3.7.4.1 Safe concentrations of Cd, Cr, Ni and Pb in e-liquids from dispenser

bottles and coil extracts

Metal concentrations in e-liquids from the refill bottles expressed in mg/mL (Table S.6) were all
below the safe concentration values (SC, mg/mL) (Table 3.2). Although, Cr concentrations were
relatively higher (compared to other metals) in e-liquid refill bottles (Figures 3.1 and 3.2), they did
not exceed the safe concentration thresholds for Cr (111). According to manufacturer information,
the quality of raw materials used in the samples formulation match the American E-liquid
Manufacturing Standards Association (AEMSA, 2017), which demands that the base ingredients
of e-liquids such as liquid diluent (PG and VG) must be USP-grade certified and nicotine purity
must be at least equal to 99% or greater, whereas flavorings must mainly adhere to FDA
designations food-grade and generally recognized as safe (GRAS) (Barrington-Trimis et al., 2014).
Previous research on metals in dispenser e-liquids also concluded on the absence of heavy metals
that warrant a health concern (Burstyn, 2014; Famele et al., 2015; Laugesen, 2008).

Table 3.2. Safe concentrations (SC)? of metals in e-liquids (mg/mL).

Metal Cr (11D Ni Pb Cd
1.5E-03 (Int)°

MRLP" 7.5E-04 6.7E-04 (Chr)¢ 7.5E-05 (Chr)

PEL® 1.2 2.5 0.1

REL' 1.2 0.04 0.1

TLVY 7.5E-03 3.7 0.1 5.0E-03
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2Values were calculated using ILVs (Table S.5) and Eqg. (1)

b MRLs: Minimal risk levels according to Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR)

¢ Int = Intermediate-duration inhalation exposure (15-364 days)

d Chr = Chronic-duration inhalation exposure (> 1 year).

¢ PEL: Permissible exposure limits according to Occupational Safety and Health Administration
(OSHA)

TREL: Recommended exposure limits according to National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH).

9 Threshold limit values according to the American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH)

To consider the combined metal contribution from the e-liquids and the leached metals from the
coil, Cwm e-iquia Values (mg/mL) (Table S.7) were calculated using the data from the coil leaching
tests (Table S.3). Results show that 10.5% (6 out of 57 samples) of the coil + e-liquid combinations
exceeded the SC limits for Ni, and that only 3.5% (2 out 57 samples) of samples matched or
exceeded the SC for Cr (111). The Cr levels released by Juul (7.5E-04(9.8E-05) mg/mL) and Aspire
BVC coils (9.7E-4 (1.3E-04) mg/mL) when extracted with HN 40 mg/mL equalled or were 1.3
times higher respectively, than the SC for Cr (1l11) of 7.5E-04 mg/mL. Regarding Ni, 8.8% of
samples (5 out of 57 samples), all obtained when in contact with Aspire BVC coil exceeded the SC
of Ni for an intermediate exposure (1.5E-03 mg/mL) and chronic exposure (6.7E-04 mg/mL). The
SCs were mainly surpassed in nicotine salts at high concentrations (NS 40 mg/mL, HN 40 mg/mL,
and BR 40 mg/mL) and in pH 3 e-liquid ML 0 mg/mL. When Cwm e-iiquid Were only compared to SC
of Ni for chronic exposure, the combination of Nichrome 80 coil + nicotine salt BR 40 mg/mL

could be added to the 5 previously mentioned Aspire BVC coil + e-liquid combinations.

In contrast, Juul, Kanthal A-1 and SS-317L coils, when extracted with the 12 e-liquid studied, all
showed Ni levels below the SCs for intermediate and chronic exposure. Moreover, no samples
were above the SCs, calculated with all ILVs (MRL, PEL, REL, TLV) for Pb and Cd.

3.7.4.2 Metal exposure in EC vapor: metals equivalent daily dose

Assuming a fraction of each metal transferred to the aerosol from the e-liquids, the theoretical daily
doses of metals (TDDaerosor) emitted to the EC aerosols (Table S.8) were compared to the calculated

EDDvs (Table 3.3). Using this approach, a lower number of coil + e-liquid combinations (8.8 %
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I.e., 5 out of 57 samples) exceeded the EDD,Lvs for Ni (chronic exposure), and none of all 57 coil
+ e-liquid combinations tested surpassed the EDD.vs for Cr (I11) or for Pb.

The group of 5 samples again consisted of Aspire BVC coils with ML 0 mg/mL and some nicotine
salts at high concentration, mainly. Among this group of samples, only one coil + e-liquid
combination yielded a TDDaerosol above the EDDiLv for an intermediate exposure to Ni. The Aspire
BVC coil + Melon 0 mg/mL combination might generate Ni levels in the aerosol that outstrip
around 3.5- and 8- times EDD,.v thresholds for intermediate and chronic exposure, respectively.

This being said, the EDD.vs calculated using occupational limit values were never exceeded.

Table 3.3. Equivalent daily dose (EDD)Lv)? of Cr, Ni and Pb in mg/day.

EDDiLv (mg/day)
Metals Cr (111 Ni Pb
4.0E-03(Int)°
MRL 2.0E-03 1.8E-03(Chr)°
PEL 3.3 6.7 3.3E-01
REL 3.3 0.1 3.3E-01
TLV 2.0E-02 10 3.3E-01

®EDD\Lv values represent the limit dose of metal inhaled daily without generating a harmful health
effect. EDDy.v values were calculated using ILVs (Table S.5) and Eqg. (3).

bInt = Intermediate-duration exposure (15-364 days).
°Chr = Chronic-duration inhalation exposure (> 1 year).

The existing inhalation thresholds used to perform a risk assessment for ECs do not properly reflect
real EC usage scenarios. For instance, certain ILVs relate the exposure with every single breath
(humans take about 22 000 puffs per day at rest) (Canadian lung association, 2016), while only a
few EC users exert more than 600 puffs/day (Bertrand & Bricard, 2015). Nevertheless, SCs and
EDDiv were calculated using 20 m® of air inhaled per 24 h. Secondly, the much higher
occupational limits such as REL or PEL are set for a range of time exposure that may not reflect
EC users’ usage (8-hr period for five days with 16hr of recovery between shifts and two days of
recovery on the weekend) (Allen et al., 2016). The fact that some Cw e-liquid Values and TDDs were
above the proposed thresholds for Cr and Ni based on MRLs might have been a consequence of

hypotheses used during the exposure assessment. For example, the SCs were established assuming
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a highly conservative value of 80 % of metal absorption. The particle size and the solubility
characteristics in lung fluids influence metal absorption; e.g., nickel carbonyl, a volatile lipid-
soluble compound present in cigarette smoke, is absorbed by at least 50% in a single inhaled dose
(WHO, 1991). Regarding ECs, the existence of nickel carbonyl has not been confirmed but is
possible because of thermal degradation of the organic phase (PG/VG). Therefore, the threshold
values determined in this study are estimates that could be helpful at a screening level. Further
adjustments are required to carry out an accurate risk assessment following exposure to metals
from e-cigarettes. ILVs with non-cancer health effects were considered; thus, Cr (VI) was not
considered in the human health exposure assessments. We highly recommend measuring the
valence state of Cr in e-liquids and aerosols in future research; therefore, a cancer risk can be

estimated by applying the inhalation unit risk for Cr.

Finally, the following health outcomes should be considered for chronic exposure to Cr and Ni.
Chronic exposure to Ni causes allergic asthma, rhinitis, chronic sinusitis, and bronchitis (ATSDR,
2005). Ni is classified as carcinogenic to humans (group 1) via the inhalation route with diffferent
carcinogenic potential across Ni species (ATSDR, 2005; U.S.EPA, 2000b). In must be noted that
conventional cigarette smoking is a significant source of Ni, and it has also been related to nickel
allergy (Thyssen et al., 2007). The respiratory tract is a target organ for Cr (I1l and VI) (U.S.EPA,
2000a). Cr (V1) is known as genotoxic to humans (ATSDR, 2012; IARC, 1990; Nordberg et al.,
2014; U.S.EPA, 2000a), but Cr (111) is classified as not carcinogenic.

3.8 Study limitations

This study does have limitations. First of all, ECs were excluded from experimental methodology
due to vaping machine limitations to test more advanced devices (Havel et al., 2017). Thus, the
coils were not directly heated through an electrical current, potentially influencing the metal
transfer process. Furthermore, other sources of potential metal transfer to e-liquids were not
considered in this assay, although EC atomizers are mostly made of metal. Williams et al. (2019)
indicate that other parts of the EC atomizer (e.g., coil joints) may release metals or add new metal
analytes to the vapor phase. This would depend on EC generation, the melting point of the metal
piece and its proximity to the coil. In fact, Aspire BVC replacement coils were removed from
clearomizers and extracted with e-liquids, potentially adding metals with parts of coil joints.

Moreover, because of our study design, metal concentrations in EC aerosols were not directly
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measured. Finally, human health effects differ depending on metal speciation, therefore Cr and Ni
speciation in e-liquids should be assessed in future research.

3.9 Conclusions

Metal concentrations were below detection (Cd) to very low in the seventeen bottle samples of e-
liquid tested (Pb < 16, Ni < 76, and Cr < 386 nug/kg). Cr and Ni concentrations increased markedly
in the coil extracts compared to the dispenser bottles whereas Cd concentrations were < DL in most
coil extracts. Furthermore, tested coils showed a different metal leaching capacity. The variability
among the leached metal levels may be a consequence of the different metal compositions of each
coil and how they react with e-liquids. Aspire BVC coils predominantly leached the highest mean
(SD) Cr and Ni concentrations, 480 (116) and 1.23E+04 (2.8E+02) ug/kg, respectively. On the
opposite, SS-317L coil released very low Cr and Ni concentrations when in contact with most
e-liquids samples. The metal release capacity of a coil might be related to its quality material and
resistance against corrosive attack, which can be associated with the formation of a protective layer
(or passivation layer). Nicotine salts at 40 mg/mL enhanced Cr and Ni release from the coils but
the type of organic acid used in the nicotine salt formulation may intervene in the metal transfer

from the coil.

To assess metal exposure, a quantitative risk characterization was performed in the liquid and
aerosol phases, using realistic vaping patterns to calculate threshold values for the targeted metal
analytes. Threshold values calculated using occupational ILVs were much higher, which may be
related to the greater acceptable risk for workers. Therefore, they might not be suitable for exposure
assessment to EC aerosols. Firstly, none of the seventeen bottle samples were above safe
concentrations for all tested metals prior to contact with coils. Secondly, among the coil extracts,
10.5% (6 out of 57 samples) of the coil + e-liquid combinations exceeded the SC limits for Ni, and
only 3.5% (2 out 57 samples) of samples matched or exceeded the SC for Cr (l11). Regarding Ni,
8.8% of samples (5 out of 57 samples), all obtained when in contact with Aspire BVC coil exceeded
the SC of Ni for chronic exposure. The SCs were mainly surpassed in nicotine salts at high
concentrations (NS 40 mg/mL, HN 40 mg/mL, and BR 40 mg/mL) and in pH 3 e-liquid ML 0
mg/mL. This being said, the Canadian government has recently published the Nicotine
Concentration in Vaping Products Regulations to limit nicotine concentration to 20 mg/mL in e-

liquids. This restriction, should help decrease Cr and Ni leaching from certain coils by removing
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nicotine salts at high concentrations from the market. It should be noted, that Juul, Kanthal A-1
and SS-317L coils, when extracted with the 12 e-liquid studied, all showed Ni levels below the
SCs for intermediate and chronic exposure. Moreover, no samples were above the SCs for Pb and
Cd.

Concerning the aerosol phase, the equivalent daily doses of Ni for intermediate and chronic
exposure were exceed by 1.8% and 8.8% of liquids with aspire BVC coils, emphasizing again the
particular Ni release capacity of Aspire BVC coils compared to the other coils. None of all 57 coil
+ e-liquid combinations tested surpassed the EDD.vs for Cr (1Il) or for Pb. Even though the
thresholds proposed in that study require further adjustment, they should be considered as a first
attempt to establish limit values for metals present in e-liquids. These study results also bring
attention to the variable total Ni and Cr release capacity among coils which should warrant further
investigation. Additional research is required to better understand the mechanisms of metal transfer
towards the e-liquid and the vapor phase and their speciation. Moreover, further research is required

to carry out a more detailed risk assessment following exposure to metals from e-cigarettes.
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CHAPITRE4 DISCUSSION GENERALE

Selon les résultats recueillis lors de la premiére étape de cette recherche, les concentrations de
métaux dans les bouteilles de recharge étaient principalement en dessous des seuils de détection
pour le Cd, trés faibles pour le Pb (< 16(1.5) pg/kg) et le Ni (< 76(18) pg/kg) et faibles pour le Cr
(< 386(15.6) pg/kg). Ces résultats sont en accord avec la littérature (Beauval et al., 2016; Famele
et al., 2015; Laugesen, 2008; Olmedo et al., 2018; Zhao et al., 2020). En fait, Laugesen (2008)
indique que la concentration de métaux traces (MT) dans les liquides de recharge se retrouverait
entre 0.1-0.2 ppm. En relation a nos données de MT dans les bouteilles, celles-ci étaient autour de

cet intervalle (< 400 ug/kg).

