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SPME : Microextraction en phase solide
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uv: Ultra-violet (Ultraviolet)

VietVy:
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis leur utilisation a grande échelle durant la premiere guerre mondiale, I'exposition des
populations civiles ou militaires a des agents chimiques de guerre, qu’elle soit intentionnelle ou accidentelle,
demeure une préoccupation majeure pour la communauté internationale. C’'est la raison pour laquelle un
traité international de désarmement connu sous le nom de Convention sur l'Interdiction des Armes
Chimiques (CIAC) a été signé a Paris en Septembre 1993 et est entré en vigueur en Avril 1997 pour interdire
le développement, la production, le stockage et I'utilisation des armes chimiques. Afin de veiller a
I'application effective de ses dispositions, I'Organisation pour I'Interdiction des Armes Chimiques (OIAC) a
été créé et a permis la destruction de 99 % des stocks d'armes chimiques déclarés par les Etats détenteurs.
Il existe cependant des réserves non déclarées dans certains pays et leur facilité de synthése a partir de
produits disponibles commercialement augmente la probabilité de leur utilisation comme arme de
destruction massive. Parmi toutes les classes d’agents chimiques de guerre, les agents neurotoxiques
organophosphorés (OPNA) sont les plus toxiques. Par ailleurs, leur utilisation a été récemment rapportée
comme lors de |'utilisation du gaz sarin en 2013 puis en 2017 en Syrie ou le Novichok en 2018 et 2020 dans
des tentatives d’assassinat. Ainsi, ils constituent la cible prioritaire du systéme d’inspection administré par
I’OIAC. Cependant, la majorité de ces agents se dégradent rapidement dans un environnement aqueux pour
donner naissance a des produits d’hydrolyse, les acides alkyl méthylphohoniques (AMPA) plus stable que
leurs molécules parentes. Ainsi, la preuve d’attaques chimiques par les OPNA peut étre également apportée
par la mise en évidence de ces produits de dégradation dans des échantillons environnementaux et/ou

biologiques.

Par ailleurs, I'utilisation des OPNA implique souvent leur large dispersion dans I’environnement afin
de causer le plus de dégats possibles. Aussi, suite a de tels attaques chimiques, des centaines d’échantillons
environnementaux et/ou biologiques peuvent étre collectées afin d’étre analysées. Au vu de l'urgence de
telles situations, il est indispensable que ce grand nombre d’échantillons soient traités le plus rapidement

possible grace a des techniques de traitements de I'échantillon permettant le traitement a haut débit.

Parallelement, il apparait aujourd’hui important de prendre en compte la demande sociétale
grandissante visant au développement de stratégies alternatives pour développer des méthodes de
traitement de I'échantillon plus « vertes » par la diminution notamment de l'utilisation de solvants

organiques nocifs pour la santé humaine et I’environnement.

L'objectif principal de cette thése a donc été le développement d'une méthode de traitement
d’échantillons efficace pour la détermination des produits de dégradation des OPNA dans des échantillons

aqueux, d’origine environnementale ou biologique, regroupant I’'ensemble des avantages suivants : facile a
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mettre en ceuvre, fiable, robuste, sensible et permettant le traitement d’échantillons a haut débit tout en

respectant les principes de la chimie analytique verte.

Une étude biobibliographique a donc été réalisée pour mieux cerner la problématique de la thése.
Le premier chapitre est dédié a la présentation des agents toxiques de guerre et plus particulierement a leurs
produits de dégradation, les AMPA. Ensuite, un deuxieme chapitre bibliographique a été consacré a la
présentation des méthodes d’analyses et de traitement de I’échantillons applicables aux composés cibles
présents dans des matrices aqueuses. Cela a conduit au choix de la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse (LC-MS) pour I'analyse des analytes d’intérét. Parmi les méthodes de traitement
de I'échantillon décrites dans la littérature, la microextraction assistée par fibre creuse (HF-LPME) semble
étre la plus intéressante. Cependant, elle reste inadaptée au traitement d’échantillons a haut débit. C'est la
raison pour laquelle une autre variante a la HF-LPME, qui permet le traitement de 96 échantillons en
parallele, et nommée I'extraction liquide assistée par membrane parallele artificielle (PALME) a été retenue
pour I'extraction des AMPA. Cette méthode est basée sur le méme principe de fonctionnement que la HF-
LPME avec pour avantage, comme son nom l'indique, de pouvoir traiter un grand nombre d’échantillons en
paralléle. Néanmoins, cette parallélisation implique un changement de géométrie du systéme qui n’est pas

sans conséquences sur les performances attendues en termes de rendements et de durée d’extraction.

Ainsi, un premier chapitre expérimental décrit I'optimisation des différents paramétres influencant
I’efficacité de I'extraction des AMPA en milieu pur. Suite a cette optimisation, la PALME a été appliquée en
premier lieu a I'extraction des AMPA a partir de matrices environnementales tel que les eaux usées simulées,
une eau de riviere ou un extrait aqueux de sols. Ce chapitre se termine par une étude comparative entre la

PALME et la HF-LPME des AMPA.

Un second chapitre porte sur I'amélioration de « I'aspect vert » de la méthode PALME par |'étude de
solvants émergents tel que les liquides ioniques (IL) et les solvants eutectiques profonds (DES) en
remplacement du solvant organique classique « octanol » utilisé précédemment. Cette nouvelle méthode a
alors été appliquée sur des échantillons d’urines dopés avec les AMPA ciblées pour évaluer son potentiel

pour une application toxicologique permettant d’établir une contamination ou une intoxication par les OPNA.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, 'Homme a cherché a concevoir et développer des armes pour se défendre.
Pour se faire, il a fait appel a toutes les ressources qui existaient dans son environnement y compris des
produits chimiques. En effet, I'utilisation d’arme chimique est apparue sous sa forme la plus primitive dans
la chasse par I'utilisation d'armes empoisonnées (fleches, lances), I'empoisonnement de I'eau (points d'eau,
péche) ou la fumigation d'animaux avec des produits de combustion toxiques [1] (Figure 1). Les chinois sont
considérés comme étant les premiers a utiliser des armes chimiques a proprement parlé en ayant recours a
des fumées d’arsenic il y a prés de 3000 ans. Les fumées et les flammes toxiques ont continué d’étre utilisées
durant pres de 2000 ans dans différentes guerres en Eurasie. Néanmoins, les agents chimiques de guerre a
proprement parlé ont principalement été développés pendant la fin du XIX®™ et le début du XX®™ siécle
grace au progres effectués dans le domaine de la chimie de synthése. Leur utilisation massive n’est donc
apparue que lors de la premiere guerre mondiale et leur développement technique s’est poursuivi pendant

la deuxiéme guerre mondiale puis pendant la guerre froide [2].

Fumées d e chinoi Fumées et flammes Poudre de sulfure d'arsenic
ymees carsenic chinots nocives en Europos-Doura | | Léonard de Vinci 1500 ap. J.-C.
1000av. J. -C. 6 v )

Guerre de trente ans

Fumées et flammes nocives 1618-1648 ap. ) -C.

en guerre du Péloponnése
(430-420) av. J. -C.

T 1 1 ——tt
1000 800 " "800 1000 1200 1400 1600 1800
Attaques par Obus chimiques, Atta.qu.es par agents Attentat.par agents
chlorosulfate de grenades chimiques contre neu.ro‘.comques, Aum
dianisidine par les lacrymogenes et gaz les Kurdes en Iraq Shinrikyo 1985, 87
allemands en 27 moutarde Jors de y
octobre 1914 I'invasion japonaise | /
de la Chine, 1937 4
I\L LT LB | | >
=7 Iy T
1900 1920 1940 1960 19 2000
Attaques au chlore
par les troupes
allemandes et ses Attaques au chlore
alliées 1%re G.M en Irak (2007)
Moutarde en guerre Moutarde et agents || Moutarde et agents
italo-éthiopienne neurotoxiques en neurotoxiques en
Utilisation du gaz (1935) guerre du Yémen guerre du Yémen
moutarde par les 1963-67 1963-67

troupes allemandes
(12 juillet 1917)

Figure 1 : Chronologie des accidents sérieux liés a I'utilisation de substances toxiques comme agents chimiques de
guerre. Adapté de [2].
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Le monde entier a progressivement pris conscience de I'ampleur de la terreur causée par ces armes
de destruction massive conduisant la communauté internationale a ceuvrer pour mettre fin a I'utilisation de
ce type d’armes par la signature du protocole de Genéve en 1925. Ce n’est que suite a la signature a Paris de
la Convention sur I'interdiction de la mise au point, de la fabrication, du stockage et de I'emploi des armes
chimiques et sur leur destruction (encore appelée Convention sur l'interdiction des armes chimiques,
abréviation : CIAC) en 1993 que le stockage a été banni. L’entrée en vigueur effective de la CIAC a eu lieu en
1997, et I'Organisation d’Interdiction des Armes Chimiques (OIAC) a également été mise en place pour veiller

a I'application effective de cette convention [3].