Certains chercheurs (Beauval et al. (2016)) suggérent que les composés qui forment les ardbmes
pourraient étre une possible source de contamination de MT dans les e-liquides. Néanmoins, parmi
les liquides des bouteilles de recharge analysés, le Hit Nicotine 40 mg/mL, un liquide sans ardmes,
avait la majeure concentration de Cr (386(15.6) pg/kg) en comparaison aux liquides aromatises

testés dans notre étude ce qui contredirait I’hypothése de Beauval et al. (2016).

Il faut souligner que les concentrations de MT étaient variables parmi les liquides, cette variabilité
pourrait étre associée a leurs formulations, ainsi que le processus de production puisqu’il faut
considérer que ces liquides proviennent de divers fournisseurs. Par exemple, Poulsen & Fiala
(2020) ont étudié en detail les composants qui forment les e-liquides, en mettant 1’accent sur les
aromes, ils concluaient qu’un e-liquide d’un ardme spécifique peut se formuler de plusieurs

maniéres d’une marque a I’autre.

Concernant les propriétés physicochimiques des liquides, leur densité se trouvait parmi 1.12 — 1.23

g/mL et leur intervalle de pH allait de tres acide a tres alcalin (3 — 9.5).

La composition métallique des éléments chauffants a été aussi quantifiée et les échantillons se sont
divisés en 2 groupes, ceux du type jetable (p. ex., Juul et Aspire BVC) et ceux qui étaient
reconstructibles (p. ex., Kanthal A-1, Nichrome 80 et Acier inoxydable 317L). En relation a ces
derniers, leurs calibres 20, 22, 28 et 36 étaient inclus dans cette analyse. Le tableau 3.1 montre les
concentrations des métaux (moyenne (écart-type) mg/kg), ou les niveaux de Cr et Ni sont les plus
élevés dans I’ensemble des échantillons, en comparaison au niveau de Cd (< 32.4 (6.2E-04) mg/kg)

et de Pb (=< 5.2 (1.9E-04) mg/kQ).
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Les niveaux éleves de Cr et de Ni dans Kanthal A-1, Nichrome 80 et Acier inoxydable 317L ont
été aussi signalés dans les manuels et normes ASTM (Kanthal AB, 2003; Azo, 2012; ASTM B344-
20, 1954). D’ailleurs, il n’existait pas un écart remarquable des concentrations de Cr et de Ni parmi
les différents calibres d’un méme type d’élément chauffant reconstructible (données non

présentées).

La compagnie Juul déclare que ses éléments chauffants sont faits de Nichrome (80% — 37% Ni)
(ASTM B344-20, 1954), ce qui justifierait la présence élevée de Ni par rapport aux autres analytes
métalliques dans sa composition. Par contre, Aspire Vape qui fournit 1I’Aspire BVC ne dévoile pas

la composition métallique ni le type d’élément chauffant de son produit.

Nous avons déterminé que Aspire BVC avait la teneur en Ni la plus élevée (9.6E+05 (8.0E-05)
mg/kg), mais sa teneur en Cr était la plus faible (4.3E+04 (1.3E-04) mg/kg) environ 5 fois
inférieures a la concentration maximale de Cr mesuré dans le Kanthal A-1, calibre 36 (2.1E+05
(1.9E-04) mg/kg). A cause de la haute concentration de Ni, il semble que I’élément chauffant
Aspire BVC appartienne au groupe de Nikrotal (Kanthal AB, 2003), mais cette hypothése peut étre

uniquement confirmée par le fournisseur.

Aprés avoir analysé la teneur métallique dans les éléments chauffants, ainsi que les 17 e-liquides,
I’essai de relargage de métaux a été effectué avec 12 e-liquides et Kanthal A-1, Nichrome 80 et
Acier inoxydable 317L de calibre 36, plus Juul et Aspire BVC, puisqu’un test préliminaire de
relargage de métaux revelait que la quantité de métal cible lixivié par gramme de surface d’élément

chauffant (ug/g.mm?) a été supérieure avec le calibre 36.

Suite a la mise en contact avec les éléments chauffants, une augmentation dans les niveaux de
métaux était observée dans tous échantillons de relargage. Par exemple, Melon 0 mg/mL (avec
Aspire BVC), Papaya 3 mg/mL (avec Nichrome 80) et Nude base 3 mg/mL (avec Kanthal A-1)
atteignaient les plus hautes concentrations de Ni, Pb et Cd chacun. Ces augmentations
représentaient environ 1.8E+05-fois, 1.3E+05-fois, et 360-fois leurs concentrations initiales des
bouteilles de chacun de ces liquides. De plus, la concentration moyenne (écart-type) de Cr des
échantillons de relargage avec Hit Nicotine 40 mg/mL était 547(223) pg/kg, c¢’est-a-dire 1.4 fois la
concentration initiale de Cr dans la bouteille de recharge de ce méme liquide.

Etant donné que le Cr, le Ni et le Pb font partie de la composition des éléments chauffants, il est

naturel de soupconner qu’ils soient la source de relargage de métaux vers les e-liquides, (Aherrera
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et al., 2017; Arnold, 2018; Loewenstein & Middlekauff, 2017; Olmedo et al., 2018; Zervas et al.,
2020; Zhao, D. et al., 2020).

Pareillement, les résultats de ce test ont montré que la quantité d’analyte lixiviée peut varier selon
I’élément chauffant. Pour examiner la capacité de relargage de métaux de chaque élément
chauffant, les concentrations de MT trouvées dans les blancs de méthode ont été soustraites des
échantillons de relargage. 1l a été observé que les concentrations de Cr et de Ni relargués existaient
dans la plupart des échantillons, tandis que la concentration de Cd se trouvait toujours en dessous
du seuil de détection (< DL).

Les concentrations maximales de Cr et de Ni de relargués provenaient généralement de 1’élément
chauffant Aspire BVC, 480(116) et 1.23E+04(2.8E+02) pg/kg respectivement, par rapport aux
autres éléments chauffants tels que Nichrome 80 (163 (30.1) et 589 (64.3) pg/kg), Juul (287 (87.0)
et 331 (34.7) pg/kg) et Kanthal A-1 (138 (9.7) et 478 (6.3) ng/kg). La concentration importante et
exceptionnelle de Pb relargué provenant du Nichrome 80 (334 (464) ug/kg), n’est pas une donnée

fiable a cause de la haute valeur de son écart-type.

En ce qui concerne I’acier inoxydable 317L, sa capacité de relargage de métaux était beaucoup
plus faible que le reste des éléments chauffants, étant donné que sa valeur maximale de métal
relargué était égal a 36.1 (25.3) ug/kg pour le Ni. Ce comportement est clairement observé dans

les graphiques S.1 — S.5.

Sauf pour Kanthal A-1, le test de rang signé de Wilcoxon indiquait que les concentrations de Ni
relargué étaient significativement plus élevées (p < 0.05, n = 11) pour chaque élément chauffant,

d’Aspire BVC, de Juul et de Nichrome 80 par rapport a 1’acier inoxydable 317L.

Les résultats suggerent que les e-liquides qui augmentaient la lixiviation de métaux étaient les sels
de nicotine a trés haute concentration (40mg/mL), et Melon Omg/mL un liquide aromatisé sans
nicotine avec pH trés acide (pH = 3), cependant, ce dernier e-liquide augmentait le relargage
uniquement avec 1’élément chauffant Aspire BVC. Parmi les autres facteurs considérés au début
de I’expérience, le rapport de la phase organique PG:GV n’a pas semblé contribuer au relargage de

métaux.

En ce qui concerne le relargage de métaux de certains eléments chauffants par les sels de nicotine

a forte concentration, cela pourrait étre lié au pH des sels de nicotine, qui se trouve autour de 5 (El-
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Hellani et al., 2015). La couche passive sur la surface des éléments métalliques n’est pas
permanente, cette couche peut étre dissoute dans un pH acide, en laissant I’anion du sel rentrer en
contact avec la surface métallique et former un composé du sel métallique (Peters, 2002). Celui-ci
serait stable, grace a la formation de molécules de H20, sous-produits de la degradation thermique
des e-liquides (Goniewicz et al., 2013; Vautrot, 2016). Les molécules de H>O donneraient de la

stabilité au sel métallique, en favorisant le passage de métaux vers la phase liquide.

A ce jour les six acides organiques les plus utilisés dans les formulations de sels de nicotine: sont
les acides lactique, benzoique, glycoligue, Iévulinique, salicylique, malique et tartrique (Harvanko
et al., 2020). Neanmoins, le role potentiel de I’acide organique dans le relargage de métaux n’a pas
été encore étudié, raison pour laquelle, deux sels de nicotine sans ardbmes et a haute concentration
étaient inclus parmi les liquides, Nude salt 40mg/mL et Hit nicotine 40 mg/mL formulés
respectivement avec 1’acide glycolique et I’acide benzoique. Apreés la mise en contact avec Aspire
BVC, Hit nicotine 40mg/mL a lixivié des concentrations plus élevées de Cr (480(116) pg/kg) et
Ni (3,39E+03(4,1E+01) pg/kg), en comparaison aux concentrations atteintes par Nude salt 40
mg/mL (Cr = 24,1(3,2) ug/kg et Ni = 1,59E +03(7.0E+00) ug/kg). Les différences dans les
concentrations de Cr et de Ni suggéreraient une influence potentielle de 1’acide organique utilisé

dans la formulation des sels de nicotine sur le relargage de métaux.

Toutefois, le gouvernement du Canada a récemment publié le Réglement sur la concentration en
nicotine dans les produits de vapotage (Réglement sur la concentration en nicotine dans les produits
de vapotage : DORS/2021-123) qui limite la concentration de nicotine jusqu’a 20 mg/mL dans les
formulations des e-liquides. Par conséquent, le relargage de Cr et de Ni des éléments chauffants

devrait diminuer suite a 1’absence des sels de nicotine a haute concentration sur le marché canadien.

Pour évaluer I’'impact des aromes sur le relargage de métaux, le e-liquide Melon 0 mg/mL a été
inclus dans 1’étude. Ce liquide avec un ratio 30:70 de PG:GV ne contient pas de nicotine et se
trouve sous 1’appellation de « mélange d’ardmes », car I’arome final est le résultat de 1’union de
multiples arébmes individuels. Malgré son pH tres acide, les concentrations de métaux relargués
étaient faibles (environ 50 pg/kg, Fig. S1-A to S5-A) avec la plupart des éléments chauffants sauf
pour le cas isolé avec Aspire BVC (Ni = 1.23E+04(2.8E+02) pg/kg). Ce résultat suggere qu’un pH
trés acide et une combinaison de multiples ardmes n’augmente pas systématiquement le relargage

de métaux.
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Le niveau supérieur de lixiviation du Cr et du Ni de la part d’Aspire BVC par rapport aux autres
éléments chauffants pourrait étre lié a la composition de la couche passivation or en 1’absence totale
de celle-ci. En effet, la couche passive (processus de passivation) est composée d’oxydes
métalliques (Dworniczak, 2016; Mulder et al., 2020), et sa formation est produite sur la surface de
I’élément chauffant lors de son chauffage. La couche passive joue un role de barriére contre la
corrosion auquel 1’élément chauffant est soumis di aux multiples cycles de chauffage et de
refroidissement, en plus du contact constant avec 1’e-liquide lors de sa vie utile, ce qui affecterait
sa surface metallique (Farsalinos & Carvalho, 2015). La composition métallique de 1’acier
inoxydable 317L est 61 % Fe, 19 % Cr et 13 % Ni (Azo, 2012). La présence du Cr donne ses
propriétés inoxydables a cet élément chauffant, ou la couche passive est essentiellement de Cr20s
(Dworniczak, 2016; Mulder et al., 2020).

La composition métallique d’Aspire BVC montre une concentration élevée de Ni suivi de Cr,
pourtant cette information est insuffisante pour connaitre la composition de sa couche passive, ni
sa qualité. Puisque, la présence du Cr dans Aspire BVC n’assurerait pas que celui-la fait partie de
cette barriére; par exemple, la couche de passive du Kanthal A-1, qui posséde aussi du Cr dans sa
composition métallique, est composé de Al,O3 (Kanthal, 2018). Il semble que les niveaux de Cr et

Ni relargués vers les e-liquides dépendraient de la composition de la couche passive.

Contrairement a certaines études précédentes, les échantillons évalués dans cette expérience ont
été pre-traités par digestion acide, afin d’éviter les interférences non-spectroscopiques générées par
la matrice organique (PG:GV) (Beauval et al., 2016; Ohashi, 2018). Les liquides analysés avaient
différentes proportions de PG:GV et les essais préliminaires ont démontré des variations dans la
quantification du Cr et du Ni par ICP-MS, lorsque I’échantillon était seulement dilué mais non
digéré. De plus, CORESTA reconnait la digestion acide comme méthode de traitement des e-

liquides lors de la quantification de métaux (Joza, 2020).

Une caractérisation préliminaire des risques sur la santé a été réalisée, afin de vérifier si les niveaux
de Cr, de Ni, de Pb et de Cd dans la phase liquide ainsi que dans la phase aérosol excédent les

valeurs limites d’inhalation de ces métaux.

Dans la phase liquide, les valeurs de concentration maximale sdre de métaux (CMS) en mg/mL ont
été établies comme les seuils permissibles, en utilisant la méthode de Poulsen et al. (2017). En

relation aux bouteilles de recharge, il a été observe que leurs concentrations de MT étaient toujours
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inférieures aux CMS. Bien que la présence de Cr ait été prédominante dans les échantillons de
recharge, les niveaux identifiés ne dépassaient pas les valeurs de CMS pour Cr (I11). La présence
de Cr (VI) dans les liquides de recharge n’a pas été présumée puisque tous les échantillons choisis
étaient de bouteilles scellées, sans aucun contact avec des pieces métalliques chauffées ou soumises
a des conditions qui peuvent causer 1’oxydation du Cr (IIT) a Cr (VI) (p.ex., I’exposition a la lumiére
UV, des températures élevées ou des agents oxydants). De méme, les e-liquides analysés
respectaient les exigences de I’AEMSA (2017) par rapport aux matiéres premiéres (c.-a-d. les
arébmes de classification GRAS, le PG et la GV de grade USP et la nicotine avec une pureté
de 99 %).

L’apport combiné de MT des e-liquides eux-mémes et des métaux relargués par I’élément
chauffant ont été considérés dans I’analyse de I’exposition, donc les valeurs de Cm e-liquide (Mg/mML)
ont été calculées a l'aide des données de relargage. Cette analyse montrait que 10.5% des
échantillons (6 échantillons sur 57) dépassaient le CMSn;i, tandis que 3.5% des échantillons (2
échantillons sur 57) dépassaient le CMScr aiy. Les niveaux de Cr lixivié par Juul (7.5E-04(9.8E-
05) mg/mL) et Aspire BVC (9.7E-4 (1.3E-04) mg/mL) avec Hit nicotine 40mg/mL étaient égale
ou 1.3 fois supérieur que la CMScr any (7.5E-04 mg/mL). Concernant le Ni, seuls 8.8 % des
échantillons en contact avec Aspire BVC dépassaient le CMSy; pour une exposition intermédiaire
(une durée égale a 15 — 364 jours), égale a 1.5E-03 mg/mL et chronique de Ni (durée >1 an,
6.7 E-04 mg/mL). Ces valeurs de CMSni ont été dépassées par les sels de nicotine a haute
concentration (Nude salt 40 mg/mL, Hit nicotine 40 mg/mL et Berries 40 mg/mL) et Melon 0
mg/mL.

Par contre, les niveaux de Cr et Ni obtenus avec Juul, Kanthal A-1 et Acier inoxydable 317L plus
les 12 e-liquides ne dépassaient pas les CMSni et CMScr (). Les CMSpy et CMScqg n’ont été
dépassées par aucun échantillon nous permettant ainsi de conclure que le Pb et le Cd ne sont pas

des éléments problématiques.

Parmi les données de DTEJmaerosol, Uniquement 5 échantillons composés par Aspire BVC avec
Melon Omg/mL et quelques sels de nicotine & 40mg/mL (8.8% du total) dépasseraient le DJEni
déterminé avec pour une exposition chronique, égal a 1.80E-03 mg. La combinaison de Aspire
BVC avec Melon Omg/mL ayant une valeur de DTEJni qui a excédé en 3.5 fois et 8 fois le DJEn;

pour une exposition intermédiaire et chronique respectivement.
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Les résultats obtenus lors de la caractérisation de risque montrent que 1’élément chauffant d’ Aspire
BVC produirait de concentrations élevées de Ni lesquelles seraient supérieures aux CMS ni dans
la phase liquide autant qu’aux DJE i dans la phase aérosol. Donc, Aspire BVC aurait un potentiel

de relargage de Ni supérieur aux autres éléments chauffants.

Egalement, il était généralement observé un écart trés important entre les résultats expérimentaux,
c.-a-d. les données de Cwme-liquide €t DTEJm asrosol par rapport aux valeurs limitées admissibles de
CMS (phase liquide) et DJE (phase aérosol) calculées a partir de VLE de milieu du travail (p. ex.
LER, PEL, etc.). Ces derniers étaient trés superieurs aux Cme-liquide €t DTEJmasrosol. La raison serait
que les VVLE de milieu du travail sont moins restrictives en acceptant un niveau de risque important
pour les travailleurs p.ex., 1 sur 1000 a 1 sur 10 000 (Hubbs et al., 2015), puisqu’ils sont établis en
considérant une période d’exposition de 8 heures pendant cing jours avec 16 heures de récupération
entre les quarts de travail et deux jours de récupération pendant la fin de semaine (Allen et al.,
2016). Leur utilisation pour I’évaluation des risques ne serait peut-étre pas pertinente a cause des

seuils trés permissifs.

Le fait que quelques données de Cwe-liquide €t DTEJmasrosol ONt €xcédé les seuils admissibles pour le
Cr et Ni pourrait étre une conséquence des hypothéses considérées au début de 1’analyse telle
qu’une absorption totale de métal égale a 80% ou un nombre élevé de bouffées (500 bouffées).
Ceci a conduit a des valeurs de CMS assez faibles et donc a avoir une approche conservatrice

pendant la caractérisation des risques.

Bien que d’autres ajustements soient nécessaires pour effectuer une caractérisation de risque plus
précise, les méthodes utilisées dans le cadre de ce mémoire peuvent étre un bon outil au niveau du
dépistage, pour estimer quels éléments chauffants relargueront une haute concentration de métaux
lorsqu’ils seront mis en contact avec un e-liquide déterminé, en considérant un nombre fixe de

bouffées, en prévision de réduire I’exposition aux métaux par les dispositifs de CE.

Finalement, il faut considérer que la toxicité d’un métal dérive de la quantité qui arrive a la
circulation systémique plutdt que de la concentration a laquelle une personne pourrait étre exposée
(Elikem et al., 2019). Donc, vu que les méthodes utilisées dans la caractérisation du risque aux
métaux pourraient mener a une surestimation du risque pour la santé, nous avons également
proposé un protocole pour quantifier le potentiel oxydatif (PO) via la diminution de I’acide

ascorbique, 1’antioxydant le plus abondant dans les poumons, afin de vérifier si les niveaux de
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métaux relargués dans les e-liquides générent des espéces réactives de I’oxygéne (ERO)
indicatrices d’une réponse inflammatoire au niveau pulmonaire. Etant donné les contraintes
temporelles, cette évaluation n’a pas été exécutée au cours du projet de maitrise. Néanmoins, le
protocole développé est inclus dans I’annexe A de ce mémoire et est disponible pour les futures

recherches sur ce sujet.
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CHAPITRES  CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

5.1. Conclusions

Ce travail de recherche avait pour objectifs de déterminer la teneur en Cd, Cr, Ni et Pb des
bouteilles d’e-liquides les plus commercialisés au Canada, évaluer les facteurs qui pourraient
influencer le relargage de métaux (p. ex., la composition chimique des liquides, leur pH, la
composition métallique des éléments chauffants, etc.) et effectuer une évaluation de 1’exposition
et une caractérisation préliminaire des risques en utilisant les valeurs limites d’inhalation existantes

de métaux.

La quantification de Cd, Cr, Ni et Pb par ICP-MS a montré que malgré les formulations variées
des 17 e-liquides des bouteilles de recharge, les concentrations de métaux cibles dans les bouteilles
des e-liquides étaient faibles (Pb < 16, Ni < 76, and Cr < 386 pg/kg) ou sous les seuils de détection
(Cd). De plus, la présence de ces MT dans les liquides serait considérée comme inoffensive pour
la santé des utilisateurs, puisque la caractérisation du risque basée sur des parameétres réalistes de
vapotage a indiqué que leurs Cwm eliquid (Mg@/mL) ne dépassaient pas les concentrations maximales
de substances (CMS) pour ces métaux.

Les données du test de relargage ont confirmé le role des éléments chauffants comme la source
principale de lixiviation de métaux, notamment le Cr et le Ni, étant donné I’augmentation
significative des concentrations de ces derniers dans les liquides résiduels par rapport aux
concentrations initiales dans les bouteilles de recharge (ligne de base). Cependant, le Cd était

indétectable dans la plupart des échantillons (Cd < DL).

Egalement, il a été observé que la capacité de relargage de métaux varie parmi les différents
éléments chauffants. Ceci était en accord avec leur composition métallique variable et leur fagon
individuelle de réagir avec les e-liquides. Parmi les niveaux de Cr et de Ni relargués, Aspire BVC
a atteint les valeurs les plus remarquables (Cr=480(116) ug/kg et Ni = 1.23E+04(2.8E+02)
ug/kg), contrairement a 1’acier inoxydable 317L qui atteignait un niveau maximal tres faible égal

a 36.1 (25.3) ug/kg et ce pour le Ni.

Le phénoméne de relargage de métaux serait une conséquence de la corrosion des éléments
chauffants par le processus de dégradation thermique lors de I’interaction avec les e-liquides. Le

potentiel de relargage de métal d’un élément chauffant pourrait donc étre associé a sa résistance
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contre la corrosion, a travers la formation de la couche passive laquelle joue le rdle de protection

barriére, et a la qualité de ses matériaux de fabrication.

La plupart d’e-liquides qui ont augmenté le relargage de Cr et de Ni étaient les sels de nicotine a
trés haute concentration (par ex., Hit Nicotine 40 mg/mL, Nude Salt 40 mg/mL et Berries 40
mg/mL). Les sels de nicotine sont la forme protonée de la molécule de nicotine et gréce a leur pH
acide, ils pourraient dissoudre la couche de passivation puis ils réagiraient avec la surface
métallique des éléments chauffants. Cependant, a la lumiére de nos résultats, il est possible que le
type d’acide organique utilisé dans la formulation du sel influence la lixiviation de métaux vers le
liquide. 1l faut également rappeler que les e-liquides avec une concentration de nicotine supérieure
a 20 mg/mL sont maintenant interdits au Canada.

La caractérisation préliminaire des risques posés par les métaux dans les échantillons de relargage
dans la phase liquide a montré que 10.5% des échantillons (6 échantillons sur 57) ont dépasse la
CMSni avec 8.8% (5 échantillons sur 57) qui excédaient la CMSni pour une exposition chronique.
Toutefois, seuls 3.5% des échantillons (2 échantillons sur 57) égalaient ou excédaient la CMSc,
any. Les combinaisons élément chauffant + e-liquide qui ont entrainé des valeurs supérieures aux
CMSni et CMScr iy incluaient dans la plupart de cas Aspire BVC et les liquides de Hit Nicotine
40 mg/mL, Nude Salt 40 mg/mL, Berries 40 mg/mL et Melon 0 mg/mL.

Aucun échantillon de relargage n’a dépassé les CMSpp et CMScq. De la méme facon, les niveaux
de Cr et Ni relargués par Juul, I’acier inoxydable 317L et Kanthal A-1 n’excédaient pas les CMS
de ces métaux. Concernant la phase aérosol, seulement les DTEJni produites par Aspire BVC ont
excédé avec 1.8% des échantillons la DJEni pour une exposition intermédiaire et 8.8% des
échantillons pour une exposition chronique de DJEni. Il est important de mentionner que les valeurs

de DTEJcr iy et DTEJpy n’ont été dépassées par aucun des 57 échantillons.