Depuis sa création, I'OIAC a réussi a accompagner le processus d’élimination de la quasi-totalité
(99%) des armes chimiques existantes qui devait prendre fin le 29 avril 2012. Néanmoins un temps
supplémentaire a été accordé puisque certains Etats-membres n’étaient pas dans la possibilité d’atteindre
cet objectif [4]. Ainsi, le risque d’une guerre chimique entre Etats est de plus en plus réduit.
Malheureusement, le risque de |'utilisation de ces produits chimiques toxiques a pris une autre forme
inquiétante via des actions terroristes. En effet, le recours a I'’empoisonnement par des substances toxiques
a toujours existé mais le développement technico-scientifique dans le domaine de la chimie et de la synthése
organique a conduit a I'apparition de nouveaux agents chimiques encore plus toxiques, méconnus par les

laboratoires de criminalistique et de médecine légale, et donc difficiles a identifier.

Plusieurs auteurs croient a la combinaison du terrorisme et des armes de destruction massive qui
résulte en une nouvelle forme de terrorisme appelée ultra-terrorisme [1], d’autant que la documentation et
les moyens de synthese de ce type de composés chimiques sont d’un accés facile pour le grand public [5, 6],

comme en témoignent les attaques dans le métro de Tokyo en 1995, ceuvre de la secte Aum Shinrikyo [7].

L’'empoisonnement de I'agent russe Sergei Skripal et de sa fille par I'agent neurotoxique NOVICHOK
le 4 mars 2018 est un exemple de I'utilisation de nouvelles substances toxiques comme « outil » de terreur
[8, 9]. Plusieurs études ont été menées pour lever le mystere sur ces molécules toxiques de conception russe,
en récoltant toutes les données existantes [10, 11, 12]. Leur structure générique a été donnée [13] ainsi que
les spectres de masse de ces nouvelles molécules pour enrichir la base de données des produits chimiques
faisant I'objet de contréle et de vérification par la CIAC, ’OCAD (Organization for the Prohibition of Chemical

Weapons Central Analytical Database) [14].

La lutte contre cette forme de criminalité ne peut se faire que par le développement des techniques
d’investigations utilisées par les enquéteurs dans le cadre des sciences criminalistiques qui visent I'étude des
scenes de crime en exploitant les traces existantes en respect au principe d’échange de Locard [15].
Actuellement, le laboratoire de I'OIAC ne s’intéresse qu’a I'analyse des composés chimiques ayant trait a la

convention, sans pour autant donner de I'importance a d’autres types d’indices qui peuvent résoudre ces
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affaires. Raison pour laquelle une nouvelle approche d’investigation plus généraliste a été adoptée. Cette
derniere nécessite plus de moyens. Ainsi elle a constituée I'une des motivations principales qui a fait que le
laboratoire de I'OIAC sera abandonné au profit d’un nouveau centre «ChemTech Centre», plus grand en

terme de surface et beaucoup mieux équipé pour répondre aux exigences et défis actuels [16].

De nombreuses études ont portées sur les risques et les impacts sur la santé et I'environnement des
agents chimiques toxiques de guerre [17, 18, 19, 20, 21]. Parmi les probléemes environnementaux réels
existants en lien avec les agents chimiques toxiques de guerre, I'abandon et le déversement des armes
chimiques dans la mer Baltique et a I'est de I'lle de Bornholm suite au désarmement de I'Allemagne aprés la
seconde guerre mondiale continuent de questionner les scientifiques. En effet, environ 50000 tonnes
d’armes chimiques (armes, munitions, équipements associés vides ou chargés) et environ 15000 tonnes
d’agents chimiques ont été déversées dans ces zones [22]. La problématique de la contamination de la mer,
des organismes marins et méme de I’'homme suite a la consommation du poisson péché dans la région a été
traitée [23, 24, 25, 26, 27]. C’est dans ce cadre que plusieurs projets de recherche ont été lancés comme le
projet «CHEMSEA» (Chemical Munitions Search & Assessment) financé par I'Union Européenne qui porte sur
I"amélioration des méthodes d’analyse et de détection de ces composés et sur I'évaluation de leur impact
possible sur I'environnement [28]. La méme problématique a été soulevée pour le déversement des résidus
de guerre et des munitions apres la deuxiéme guerre mondiale dans le sud de la mer adriatique dans la

méditerranée [29].