Il est possible que la capacité de relargage exceptionnelle de Cr et de Ni par 1’élément chauffant
Aspire BVC fut intensifiée a cause de la présence potentielle de fragments de joints de soudure

récoltés lors de I’extraction de cet élément chauffant du clearomiseur.

Les résultats obtenus dans cette recherche montrent que 1’exposition aux métaux selon nos
paramétres d’expérimentation est nettement réduite, notamment par rapport au Cd et au Pb, en
comparaison aux cigarettes traditionnelles. Les résultats appuient le fait que les CE sont des

dispositifs capables de fournir de la nicotine aux utilisateurs, mais d’une fagon moins pernicieuse
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grace a leur processus d’aérosolisation des e-liquides. Cette caractéristique soutient leur statut de
produits de consommation importants en appui aux fumeurs dans leur lutte pour maintenir le

sevrage tabagique.

La section suivante présente quelques recommandations a prendre en considération dans le cadre

d’une poursuite des travaux de recherche a ce sujet.

5.2. Recommandations

Les points suivants peuvent étre considérés pour la suite du projet de recherche.
En relation au test de relargage :

— Développer des méthodologies expérimentales standardisees qui recréent les conditions réelles
de vapotage en ce qui concerne les volumes de bouffées, les températures de vapotage, les
réglages de puissance, I’administration de nicotine et les distinctions entre les conditions

séches et humides ainsi que d’autres parameétres clés.

— Inclure toutes les parties du clearomiseur qui entrent en contact avec les e-liquides dans le
déroulement du test de relargage de métaux, afin de voir si les autres pieces métalliques qui le

forment augmentent les niveaux de métaux relargués vers les e-liquides et 1’aérosol.

— Déterminer le réle potentiel des différents types de dispositifs (systéme ouvert et systeme
ferme) de CE dans le processus de relargage de métaux et si la variation de leurs valeurs de
tension appliquée intervient dans le relargage de métaux.

— Augmenter le nombre de e-liquides analyses, ainsi que quantifier la présence d’autres analytes
métalliques dans les e-liquides qui pourraient étre potentiellement nocifs pour la santé telle

que I’As, le Hg, I’étain (Sn), le Co, le Cu et le Zn, dans la phase liquide comme dans I’aérosol.

— Comparer le relargage de métaux parmi différents e-liquides du type « mélange d’ardmes »
afin de detecter si un mélange complexe d’ardmes serait capable d’augmenter les niveaux de

lixiviation de métaux.

— Approfondir I’étude des formulations de sels de nicotine et voir si I’acide organique qui forme
ce sel intervient dans le relargage de métaux. Ces types d’e-liquides sont utilisés dans appareils

avec des tensions appliquées plus basses et nécessitent une consommation journaliere plus
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faible d’e-liquide, mais leur concentration de nicotine est plus élevée que celle sous la forme

de base libre.

Ajouter d’autres éléments chauffants dans ’essai de relargage de métaux, pour identifier
d’autres pieéces métalliques avec une capacité de lixiviation de métaux semblable a celle
d’Aspire BVC.

Vérifier la présence de la couche de passivation d’Aspire BVC et sa composition métallique.

— Etudier le processus de passage de métaux de la phase liquide vers la phase aérosol et les

mécanismes qui font varier les concentrations de métaux lors du passage.

— Vérifier si certaines conditions spécifiques telles que I’entreposage de produits, le matériel des
bouteilles et les conditions de transport modifient la stabilité des e-liquides en générant des

sous-produits qui pourraient influencer le relargage de métaux.
Par rapport a 1I’évaluation de 1’exposition et 1’analyse des risques sur la santé :

— Déterminer la spéciation du Cr et du Ni présents dans les liquides de relargage, ainsi que
dans I’aérosol, afin de mieux évaluer les risques et afin d’identifier adéquatement les

conséquences sur la santé lors d’une exposition chronique.

— Etablir des valeurs limites d’inhalation de métaux qui considérent les paramétres et les

conditions de vapotage.

— Quantifier le PO afin de vérifier si les niveaux de métaux relargués dans les e-liquides

causent la formation de radicaux libres.

— Réaliser des analyses in vitro pour quantifier la génération de cellules pro-inflammatoires
(interleukines 1L-6 et IL-8) dans les tissus pulmonaires suite a 1’exposition avec 1’aérosol
des CE.
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ANNEXE A: DETERMINATION DU POTENTIAL OXYDATIF DES E-
LIQUIDES DE LA CIGARETTE ELECTRONIQUE PAR LA METHODE DE
DEPLETION D’ACIDE ASCORBIQUE

1. OBJECTIF

Ce protocole vise a quantifier le potentiel oxydatif (PO) des métaux lixiviés dans les e-liquides,
lequel sera déterminée a travers du taux de déplétion de I’acide ascorbique (AA), qui est I’antioxydant
le plus abondant dans les fluides pulmonaires (Gosselin & Zagury, 2020; Pietrogrande et al., 2019),
par HPLC-MS. Cette derniére étape démontrera la capacité de production d’espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) (Godri et al., 2010; Gosselin & Zagury, 2020; Son et al., 2019) dans les poumons
par les métaux relargués dans les e-liquides. Il est important de mentionner que les ERO sont associés
a différents types de maladies pulmonaires obstructives chroniques (Rahman & Adcock, 2006), a
I’asthme (Delfino et al., 2013; Fitzpatrick et al., 2009) et a I’athérosclérose (Ying et al., 2009).

2. RAPPEL : PARAMETRES DE VAPOTAGE

Tableau n° I1: Topographie de I’inhalation chez les vapoteurs

Durée de chaque inhalation 4s

Intervalle de temps entre chaque inhalation 30s

Nombre de bouffées par jour ) 500
Volume total d’e-liquide consommé par jour ¢ 3.3mL

(En condition de meche humide)

Intervalle de température de vaporisation 200-250 °C
Temps de vapotage par jour 30 min
Temps de vie utile de 1’élément chauffant 7-10 jours

(*) La valeur du numéro de bouffées par jour a été choisie en considérant que le consommateur est un vapoteur expérimenté (RIVM, 2015).

Néanmoins, il est possible qu’il y ait des vapoteurs avec un numéro de bouffées major a 500 par jour (Poulsen et al., 2017).

(**) Le volume total d’e-liquide consommé par jour est en fonction du numéro de bouffées par jour (RIVM, 2015).
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3. ESSAIN® 1 : QUANTIFICATION DU POTENTIEL OXYDATIF PAR HPLC-MS

Cet essai vise a calculer le PO a travers du taux de déplétion de I’AA produit par les métaux lixivies
dans les e-liquides des échantillons de relargage, lesquels sont générés apres la mise en contact
avec les éléments chauffants sous un intervalle de température de 200-250 °C pendant 1 h chaque

jour pour 3 jours consécultifs.

Le test de PO sera développé avec un nombre limité d’échantillons, qui seront choisis selon les
résultats obtenus dans le test d’estimation de I’exposition aux métaux. Les échantillons de relargage
qui possédent des valeurs élevées de métaux proche ou au-dessus des limites permissibles (p.ex.,
DJE M asrosol OU CMSwm e-liquide), C’€st-a-dire qui contiennent une concentration remarquable de
métaux lixiviés, seront inclus dans ce test. Il est prévu un maximum de 4 échantillons ou un volume
de 0.333 mL (I’équivalent de 50 bouffées, Son et al. (2019)) de chaque échantillon sera pris et mis
en contact avec un fluide synthétique de revétement épithélial simulé (FSRES). Le FSRES sera
constitué avec la solution Gamble (SG), qui représente la région extracellulaire du poumon profond
(alvéoles) avec un pH neutre (7.4), et I’AA, I’antioxydant le plus abondant dans les fluides
pulmonaires (Gosselin & Zagury, 2020; Shahpoury et al., 2019). Ce systéeme sera incubé
pendant 4 h a 37 °C (Miyashita et al., 2018).

A la fin du temps d’incubation, un volume de 50 uL d’échantillon incubé sera pris et acidifié
avec 50 pL de I’acide métaphosphorique (AMP) glace, pour stabiliser le restant d’AA, puis 400 puL
d’eau de qualité HPLC seront ajoutés afin d’obtenir une concentration finale de 5% d’AMP
(Iriyama et al., 1984; Mudway et al., 2009). 1l est important que les bouteilles des échantillons
possédent un bouchon en plastique hermétique pour éviter le passage d’oxygene qui peut oxyder
I’AA restant (Buettner & Jurkiewicz, 1996). Finalement, la solution finale sera gardée dans le
congélateur a -20 °C (Buettner & Jurkiewicz, 1996; Karlsen et al., 2007; Lykkesfeldt et al., 1995;
Mudway et al., 2009) jusqu’a la réalisation de I’analyse par HPLC-MS. Parmi les échantillons se
trouveront également un blanc, un contréle positif (MP, standard SRM-1648), un contréle négatif
(MP, M120, carbone noir de 50 nm) (Zielinski et al., 1999).

Il faut souligner que la quantification des taux de déplétion de I’AA sera faite par HPLC-MS au
laboratoire du Centre regional de spectrométrie de masse de I’Universite de Montréal ou la

concentration résiduelle d’AA des solutions finales sera déterminée dans une courbe d’étalonnage
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d’AA (0-25 uM) ou les solutions de la courbe d’étalonnage seront préparées a 5 % AMP (Kelly et
al., 2011).

> MATERIAUX.

Produits chimiques (grade ACS ou supérieur)

e Eau désionisée

e AAen poudre

e Réactifs pour préparer la SG (voir tableau #2. Section 3.2)

e Acide nitrique & 68 % (HNO3)

e Acide métaphosphorique

e Méthanol.

e MP standards : SRM-1648 et M120

e Glace seche (pour garder les échantillons finals a 4 °C lors de la livraison au
laboratoire de I’Université de Montréal)

E-liquides

e 4 échantillons a choisir selon les résultats de I’estimation de I’exposition
(DTEJMasrosol €t Cwe-liquide)

Matériaux et équipements

e Balance analytique

e Spatule métallique

e Nacelles de pesée en plastique

e Incubateur ajustable a 37 + 0.5 °C (Fisher Isotemp)

e Thermométre

e Agitateur orbital

e Agitateur magnétique et bande

e pH-métre, précis a £ 0.05 unité de pH

e Pipettes automatiques (1-10 mL et 10-1000 uL), RAININ; modéle E4XLS avec
embouts jetables

e Seringue Luer-Lock

o Filtres 0.45 pm pour seringues Luer-Lock

¢ Ballons volumétriques (100 mL et 250 mL)

e Tubes a centrifuger en plastique (15 et 50 mL)

e Centrifugeuse (Heraeus megafuge 8) et rotor correspondant (Highconic)

e Cuves de centrifugeuse

e Chronométre

e Contenant isotherme en mousse (boite de styromousse)
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> MATERIAUX D’USAGE GENERAL

e Gants en nitrile
o Papier absorbant (KimWipes)
« Détergent sans phosphate (Sparkleen)

3.1. NETTOYAGE

Afin d’éviter la contamination des échantillons, il est important de nettoyer les contenants et la
verrerie au début de chaque expérience, en utilisant de I’eau chaude et du détergent sans phosphate,

suivi du rincage des matériaux avec de I’eau désionisée (trois fois).

Dans un bain de trempage contenant une solution 10 % (v/v) HNOs3, laisser tremper les items déja
nettoyés pour une durée minimale de 8 h. Il est recommandé de laisser tous les items dans le bain

pour une nuitée. Finalement, rincer les items trois fois a I’eau désionisée.

3.2. Préparation de la solution Gamble

Tableau n° 2 : Composition chimique du FSRES (Colombo et al., 2008)

Pour 1L de Pour 500 mL de Pour 250 mL de
Réactif solution solution solution
0) Sol. Gamble Sol. Gamble Sol. Gamble
(pH=17.4) (pH=17.4) (pH=7.4)

Chlorure de magnésium hexahydraté 0.203 0.102 0.051
(MgCl2.6H20)

Chlorure de sodium (NaCl) 6.019 3.010 1.505
Chlorure de potassium (KCI) 0.298 0.149 0.075
Hydrogénophosphate disodique (Na;HPO.) 0.126 0.063 0.032
Sulfate de sodium (Na>SO4) 0.063 0.032 0.016
Chlorure de calcium dihydraté (CaCl,.2H20) 0.368 0.184 0.092
Acétate de sodium (C2H302Na) 0.574 0.287 0.144
Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) 2.604 1.302 0.651
Citrate de sodium dihydraté 0.097 0.049 0.024
(CeHsNaz07.2H20)
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Etape 1 : Préparer 1 L de SG en utilisant un ballon volumétrique de 1 L et consulter le tableau 2,
afin que les quantités de réactifs ajoutées coincident avec le volume final de la solution. Il est
conseillé de conserver environ 1 L d’eau désionisée dans une bouteille fermée a I'intérieur de
I'incubateur en marche, afin d’assurer la préparation rapide de SG, en plus que celle-ci
atteigne 37 °C le plus rapidement possible. Il est important que la SG soit fraiche, c’est-a-dire qu’elle
doit étre preparee le méme jour d’analyse. Peser et ajouter le premier réactif en s’assurant qu’il est
dissous dans I’eau désionisée a I’intérieur de la fiole (utiliser un agitateur magnétique), puis répéter
le processus en ajoutant les autres produits chimiques en suivant I’ordre, I’un aprés I’autre, jusqu’a

ce que la dissolution soit compléte.

Etape 2 : Mettre au volume la fiole avec de I’eau désionisée et garder le ballon volumétrique dans
un bain d’eau statique ou dans un incubateur fonctionnant a 37 °C, au moins 1 h avant de démarrer
I’expérience. Vérifier que la solution ait atteint la température de 37 °C et que la valeur de pH est

égale a 7.4 avant de commencer I’expérience.

3.3. Préparation de la solution d’AA a 200 uM

Note n°1: S’il est nécessaire de congeler la solution d’AA, il est recommandé d’ajouter du
méthanol lors de la préparation (20:80 méthanol : eau). La présence du méthanol permettra une
décongélation rapide (~1 min) de la solution concentrée d’AA a température ambiante et aidera a
prévenir |’'oxydation de I’AA pendant le processus de décongélation de solution avant de débuter
le test (Shahpoury et al., 2019).

Etape 1 : Peser 0.0176 g d’AA dans une nacelle de pesées. Effectuer le transfert dans une flaque
volumétrique de 50 mL et mettre au niveau avec de I’eau désionisée. Bien agiter la solution. La

concentration finale de la solution d’AA sera égale a 2 mM.

Etape 2 : La solution de 2 mM sera diluée & 200 uM. Prendre 5 mL de la solution 2 mM et ajouter
ce volume dans une autre fiole de 50 mL, puis mettre au niveau avec de I’eau désionisée. Finalement,
transférer la solution d’AA a200 uM dans un tube de centrifugation en polypropyléne (PP)
préalablement identifié et conserver la solution dans le congélateur a -20 °C jusqu’a la réalisation de

I’analyse.
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3.4. Extraction de métaux lixiviés dans les échantillons d’e-liquides et des standards de
MP dans la SG

A. Standards de contrdle positif et négatif dans la SG : afin d assurer la standardisation
intra essai entre les expériences, deux types de MP ont été choisis comme échantillons de contréle.
Le SRM-1648 est une particule d’origine urbaine et posséde un haut potentiel oxydatif (controle

positif) et le M-120 (particules de charbon noir de 50 nm) avec un PO faible (contréle négatif).

Etape 1 : Peser 40 mg des standards de MP SRM-1648 et M-120 dans les tubes de centrifugation

en téflon séparément et noter les poids.

Etape 2 : Transférer 40 mL de la SG qui se trouve déja a 37 °C a I’aide d’une pipette automatique
dans chaque récipient a centrifugeuse. Vérifier que le pH de SG est égal a 7.4; s’il est nécessaire
d’ajuster le pH des échantillons, utiliser des gouttes de HCL 1M (Kelly et al., 2011; Pelfréne et al.,
2017) avant de debuter I’incubation. Placer et fixer horizontalement les tubes contenant les
échantillons de SRM-1648 et M-120 respectivement dans I’agitateur orbital, qui a été
précédemment mis a I’intérieur de 1’incubateur. Visser fermement les bouchons a I’avance pour
éviter toute évaporation ou fuite, et exécuter le test en réglant la vitesse d’agitation a 100 rpm et la
température a 37 °C pour une période de 2 h (Zielinski et al., 1999). Il est également fortement

suggéreé d’utiliser un chronometre des le début de I’expérience.

Etape 3 : Lors du déroulement du test d’incubation des MP, identifier deux tubes de centrifugation
en PP de 50 mL avec ses bouchons en PP avec les noms des standards, un tube pour chaque
standard de MP.

Etape 4 : Aprés 2 h, arréter I’incubateur et mettre les cuves dans le rotor de la centrifugeuse; elles
doivent étre placées symétriqguement 1’une en face de I’autre. Fixer le rotor avec sa vis et vérifier
si le rotor est bloqué avant la centrifugation en essayant de le soulever (il ne doit pas bouger vers
le haut). Régler la vitesse de la centrifugeuse a 8 600 tr/min (10 000 x g, ne jamais dépasser cette
valeur avec un rotor Highconic). La durée de la centrifugation sera de 10 min 40 s, sous une
accélération et décélération progressive. Ces parametres sont déja enregistrés sous le programme

n° 1. Finalement, fermer le couvercle de la centrifugeuse et appuyer sur le bouton de démarrage.

Etape 5 : Des que la centrifugation se termine, prélever le surnageant d’un des échantillons, a I’aide
d’une seringue Luer-lock connecté a un filtre 0.45 um, et filtrer le contenu du tube. Retirer le filtre



118

et transférer le filtrat dans un des tubes de centrifugation correctement identifiés (étape 3), puis
ajouter 1 mL de HNO3 a la solution du contréle positif. Répéter cette étape avec I’échantillon
restant. 1l devrait y avoir deux tubes en PP contenant les solutions filtrées de MP, un pour le
contréle positif (SRM-1648) et I’autre pour le contrdle négatif (M-120).

Etape 6 : Laisser refroidir les échantillons a température piéce, puis les conserver a4 °C. Les

échantillons resteront en bon état jusqu’a un temps maximal de quatre semaines.
3.5. Echantillons de relargage de métaux dans la SG

Etape 1 : A I’aide d’une pipette automatique, prendre 0.333 mL (I’équivalent de 50 bouffées) du
liquide restant d’échantillon de relargage dans un erlenmeyer de 500 mL correctement identifié,

lequel a été conservé dans I’incubateur auparavant, et noter le poids.

Note n° 2 : A cause de la haute viscosité des e-liquides, il est conseillé de convertir la valeur
de 0.333 mL en g, afin d’éviter des pertes d’échantillons dans les parois des pipettes automatiques.

Ceci est possible en multipliant 0.333 mL par la densité de I’e-liquide.

Note n°3: Zielinski et al. (1999) mettent en contact 1 mg d’échantillon avec 1 mL de
FSRES, donc en considérant la densité de 1’e-liquide, le volume de SG a utiliser pourrait varier

Iégerement selon la densité de 1’échantillon choisi.

Etape 2 : Dans le méme erlenmeyer de I’étape 1, transférer 382.95 mL de la SG qui se trouve déja
a 37 °C (ce volume de SG, 382.95mL est une donnée de référence et correspond a un échantillon
avec une densité d’e-liquide de 1.15 g.mL™). Vérifiez que le pH de SG est égal a7.4; s’il est
nécessaire de régler le pH d’échantillon, utiliser des gouttes de HCL 1M (Kelly et al., 2011;
Pelfréne et al., 2017) avant de débuter I’incubation. Lors du déroulement du test, ajouter 1
erlenmeyer supplémentaire avec de la SG, mais sans échantillon d’e-liquide qui servira comme

blanc d’analyse.

Etape 3 : Placer et fixer horizontalement le bécher contenant I’échantillon dans I’agitateur orbital
qui se trouve a I’intérieur de I’incubateur. Visser fermement les bouchons a I’avance pour éviter
toute évaporation ou fuite, et exécuter le test en réglant la vitesse d’agitation a 100 rpm et la
température a 37 °C pour une période de 2 h.

Etape 4 : Aprés 2 h, laisser refroidir le tube avec I’échantillon & température piéce, puis conserver

a4 °C. Le test devrait étre réalisé dans les quatre prochaines semaines.
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4. TEST DE POTENTIEL OXYDATIF PAR HPLC-MS

Les incubations seront effectuées en considérant une concentration finale égale a 50 pg/mL pour les
échantillons dans la SG (p.ex., échantillons de relargage de métaux, contrdles positif et négatif) et
ayant une valeur de concentration de 200 uM pour la solution d’AA, puisque celle-ci reflete la

concentration de cet antioxydant dans le poumon (Kelly et al., 2011; Zielinski et al., 1999)

Par ailleurs, en ayant les concentrations des echantillons a 50 ug/mL, ceci facilite d’exprimer les
valeurs de PO par unité de masse (Mudway et al., 2009), ainsi que la comparaison de résultats parmi
les échantillons. Ceci permettra de savoir quel est I’e-liquide qui génére le plus de PO par unité de
masse (PO/ug). 11 est important de mentionner que les échantillons de cet essai seront analysés par

duplicata.

Etape 1 : Démarrer et régler I’incubateur a 37 °C au moins 4 h avant de débuter I’expérience.

Etape 2: En utilisant des plaques multi-puits correctement identifiées, ajouter dans chaque
puits 1 mL de la solution d’AA a 200 uM. Dans chaque puits qui contient I’AA a 200 uM doit étre
ajouté un volume de 50 pL d’échantillon. A la fin, il devrait avoir deux puits de chaque échantillon
(e-liquides, contrdle positif, négatif, blanc et solution enrichie), tous mélangés avec I’AA a 200 uM,
puisque les analyses seront faites en duplicata. La concentration d’échantillon dans la solution finale
sera égale a 50 pg/mL.

Etape 3 : Placer les plaques dans I’agitateur orbital (vitesse d’agitation 100 rpm) qui se trouve dans
I’incubateur; s’assurer également que tous les appareils de I’agitateur orbital sont bien serrés et
vérifier que I’incubateur est réglé a 37 °C. Finalement, démarrer le test pour une période de 4 h, en

utilisant un chronometre des le début de I’expérience.

Etape 4 : Lors du déroulement du test d’incubation, prendre des tubes en téflon de 2 mL en les

identifiant correctement, afin d’avoir un tube pour chaque échantillon.

Etape 5 : Aprés 4 h, arréter I’incubateur et oter les plaques multi-puits. Puis, a I’aide d’une pipette,
prendre 100 ulL de chaque échantillon et verser dans les tubes préalablement identifiés. Ensuite,
ajouter 100 uL d’AMP glacé et 800 uL. d’eau désionisée pour atteindre une concentration finale
de 5% d’AMP dans une solution de 1 mL. Refermer le tube et bien I’agiter manuellement.
Conserver les échantillons a -20 °C, jusqu’a la réalisation de I’analyse au laboratoire du Centre
régional de spectrométrie de masse de I’Université de Montreéal.
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La concentration résiduelle d’AA de tous les échantillons sera déterminée par HPLC-MS dans une
courbe d’étalonnage d’AA (0-25uM) préparée a 5 % d’ AMP.

Note n°5 : Lors de la journée de livraison des échantillons, il faut que les échantillons soient mis
dans une boite de styromousse avec de la glace séche pour atteindre une température de 4°C (Karlsen
et al., 2007), laquelle évitera la dégradation des échantillons jusqu’a leur arrivée au laboratoire de
I’Université de Montréal ou ils seront mis dans le congelateur & -20 °C jusqu’a la date de réalisation
de I’analyse. De préeférence, il est conseillé d'analyser les échantillons la méme date d'arrivée au

laboratoire.