L’analyse chimique constitue une partie importante des activités menées dans le cadre de la CIAC
[30]. Pour permettre son application effective, une liste non-exhaustive des produits chimiques toxiques
doivent faire l'objet de mesures de vérification et de controle [31]. Au vu de la sensibilité de ses missions,
I’OIAC a toujours veillé a disposer d’un réseau de laboratoires compétents pour I'analyse des échantillons
dans le cadre de I'application des dispositions de la convention. Pour se faire, elle dispose d’un programme
de tests de d’aptitudes qui se base sur I'envoi d’échantillons dopés par des analytes d’intérét a des
concentrations de I'ordre du pug/ml aux laboratoires visant a intégrer ou a garder leurs places dans le réseau

[32, 33, 34].

De mai 1996 a avril 2018, 46 tests d'aptitude officiels de I'OIAC ont été conduits et ont permis la
désignation de 22 laboratoires dans le monde entier, dont 10 en Europe et 2 aux Etats Unis d’Amérique. La
France dispose d’un seul laboratoire désigné, a savoir le département de chimie analytique de la Direction

Générale de I’Armement (DGA). Par ailleurs, I’Afrique ne dispose d’aucun laboratoire désigné a ce jour [35].

Par ailleurs, les tests d’aptitudes de I'OIAC visent principalement des matrices environnementales

dopés a des concentrations relativement élevées de I'ordre de 1 ug/ml. Cependant, le besoin d’identifier les
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composés dans des matrices plus complexes a I’état de traces (quelques ng/ml) a conduit a une réflexion sur
la mise en place d’une autre série de tests désignés exclusivement pour les matrices biologiques. Il s’agit des
tests d’aptitudes biologiques[36]. Actuellement, 17 laboratoires au monde font partie de ce réseau dont le
laboratoire francais de la DGA déja accrédité pour I'analyse des armes chimiques dans des matrices

biologiques [37].
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CHAPITRE | :

La chimie des agents toxiques de guerre et leurs produits de
dégradation
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I.1. Les agents chimiques toxiques de guerre

Ces agents chimiques appartiennent a différentes familles ayant des propriétés physico-chimiques

différentes. lls peuvent étre classés selon plusieurs criteres :

(i) leur volatilité qui permet de les classer en tant qu'agents persistants ou non persistants. Plus I'agent est
volatil, plus il s'évapore et se disperse rapidement. Les agents les plus volatils tels que le chlore, le phosgene
et le cyanure d'hydrogene sont des agents non persistants, tandis que les agents moins volatils tels que le
gaz moutarde et le VX sont des agents persistants. (ii) leur structure chimique : ils peuvent étre classées en
composés organophosphorés (OP), organosulfurés, organofluorés et arséniés. (iii) leurs effets
physiologiques. On trouve les agents neurotoxiques comme le VX, les agents vésicants comme le gaz
moutarde (HD), les agents hémotoxiques comme le cyanure d’hydrogene, les agents suffocants comme le
phosgéne, les agents anti-émeute comme le gaz lacrymogenes (CS), les agents psychomimétiques comme le
benzilate de 3-quinuclidinyl (BZ) et les toxines produites de maniére naturelle comme la toxine botulique

(issue de bactérie), la saxitoxine (issue d’algues) et la ricine (issue de plantes) [38].

Par ailleurs, I'OIAC dispose également d’un classement spécifique lui permettant la mise en ceuvre
des dispositions de la convention [39]. Les produits chimiques toxiques sont répertoriés et classés en trois
(03) tableaux. Ou chaque tableau est devisé en deux parties : A- produits toxiques et B- les précurseurs de

synthéses (Voir Annexe 1).

La majorité des produits chimiques toxiques inclus dans les tableaux de la convention concernent les
trois classes structurelles d'agents neurotoxiques et les trois classes structurelles de vésicants illustrées en
Figure 2. A I'exception des moutardes azotées et du tabun, ces agents constituaient la majeure partie des

stocks de produits chimiques toxiques déclarés suite aux termes de la convention [40].