5. CALCULS

Le PO sera exprimé par le ratio entre le pourcentage d’AA consommé et la concentration finale d’e-
liquide dans le FSRES (50 pg/mL). Au début, le pourcentage d’AA consommé sera quantifié a partir
de la concentration restant d’AA dans I’échantillon en relation a la concentration du blanc aprés la
période d’incubation (formule n° 1) :

Céchantilloni (uM)
Cglanc(uM)apres 4h

%AA_consommé = *100 (1)

Ou:
%AAconsomme - Pourcentage d’AA consommeé
Cechantillon_i (UM) : Concentration finale d’AA d’échantillon « i »

Calanc (uUM) : Concentration d’AA du blanc apres du temps d’incubation

Ce pourcentage de déplétion d’ AA sera normalisé par la concentration finale d’e-liquide incubé dans
la SG (50 pg.mL™Y) afin d’exprimer les valeurs de PO par unité de masse (POaa.ug )
(formule n° 2). Une valeur élevée de PO indique que I’e-liquide posséde un important pouvoir

oxydant :

POaa % AA_consommé

= )

wg 50 pug.mL’t

Ou:

POaa/ug : PO par unité de masse
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% AAconsommé : Pourcentage d’AA consommé
50 ug.mL™: Concentration finale des e-liquides dans la SG

Egalement, il est possible de connaitre quelle est la concentration d’AA consommé par unité de

temps (LM.m 1) avec I’équation n° 3 :

A= Chianc(UM)—C¢chantilion_i(UM) (3)
temps d'incubation(min)

Ou :

Cblanc : Concentration initial d’AA du blanc (uM)

Cechantillon_i - Concentration finale d’AA d’échantillon « i » (uM)
Temps d’incubation : 4 h ou 240 min

A : Consommation d’AA lors du temps d’incubation (uM.m 1)



ANNEXE B: SUPPLEMENTARY MATERIAL.

Table S.1 Detailed information about study e-liquid samples.
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Density | Flavoring presence E-liquid PG2: VGP
E-liquid Abbreviated | Nicotine pH (g/mL) (Yes, Blend or No) type ratio
name content At 25°C
10 mg/mL 4.7 1.17 Blend Nicotine
Berries BR 40 mg/mL 5.1 1.16 salt
10 mg/mL 4.7 1.16 Yes Nicotine
Blond Tobacco BT 40 mg/mL 5.5 1.17 salt 50:50
Hit Nicotine HN 40 mg/mL 5.3 1.13 No Nicotine salt
3 mg/mL 8.0 1.15
Light Tobacco LT 18 mg/mL 8.6 1.14 Blend Free-base
Melon ML 0 mg/mL 3.0 1.18 Blend -- 30:70
3 mg/mL 9.0 1.14
Nude Base NB 18 mg/mL 9.5 1.16 No Free-base
3 mg/mL 5.6 1.15
Nude Salt NS 40 mg/mL 5.8 1.15 No Nicotine salt 50:50
3 mg/mL 4.4 1.15
Papaya PY 18 mg/mL 8.0 1.12 Blend Free-base
Peach PCH 9 mg/mL 5.2 1.20 Blend Nicotine salt 35.3:64.7
Strawberry STW 6 mg/mL 6.5 1.23 Blend Free-base 20:80
Tobacco TB 5% 5.8 1.17 Yes Nicotine salt 50:50

8PG = Propylene glycol.

P\/G = Vegetable glycerin.
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Table S.2 Metal concentrations (mean * standard deviation, n= 2) in 17 e-liquids from
dispenser bottles.

Free-base
E-liquid Abbreviated Cr Ni Pb Cd
name (Ha/kg) (Ha/kg) (Ha/kg) (Ma/kg)
Papaya 3 mg/mL PY 3 mg/mL 145+ 11.2 <DL? <DL <DL
Papaya 18 mg/mL PY 18 mg/mL 166 + 21.2 <DL <DL <DL
Nude Base 3 mg/mL NB 3 mg/mL 201 +8.3 11.0+94 3.6 £0.3 <DL
Nude Base 18 mg/mL NB 18 mg/mL 201£7.9 <DL 39+12 <DL
Light Tobacco 3 mg/mL LT 3 mg/mL 171+ 0.00 21.1+6.2 54+0.6 <DL
Light Tobacco 18 mg/mL LT 18 mg/mL 150 + 27.2 <DL 155+15 <DL
Melon 0 mg/mL ML 0 mg/mL 143 £ 10.7 <DL 126 +0.2 <DL
Strawberry 6 mg/mL STW 6 mg/mL 190 £ 57.7 <DL <DL <DL
Nicotine salts
E-liquid Abbreviated Cr Ni Pb Cd
name (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
Berries 10 mg/mL BR 10 mg/mL 160+ 0.3 <DL 3.9+0.02 | 151+04
Berries 40 mg/mL BR 40 mg/mL 146 £ 2.2 <DL <DL 23.3+0.4
Nude Salt 3 mg/mL NS 3 mg/mL 130+ 12.0 715+23 <DL <DL
Nude Salt 40 mg/mL NS 40 mg/mL 104 + 3.9 24.1+£45 <DL <DL
Hit Nicotine 40 mg/mL HN 40 mg/mL 386 +£15.6 <DL <DL <DL
Tobacco 5% TB 5% 179+4.8 76.0+185 | 47+04 <DL
Peach 9 mg/mL PCH 9 mg/mL 124+ 9.8 <DL <DL <DL
Blond Tobacco 10 mg/mL BT 10 mg/mL 77.1+9.0 <DL <DL <DL
Blond Tobacco 40 mg/mL BT 40 mg/mL 126 + 20.3 <DL <DL <DL

4< DL = Values below detection limits.




Table S.3 Metal concentrations (mean + standard deviation, n= 2) in e-liquids after contact with coils.
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Free-base + Nichrome 80 coil

Nicotine salts + Nichrome 80 coil

E-liquid Cr (pa/kg) Ni (pa/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg) E-liquid Cr (po/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 169+5.1 9.0+6.6 55.7+4.7 <DL 3 mg/mL 112+ 28 37.8+£12.0 <DL <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 134+2.4 <DL 50° 245+6.3 40 mg/mL 235+5.0 553+ 1.7 <DL <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL 134+21 <DL 48+04 <DL 40 mg/mL 385+44.2 453+119 27.5+16.3 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 169 £21.1 <DL <DL <DL 10 mg/mL 204 +35.1 220 +29.3 6.9+£7.2 <DL
Light Tobacco Berries
3 mg/mL 137+35 20.1+8.4 28+1.38 <DL 40 mg/mL 322 +30.1 616 + 64.3 8557 16.9+£20
Light Tobacco Tobacco
18 mg/mL 186 +5.2 52.9+314 199+24 <DL 5% 150 £23.1 125+0.4 7.0+£29 <DL
Free-base + Juul coil Nicotine salts + Juul coil
E-liquid Cr (no/kg) Ni (po/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg) E-liquid Cr (no/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 168 + 16.9 <DL 29.6 £6.7 <DL 3 mg/mL 120+0.9 64.3+29.1 15.4 <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 133+75 <DL 155+£7.9 <DL 40 mg/mL 144 +5.4 55.2+18.6 <DL <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL 139+6.1 <DL 16.2+94 <DL 40 mg/mL 670+ 87.0 171+33 22+0.6 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 160 +8.1 27.8+14.0 <DL <DL 10 mg/mL 201 +29.1 244 +45.1 53+1.38 7.3+£0.8
Light Tobacco Berries
3 mg/mL 167 +4.8 126 +5.4 44+6.1 <DL 40 mg/mL 233+ 2.7 356 + 34.7 29.4+£30.2 22.0+2.7
Light Tobacco Tobacco
18 mg/mL 202+7.8 70.9+0.7 18.6 +2.2 <DL 5% 225+34.2 151 +3.6 109+ 3.7 <DL
Free-base + Aspire BVC coil Nicotine salts + Aspire BVC coil
E-liquid Cr (po/kg) Ni (po/kg) Pb (ug/kg) Cd (ng/kg) E-liquid Cr (po/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg)
Melon 1.22E+04 + Nude Salt
0 mg/mL 179 £20.2 2.8E+02 19.5+£04 <DL 3 mg/mL 115+3.2 311+19.0 <DL <DL
Nude Base Nude Salt 1.64E+03 +
3 mg/mL 133 +16.3 <DL 32+16 265+05 40 mg/mL 145+ 3.2 7.0E+00 4.2 <DL
Nude Base Hit Nicotine 3.39E+03 +
18 mg/mL 140+1.9 <DL 6.3+£5.9 <DL 40 mg/mL 864 + 116 4.1E+01 20+£2.2 <DL
Papaya Berries 2.18E+03 £
3 mg/mL 187 +£12.6 424 +18.4 05+£0.3 <DL 10 mg/mL 236 + 36.1 3.4E+02 9.9+15 9.7+£20
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Light Tobacco

3 mg/mL 124+1.0 377+3.0 55+1.9 <DL Berries 1.49E+03
Light Tobacco 40 mg/mL 233 +30.3 + 1.7E+03 12.6+0.8 <DL
18 mg/mL 160 £ 20.1 364 +74.3 28.4+10.9 <DL
Free-base + Kanthal A-1 coil Nicotine salts + Kanthal A-1 coil
E-liquid Cr (no/kg) Ni (no/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg) E-liquid Cr (no/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ng/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 152 +£14.8 <DL 15.2+0.3 <DL 3 mg/mL 106 £5.1 125+7.6 <DL <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 143 £15.0 <DL 7.7+6.9 31.6 £0.7 40 mg/mL 254 +9.7 517 +6.3 <DL <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL 142 +£16.5 <DL 47+15 <DL 40 mg/mL 500 + 46.2 23.3+20.7 7.7+£4.6 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 144 +9.8 <DL 3.3+£00 <DL 10 mg/mL 165+ 21.6 56.7 9.4+7.3 <DL
Light Tobacco
3 mg/mL 124+ 6.0 75.4 58+28 <DL Berries
Light Tobacco 40 mg/mL 172 +4.4 114+7.3 38+x14 17.7+1.8
18 mg/mL 161 +3.1 <DL 146 £0.7 <DL
Free-base + Stainless steel 317L coil Nicotine salts + Stainless steel 317L coil
E-liquid Cr (pa/kg) Ni (po/kg) Pb (ug/kg) Cd (ng/kg) E-liquid Cr (po/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 161 +5.8 <DL 16.2+£0.8 <DL 3 mg/mL 112 +45 57.3+£25.3 5.2 <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 136 £ 0.4 <DL <DL 24+4.1 40 mg/mL 119+£5.6 358+1.38 <DL <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL 133+£11.3 <DL 11.1+£135 <DL 40 mg/mL 314 £ 235 7.8+1.8 <DL <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 158+ 3.1 <DL 43+1.8 <DL 10 mg/mL 153+54 <DL 7.1+7.6 <DL
Light Tobacco
3 mg/mL 136 £2.9 <DL <DL <DL Berries
Light Tobacco 40 mg/mL 186 +18.4 75+1.3 8.2+3.3 129+29
18 mg/mL 172 £ 20.2 <DL 29+ 7.7 <DL

&/alues in italics indicate that during duplicate measurements, only one value was measured by ICP-MS while the other was below DL.
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Table S.4 Released metal concentrations (mean * standard deviation, n=2) by each coil (after deducting metal levels from procedure blanks).

Free-base + Nichrome 80 coil

Nicotine salts + Nichrome 80 coil

E-liquid Cr (pa/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg) E-liquid Cr (pa/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg)
Melon 33.2+5.1 325+6.6 42.8+4.7 <DL Nude Salt <DL 16.3+£12.0 7.12 <DL
0 mg/mL 3 mg/mL
Nude Base 112+24 9.4+64 4.3 <DL Nude Salt 119+5.0 514+ 1.7 1.7+0.1 <DL
3 mg/mL 40 mg/mL
Nude Base <DL <DL <DL <DL Hit Nicotine 43.1 459+119 46.1 +16.3 <DL
18 mg/mL 40 mg/mL
Papaya 25.7 31.1+24.6 <DL <DL Berries 60.9 £ 35.1 217 +29.3 59 <DL
3 mg/mL 10 mg/mL
Light Tobacco <DL 49.7+84 <DL <DL Berries 163 +30.1 589 + 64.3 <DL <DL
3 mg/mL 40 mg/mL
Light Tobacco 37.9+5.2 849+314 45+24 <DL Tobacco <DL 16.6 £ 0.4 <DL <DL
18 mg/mL 5%
Free-base + Juul coi Nicotine salts + Juul coil
E-liquid Cr (no/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg) E-liquid Cr (ug/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 25.6 £16.9 19.9+95 16.0+£6.7 <DL 3 mg/mL 6.1+£0.9 41.8+29.1 16.2 £22.0 <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 9.8+£75 10.8+2.1 149+7.9 <DL 40 mg/mL 305+54 29.7 4.5 <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL <DL <DL 10.1 <DL 40 mg/mL 287 £87.0 17.7+3.3 21.3+£0.6 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL <DL 61.4 £14.0 <DL <DL 10 mg/mL 69.4 £29.1 241 +45.1 <DL <DL
Light Tobacco Berries
3 mg/mL 19.0+4.38 157 +5.4 <DL <DL 40 mg/mL 85.8+2.7 331+ 34.7 28.1 <DL
Light Tobacco Tobacco
18 mg/mL 64.3+7.8 101+0.7 42+22 <DL 5% <DL 40.6 + 3.6 4.5 <DL
Free-base + Aspire BVC coil Nicotine salts + Aspire BVC coil
E-liquid Cr (po/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ng/kg) E-liquid Cr (pa/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ng/kg)
Melon 1.23E+04 + Nude Salt
0 mg/mL 53.0 £20.2 2.8E+02 7.4+£04 <DL 3 mg/mL <DL 288 + 19.0 16.9 <DL
Nude Base Nude Salt 1.59E+03 £
3 mg/mL 18.3+16.3 19.6+£0.2 3.8 <DL 40 mg/mL 24.1+3.2 7.0E+00 18.5 <DL
Nude Base Hit Nicotine 3.39E+03
18 mg/mL <DL 18.0 <DL <DL 40 mg/mL 480 + 116 4.1E+01 21.1+2.2 <DL
Papaya Berries 2.17E+03 =
3 mg/mL 49.4+£12.6 453+ 184 <DL <DL 10 mg/mL 825+ 36.1 3.4E+02 4.3 <DL
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Light Tobacco

3 mg/mL <DL 407 +3.0 <DL <DL Berries 1.46E+03 £
Light Tobacco 40 mg/mL 545+ 30.3 1.7E+03 <DL <DL
18 mg/mL 31.3 395 +74.3 13.5+10.9 <DL
Free-base + Kanthal A-1 coil Nicotine salts + Kanthal A-1 coil
E-liquid Cr (no/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg) E-liquid Cr (ng/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (ug/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 17.3+14.8 11.0+2.38 2.3+0.3 <DL 3 mg/mL <DL <DL <DL <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 17.5+£15.0 16.4 £ 0.6 12.0 <DL 40 mg/mL 138 +9.7 478 + 6.3 79+28 <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL <DL <DL <DL <DL 40 mg/mL 126 +46.2 23.8+20.7 26.4 +4.6 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 13.1+£9.38 <DL 0.7£0.0 <DL 10 mg/mL 27.3+21.6 53.3 8.6 <DL
Light Tobacco
3 mg/mL <DL 66.6 + 56.8 <DL <DL Berries
Light Tobacco 40 mg/mL <DL <DL <DL <DL
18 mg/mL 252+3.1 56+22 <DL <DL
Free-base + Stainless steel 317L coil Nicotine salts + Stainless steel 317L coil
E-liquid Cr (pa/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg) E-liquid Cr (pa/kg) Ni (ug/kg) Pb (ug/kg) Cd (pg/kg)
Melon Nude Salt
0 mg/mL 18.5+£5.8 <DL 25+£0.8 <DL 3 mg/mL 55+£20 36.1 +25.3 11.6£12.7 <DL
Nude Base Nude Salt
3 mg/mL 189+04 <DL <DL <DL 40 mg/mL <DL <DL 29+17 <DL
Nude Base Hit Nicotine
18 mg/mL <DL <DL 8.0 <DL 40 mg/mL <DL 84+1.8 8.7 <DL
Papaya Berries
3 mg/mL 245+3.1 12.1 16+18 <DL 10 mg/mL 24.7+5.4 <DL 6.9 <DL
Light Tobacco
3 mg/mL <DL <DL <DL <DL Berries
Light Tobacco 40 mg/mL 27.1+18.4 <DL <DL <DL
18 mg/mL 23.0£20.2 9.7+1.1 135+£7.7 <DL

aValues in italics indicate that during duplicate measurements, only one value was measured by ICP-MS while the other was below DL
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Table S.5 Inhalation limit values (ILVs) (mg/m?3)

Metal MRL? PELb REL® TLVe
Ni 2E-04 (Int)°
9E-05 (Chr)’ 1 1.5E-02 15
Cd 1E-05 (Chr) N/A N/A 2E-03
Cr (1) 1E-04 (Int) 5E-01 5E-01 3E-03
Pb N/A 5E-02 5E-02 5E-02

AMRL: Minimal risk levels according to Agency for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR.

PPEL: Permissible exposure limits according to Occupational Safety and Health Administration, OSHA.

°REL: Recommended exposure limits according to National Institute for Occupational Safety and Health, NIOSH.
9TLV: Threshold limit values according to the American Conference of Governmental Industrial Hygienists, ACGIH.

¢Int = Intermediate-duration exposure (15-364 days).
Chr = Chronic-duration inhalation exposure (> 1 year).
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Table S.6 @ Cwm e-liquid Values (mean + standard deviation, n= 2) in e-liquids from dispenser bottles.

Free-base
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Papaya
3 mg/mL 1.7E-04 + 1.3E-05 N/AP N/A N/A
Papaya
18 mg/mL 1.9E-04 + 2.4E-05 N/A N/A N/A
Nude Base
3 mg/mL 2.3E-04 + 9.5E-06 1.3E-05 + 1.1E- 4.1E-06 + 3.3E-07 N/A
05
Nude Base
18 mg/mL 2.3E-04 + 9.2E-06 N/A 4.5E-06 + 1.3E-06 N/A
Light Tobacco
3 mg/mL 2.0E-04 + 3.4E-09 2.4E-05 + 7.1E- 6.2E-06 + 6.4E-07 N/A
06
Light Tobacco
18 mg/mL 1.7E-04 + 3.1E-05 N/A 1.8E-05 + 1.7E-06 N/A
Strawberry
6 mg/L 2.3E-04 + 7.1E-05 N/A N/A N/A
Melon
0 mg/mL 1.7E-04 + 1.3E-05 N/A 1.5E-05 + 2.8E-07 N/A
Nicotine salts
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Berries
10 mg/mL 1.9E-04 + 3.0E-07 N/A 4.5E-06 + 2.2E-08 1.8E-05 + 4.7E-07
Berries
40 mg/mL 1.7E-04 + 2.6E-06 N/A N/A 2.7E-05 + 4.3E-07
Nude Salt
3 mg/mL 1.5E-04 + 1.4E-05 8.2E-05 + 2.7E- N/A N/A
06
Nude Salt
40 mg/mL 1.2E-04 + 4.4E-06 2.8E-05 + 5.2E- N/A N/A
06
Hit Nicotine
40 mg/mL 4.4E-04 + 1.8E-05 N/A N/A N/A
Tobacco
5% 2.1E-04 + 5.7E-06 8.9E-05 + 2.2E- 5.5E-06 + 5.2E-07 N/A
05
Peach
9 mg/mL 1.5E-04 + 1.2E-05 N/A N/A N/A
Blond Tobacco
10 mg/mL 8.9E-05 + 1.0E-05 N/A N/A N/A
Blond Tobacco
40 mg/mL 1.5E-04 + 2.4E-05 N/A N/A N/A

®Table S.6 presents data from Table S.2 expressed in mg/mL using Eq. (2) to be compared with SC values (Table 2).

b N/A = Not applicable. N/A was used for values that were < DL (in mg/mL).




Table S.72 Cwme-liquid Values (mean + standard deviation, n= 2) in e-liquids after contact with coils.
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Free-base + Nichrome 80 coil

Nicotine salts + Nichrome 80 coil

E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb(mg/mL) | Cd (mg/mL) E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Melon 2.0E-04 + 1.1E-05 6.6E-05 Nude Salt 1.3E-04 = 4.3E-05
0 mg/mL 6.0E-06 7.7E-06 5.5E-06 N/A 3 mg/mL 3.3E-06 1.4E-05 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 £ 2.8E-05 Nude Salt 2.7E-04 + 6.4E-04 +
3 mg/mL 2.8E-06 N/A N/A 7.2E-06 40 mg/mL 5.7E-06 2.0E-06 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 £ 5.6E-06 = Hit Nicotine 4.3E-04 + 5.1E-05 = 3.1E-05 =
18 mg/mL 2.5E-06 N/A 4.7E-07 N/A 40 mg/mL 5.0E-05 1.3E-05 1.8E-05 N/A
Papaya 1.9E-04 + Berries 2.4E-04 2.6E-04 8.1E-06
3 mg/mL 2.4E-05 N/A N/A N/A 10 mg/mL 4.1E-05 3.4E-05 8.5E-06 N/A
Light Tobacco 1.6E-04 = 2.3E-05 3.2E-06 + Berries 3.7E-04 7.1E-04 = 9.8E-06 2.0E-05
3 mg/mL 4.0E-06 9.7E-06 2.0E-06 N/A 40 mg/mL 3.5E-05 7.4E-05P 6.6E-06 2.3E-06
Light Tobacco 2.1E-04 = 6.0E-05 2.3E-05 Tobacco 1.8E-04 £ 1.5E-04 £ 8.3E-06 +
18 mg/mL 5.9E-06 3.6E-05 2.7E-06 N/A 5% 2.7E-05 5.2E-07 3.4E-06 N/A
Free-base + Juul coil Nicotine salts + Juul coil
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) | Pb (mg/mL) | Cd (mg/mL) E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Melon 2.0E-04 = 3.5E-05 = Nude Salt 1.4E-04 £ 7.4E-05 =
0 mg/mL 2.0E-05 N/A 7.9E-06 N/A 3 mg/mL 1.0E-06 3.3E-05 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 = 1.8E-05 Nude Salt 1.7E-04 = 6.4E-05 +
3 mg/mL 8.5E-06 N/A 9.0E-06 N/A 40 mg/mL 6.2E-06 2.1E-05 N/A N/A
Nude Base 1.6E-04 £ 1.9E-05 + Hit Nicotine 7.5E-04 + 1.9E-05 + 2.5E-06 =
18 mg/mL 7.0E-06 N/A 1.1E-05 N/A 40 mg/mL 9.8E-05 3.7E-06 7.3E-07 N/A
Papaya 1.8E-04 = 3.2E-05+ Berries 2.4E-04 + 2.9E-04 + 6.2E-06 8.5E-06
3 mg/mL 9.3E-06 1.6E-05 N/A N/A 10 mg/mL 3.4E-05 5.3E-05 2.1E-06 9.4E-07
Light Tobacco 1.9E-04 £ 1.5E-04 £ 5.1E-06 = Berries 2.7E-04 + 4.1E-04 + 3.4E-05 + 2.5E-05 +
3 mg/mL 5.5E-06 6.2E-06 7.0E-06 N/A 40 mg/mL 3.2E-06 4.0E-05 3.5E-05 3.2E-06
Light Tobacco 2.3E-04 8.1E-05 2.1E-05 % Tobacco 2.6E-04 + 1.8E-04 = 1.3E-05 =
18 mg/mL 8.9E-06 7.9E-07 2.5E-06 N/A 5% 4.0E-05 4.2E-06 4.4E-06 N/A
Free-base + Aspire BVC coil Nicotine salts + Aspire BVC coil
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) | Pb (mg/mL) | Cd (mg/mL) E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Melon 2.1E-04 + 1.4E-02 + 2.3E-05 Nude Salt 1.3E-04 = 3.6E-04 +
0 mg/mL 2.4E-05 3.3E-04 4.7E-07 N/A 3 mg/mL 3.7E-06 2.2E-05 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 £ 3.6E-06 = 3.0E-05 + Nude Salt 1.7E-04 £ 19E-03
3 mg/mL 1.9E-05 N/A 1.9E-06 5.9E-07 40 mg/mL 3.6E-06 8.1E-06 N/A N/A
Nude Base 1.6E-04 + 7.2E-06 + Hit Nicotine 9.7E-04 = 3.8E-03 = 2.2E-06 +
18 mg/mL 2.1E-06 N/A 6.8E-06 N/A 40 mg/mL 1.3E-04 4.6E-05 2.5E-06 N/A
Papaya 2.1E-04 4.9E-04 5.4E-07 = Berries 2.8E-04 2.6E-03 + 1.2E-05 1.1E-05
3 mg/mL 1.4E-05 2.1E-05 3.4E-07 N/A 10 mg/mL 4.2E-05 4.0E-04 1.7E-06 2.3E-06
Light Tobacco 1.4E-04 + 4.3E-04 + 6.4E-06 +
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3 mg/mL 1.1E-06 3.4E-06 2.1E-06 N/A Berries 2.7E-04 = 1.7E-03 £ 1.5E-05 £
Light Tobacco 1.8E-04 £ 4.2E-04 + 3.2E-05 = 40 mg/mL 3.5E-05 1.9E-03 8.9E-07 N/A
18 mg/mL 2.3E-05 8.5E-05 1.2E-05 N/A
Free-base + Kanthal A-1 coil Nicotine salts + Kanthal A-1 coil
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) | Pb (mg/mL) | Cd (mg/mL) E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Melon 1.8E-04 £ 1.8E-05 % Nude Salt 1.2E-04 £ 1.4E-05 %
0 mg/mL 1.7E-05 N/A 3.7E-07 N/A 3 mg/mL 5.8E-06 8.7E-06 N/A N/A
Nude Base 1.6E-04 £ 8.8E-06 + 3.6E-05 + Nude Salt 2.9E-04 + 6.0E-04 +
3 mg/mL 1.7E-05 N/A 7.9E-06 7.8E-07 40 mg/mL 1.1E-05 7.2E-06 N/A N/A
Nude Base 1.6E-04 £ 5.4E-06 + Hit Nicotine 5.6E-04 2.6E-05 8.7E-06
18 mg/mL 1.9E-05 N/A 1.7E-06 N/A 40 mg/mL 5.2E-05 2.3E-05 5.2E-06 N/A
Papaya 1.6E-04 £+ 3.8E-06 + Berries 1.9E-04 £ 1.1E-05 +
3 mg/mL 1.1E-05 N/A 4.9E-08 N/A 10 mg/mL 2.5E-05 N/A 8.5E-06 N/A
Light Tobacco 1.4E-04 £ 6.7E-06
3 mg/mL 6.9E-06 N/A 3.2E-06 N/A Berries 2.0E-04 + 1.3E-05 % 4.4E-06 + 2.0E-05 +
Light Tobacco 1.8E-04 1.7E-05 40 mg/mL 5.1E-06 8.5E-06 1.6E-06 2.0E-06
18 mg/mL 3.6E-06 N/A 8.2E-07 N/A
Free-base + Stainless steel 317L coil Nicotine salts + Stainless steel 317L coil
E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) | Pb (mg/mL) | Cd (mg/mL) E-liquid Cr (mg/mL) Ni (mg/mL) Pb (mg/mL) Cd (mg/mL)
Melon 1.9E-04 £ 1.9E-05 + Nude Salt 1.3E-04 £ 6.6E-05 +
0 mg/mL 6.8E-06 N/A 9.1E-07 N/A 3 mg/mL 5.2E-06 2.9E-05 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 £ 2.7E-05 Nude Salt 1.4E-04 £ 4.1E-05 +
3 mg/mL 4.2E-07 N/A N/A 4.7E-06 40 mg/mL 6.5E-06 2.0E-06 N/A N/A
Nude Base 1.5E-04 £ 1.3E-05+ Hit Nicotine 3.5E-04 = 8.8E-06 £
18 mg/mL 1.3E-05 N/A 1.6E-05 N/A 40 mg/mL 2.7E-05 2.1E-06 N/A N/A
Papaya 1.8E-04 + 4.9E-06 Berries 1.8E-04 + 8.3E-06
3 mg/mL 3.6E-06 N/A 2.0E-06 N/A 10 mg/mL 6.4E-06 N/A 8.9E-06 N/A
Light Tobacco 1.6E-04 £
3 mg/mL 3.3E-06 N/A N/A N/A Berries 2.2E-04 + 8.7E-06 = 9.4E-06 + 1.5E-05 £
Light Tobacco 2.0E-04 3.3E-05 + 40 mg/mL 2.1E-05 1.5E-06 3.8E-06 3.3E-06
18 mg/mL 2.3E-05 N/A 8.8E-06 N/A