1
R1\‘p/,o R\|:'.\//D (R1)2N\ ‘s
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R0 F R20” SCH,CHN(R?), R0 "CN
R1=CH3 R1=CH3

VX: RZZ CHzCH3, R3 = CH(CH3)2
RVX : RZZ CHzCH(CH3)2, R3 = CHzCH3

Sarin: R?= CH(CHs),
Soman: R?= CH(CHs)C(CHs)3
Cyclosarin: R?= Cyclo CeHi1

Tabun: R'= CHs, R?= CH,CH;

CH,CH,CI
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_CHoCH,CI CHZCHCI Cl
S\ HN-2. R = CH CHCI:CH—AS\
-£, = 3
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Figure 2 : Structure des principaux agents chimiques toxiques [40]

18



I.2. Les agents neurotoxiques de guerre et leurs produits de dégradation

1.2.1. Les agents neurotoxiques de guerre et leurs simulants

Les agents chimiques neurotoxiques de guerre font partie des composés toxiques controlés par la

convention. Il s’agit de produits organophosphorés qui sont généralement divisés en deux classes : les agents

de type G et V. Les plus courants des agents G sont le : tabun (GA), sarin (GB)), soman (GD), cyclohexyl

methylphosphonofluoridate (GF). Et pour la classe V, on peut citer le VX comme exemple [41].

Les agents neurotoxiques organophosphorés (OPNA) sont les agents chimiques les plus dangereux.

lIs ont en effet, un mécanisme de toxicité assez particulier, basé sur l'inhibition irréversible de

I'acétylcholinestérase, une enzyme présente dans de nombreux organismes vivants, qui libere de

I'acétylcholine (neurotransmetteur) par les récepteurs nerveux. Cette inhibition empéche la transmission de

toute impulsion nerveuse dans l'organisme affecté. Ce méme mécanisme de toxicité est utilisé pour la

conception de certains pesticides [42]. Les concentrations létales (DL50) pour ces agents de guerre

neurotoxiques peuvent atteindre 0,07 mg/kg pour I’étre humain. La Figure 3, illustre une comparaison des

différents types d’agents chimiques toxiques sur la base de leur toxicité par deux voies : inhalation et

exposition par voie cutanée. Les composés toxiques sont disposés selon une échelle verticale qui les classe

selon la concentration létale médiane pour 'inhalation (CLt50 en mg min/m?3) et une échelle horizontale qui

les classe selon la dose létale médiane pour I'exposition cutanée (DL50 en mg/kg de poids corporel) [43].
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Figure 3 : Echelle de toxicité relative des agents chimiques de guerre. Adapté de [43].
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Certaines propriétés physico-chimiques des agents neurotoxiques sont résumées dans le Tableau 1.
Il est important de signaler que ces composés chimiques ont une trés faible volatilité, ce qui rend leur
appellation « gaz neurotoxique » discutable car les agents neurotoxiques militaires sont principalement des
liquides a la température ambiante. C’est lorsqu'ils sont dispersés en aérosol qu’ils constituent une grande

menace par inhalation principalement [44].

Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques des agents chimiques neurotoxiques de guerre [44]

Pression de Volatilité Apparence Odeur Solubilité Persistance
vapeur
Tabun (GA) 0,037 mm Hg 576-610 mg/m3 Liquide clair a Fruitd 9,8g/100 g T1/2=24-36
ruitée
CAS#77-81-6 a20°C a25°C marron a25°C heures
Sarin (GB) 2,1 mm Hg 16400-22000 mg/m?3 o ) o 2-24 heures
Liquide clair Sans odeur Miscible
CAS#107-44-8 a20°C a25°C a 5-25°C
Soman (GD) 0,40 mm Hg 3060-3900 mg/m3 Liouide clai Fruitée ; huile  2,1g/100g Relativement
CAS#96-64-0 320°C 325°C lquide clair de camphre 320°C persistante
0,07 mmH
GF & 59 ppm Liquide clair Sans odeur 3.7 g/190 g Inconnue
CAS#329-99-7 325°C a25°C
10,5 mg/m3 Liquide épais iccible 3
VX 0,0007 mm Hg & lair 3 i Sans odeur MISCIble as< 2-6 jours
CAS#20820-80-8 a20°C 325°C clair a jaune 9,4°C