aTable S.7 presents data from Table S.3 converted in mg/mL using Eqg. (2) to be compared with SC values (Table 2).
b\zalues in bold exceed the SC values calculated using MRLs.




Table S.82 Theoretical daily doses of metal in EC aerosol (TDD aeroso) (Mmean + standard deviation, n=2)
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Free-base + Nichrome 80 coil

Nicotine salts + Nichrome 80 coil

E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day) E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day)
Melon 9.9E-05 + 1.1E-05 + 8.7E-05 £ Nude Salt 6.4E-05 + 4.3E-05
0 mg/mL 3.0E-06 7.7E-06 7.4E-06 3 mg/mL 1.6E-06 1.4E-05 N/A
Nude Base 7.6E-05 Nude Salt 1.4E-04 + 6.4E-04 +
3 mg/mL 1.4E-06 N/A N/A 40 mg/mL 2.9E-06 2.0E-06 N/A
Nude Base 7.7E-05 £ 7.5E-06 £ Hit Nicotine 2.2E-04 £ 5.1E-05 4.1E-05
18 mg/mL 1.2E-06 N/A 6.2E-07 40 mg/mL 2.5E-05 1.3E-05 2.5E-05
Papaya 9.7E-05 £ Berries 10 mg/mL 1.2E-04 + 2.6E-04 + 1.1E-05
3 mg/mL 1.2E-05 N/A N/A 2.1E-05 3.4E-05 1.1E-05
Light Tobacco 3 mg/mL 7.9E-05 2.3E-05 £ 4.2E-06 £ Berries 40 mg/mL 1.9E-04 7.1E-04 + 1.3E-05
2.0E-06 9.7E-06 2.7E-06 1.7E-05 7.4E-05 8.7E-06
Light Tobacco 1.1E-04 + 6.0E-05 3.0E-05 £ Tobacco 8.8E-05 1.5E-04 + 1.1E-05+
18 mg/mL 2.9E-06 3.6E-05 3.6E-06 5% 1.4E-05 5.2E-07 4.6E-06
Free-base + Juul coil Nicotine salts + Juul coil
E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day) E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day)
Melon 9.9E-05 £ 4.6E-05 + Nude Salt 6.9E-05 + 7.4E-05 +
0 mg/mL 9.9E-06 N/A 1.1E-05 3 mg/mL 5.0E-07 3.3E-05 N/A
Nude Base 7.6E-05 £ 2.4E-05 £ Nude Salt 8.3E-05 £ 6.4E-05 +
3 mg/mL 4.3E-06 N/A 1.2E-05 40 mg/mL 3.1E-06 2.1E-05 N/A
Nude Base 8.0E-05 £ 2.5E-05 + Hit Nicotine 3.8E-04 1.9E-05 + 3.3E-06 +
18 mg/mL 3.5E-06 N/A 1.4E-05 40 mg/mL 4.9E-05 3.7E-06 9.7E-07
Papaya 9.2E-05 % 3.2E-05 % Berries 10 mg/mL 1.2E-04 = 2.9E-04 = 8.3E-06
3 mg/mL 4.6E-06 1.6E-05 N/A 1.7E-05 5.3E-05 2.7E-06
Light Tobacco 3 mg/mL 9.6E-05 + 14E-04 6.8E-06 £ Berries 40 mg/mL 1.3E-04 4.1E-04 £ 4.5E-05 £
2.7E-06 6.2E-06 9.3E-06 1.6E-06 4.0E-05 4.6E-05
Light Tobacco 1.2E-04 + 8.1E-05 2.8E-05 £ Tobacco 1.3E-04 + 1.8E-04 + 1.7E-05
18 mg/mL 4.4E-06 7.9E-07 3.3E-06 5% 2.0E-05 4.2E-06 5.8E-06
Free-base + Aspire BVC coil Nicotine salts + Aspire BVC coil
E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day) E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day)
Melon 1.1E-04 + 1.4E-02 + 3.1E-05 + Nude Salt 6.6E-05 + 3.6E-04 +
0 mg/mL 1.2E-05 3.3E-04° 6.3E-07 3 mg/mL 1.8E-06 2.2E-05 N/A
Nude Base 7.6E-05 £ 4.8E-06 + Nude Salt 8.4E-05 1.9E-03 =
3 mg/mL 9.3E-06 N/A 2.5E-06 40 mg/mL 1.8E-06 8.1E-06 N/A
Nude Base 8.1E-05 9.6E-06 £ Hit Nicotine 4.9E-04 + 3.8E-03 £ 2.9E-06 +
18 mg/mL 1.1E-06 N/A 9.1E-06 40 mg/mL 6.5E-05 4.6E-05 3.3E-06
Papaya 1.1E-04 + 4.9E-04 + 7.1E-07 £ Berries 10 mg/mL 1.4E-04 + 2.6E-03 + 1.5E-05
3 mg/mL 7.2E-06 2.1E-05 4.6E-07 2.1E-05 4.0E-04 2.3E-06
Light Tobacco 3 mg/mL 7.1E-05 % 4.3E-04 = 8.5E-06 £
5.6E-07 3.4E-06 2.9E-06 Berries 40 mg/mL 1.3E-04 + 1.7E-03 £ 1.9E-05 +
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Light Tobacco 9.1E-05 £ 4.2E-04 = 4.3E-05 1.7E-05 1.9E-03 1.2E-06
18 mg/mL 1.1E-05 8.5E-05 1.7E-05
Free-base + Kanthal A-1 coil Nicotine salts + Kanthal A-1 coil
E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day) E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day)
Melon 9.0E-05 2.4E-05 £ Nude Salt 6.1E-05 + 1.4E-05
0 mg/mL 8.7E-06 N/A 5.0E-07 3 mg/mL 2.9E-06 8.7E-06 N/A
Nude Base 8.2E-05 1.2E-05+ Nude Salt 1.5E-04 + 6.0E-04 +
3 mg/mL 8.6E-06 N/A 1.0E-05 40 mg/mL 5.6E-06 7.2E-06 N/A
Nude Base 8.2E-05 7.2E-06 £ Hit Nicotine 2.8E-04 + 2.6E-05 + 1.2E-05+
18 mg/mL 9.5E-06 N/A 2.3E-06 40 mg/mL 2.6E-05 2.3E-05 7.0E-06
Papaya 8.2E-05 £ 5.0E-06 £ Berries 10 mg/mL 9.7E-05 1.5E-05
3 mg/mL 5.6E-06 N/A 6.6E-08 1.3E-05 N/A 1.1E-05
Light Tobacco 3 mg/mL 7.1E-05 £ 8.9E-06
3.4E-06 N/A 4.2E-06 Berries 40 mg/mL 9.9E-05 + 1.3E-05+ 5.9E-06 +
Light Tobacco 9.2E-05 2.2E-05 £ 2.5E-06 8.4E-06 2.1E-06
18 mg/mL 1.8E-06 N/A 1.1E-06
Free-base + Stainless steel 317L coil Nicotine salts + Stainless steel 317L coil
E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day) E-liquid Cr (mg/day) Ni (mg/day) Pb (mg/day)
Melon 9.5E-05 2.5E-05 £ Nude Salt 6.4E-05 + 6.6E-05 +
0 mg/mL 3.4E-06 N/A 1.2E-06 3 mg/mL 2.6E-06 2.9E-05 N/A
Nude Base 3 mg/mL 7.7E-05 £ Nude Salt 6.8E-05 + 4.1E-05
2.1E-07 N/A N/A 40 mg/mL 3.2E-06 2.0E-06 N/A
Nude Base 7.7E-05 £ 1.7E-05 + Hit Nicotine 1.8E-04 + 8.8E-06 +
18 mg/mL 6.5E-06 N/A 2.1E-05 40 mg/mL 1.3E-05 2.1E-06 N/A
Papaya 9.0E-05 £ 6.5E-06 £ Berries 9.0E-05 + 1.1E-05
3 mg/mL 1.8E-06 N/A 2.7E-06 10 mg/mL 3.2E-06 N/A 1.2E-05
Light Tobacco 7.8E-05 £
3 mg/mL 1.6E-06 N/A N/A Berries 1.1E-04 8.6E-06 1.3E-05
Light Tobacco 9.8E-05 £ 4.4E-05 40 mg/mL 1.1E-05 1.5E-06 5.1E-06
18 mg/mL 1.2E-05 N/A 1.2E-05

aTable S.8 presents values from Table S.3 converted to mg/day using Eq. (4) to allow comparison with EDD,.v (Table 3). Data shown in Table S.8 represents the metal

mass in the EC vapor to which the vaper may be exposed daily when npusiday = 500.
b\alues in bold exceed the EDD,.v calculated using MRLs.
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Figure S.1-A. Leached metal concentrations (ug/kg) from Nichrome 80 coil after contact with
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contact with nicotine salt e-liquids.
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