La persistance d'un agent neurotoxique est définie par sa capacité a rester actif dans I'environnement
apreés son utilisation. Les facteurs impactant leur persistance incluent la volatilité, la densité et la stabilité en
cas d'exposition a la lumiére et/ou a I'eau. Les agents les moins volatils mettent plus de temps a s'évaporer,
tandis que les agents plus denses ont tendance a rester dans les zones proches du sol et sont moins
susceptibles d’étre dispersés par le vent. Ainsi, les agents de la série V ont tendance a avoir une plus grande
persistance que les agents de la série G. Cependant, certains agents de la série G, en particulier le soman,

peuvent étre mélangés a des liquides visqueux pour augmenter leur persistance dans I’'environnement [44].

Se procurer ce type de composés, méme a de trés faibles quantités pour des activités de recherche,
demeure extrémement compliqué, car il s’agit de produits tres toxiques interdits a la vente. Plusieurs études
dans ce domaine ont donc été faites grace a des simulants, c’est-a-dire des composés ayant les mémes
caractéristiques physico-chimiques (température de fusion, volatilité, polarité, acidité...) que les composés
d’intérét mais moins toxique et disponibles commercialement [45]. A titre d’exemple: le diphényl
chlorophosphate (DPCP) a été utilisé comme simulant des agents neurotoxiques de guerre (GA, GB et GD) et
le diisopropyl méthylphosphonate (DIMP) comme simulant d’agents chimiques de guerre G lors d’études de
décontaminations [46, 47]. L'Amiton (VG) a également été utilisé comme simulant courant du VX,
notamment pour I'étude de leurs marqueurs et impuretés [48]. Cependant cette approche montre ses
limites puisque pour pouvoir disposer de suffisamment de données sur seul un agent chimique de guerre,

plusieurs simulants doivent étre utilisés et étudiés [49].
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1.2.2. Les produits de dégradations des agents neurotoxiques de guerre

En dépit de cette persistance relativement grande par rapport aux autres agents chimiques de
guerre, les agents neurotoxiques de guerre subissent une dégradation rapide dans les milieux
environnementaux ou biologiques par des réactions d’hydrolyse qui conduisent a la production de produits
caractéristiques des organophosphorés par la liaison C-P qui n’existe pas pour d’autres organophosphorés
comme certains herbicides. Cette dégradation intervient assez rapidement, dans un intervalle allant de
quelques heures pour le sarin a quelques jours pour le VX (voir Tableau 1). La cinétique des réactions de
dégradation de ces derniers démontre le potentiel existant en terme de mise en évidence de leur utilisation
dans le temps. Un exemple de cette cinétique de dégradation pour le sarin (GB) en acide isopropyle
méthylphosphonique (iPrMPA) puis en acide méthylphosphonique est présenté sur la Figure 4 [42]. Les
parameétres principaux contrélant cette cinétique de dégradation des agents neurotoxiques sont le pH du

milieu et la température.
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Figure 4 : Cinétique de dégradation du sarin dans le sol donnant de I'isopropyl méthylphosphonique IPrMPA puis
I'acide méthylphosphonique (MPA). Adapté de [42].

Les produits de dégradation générés sont spécifiques a chaque agent neurotoxique et n’ont aucune
source naturelle, ils sont donc des marqueurs précieux de I'utilisation d’agents neurotoxiques. Les acides
alkyl méthylphosphoniques (AMPA) peuvent subir une hydrolyse supplémentaire par perte du groupement
O-alkyle, ce qui donne l'acide méthylphosphonique non spécifique (MPA). La disponibilité de méthodes
d’analyse sensibles pour la détermination des produits d'hydrolyse primaires peut donc étre essentielle pour
permettre de prouver |'utilisation d'agents neurotoxiques [50]. La Figure 5 présente leurs produits de
dégradations qui peuvent étre spécifiques comme les acides alkyl alkylphosphoniques et non spécifiques

comme les acides alkylphosphoniques [51].
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Figure 5: Dégradation des agents neurotoxiques en produits spécifiques et non-spécifiques. Adapté de [51].

Leur mécanisme de dégradation dépend d’une de leurs trois structures alkylphosphonofluoridates, alkyl

alkylphosphonates ou type V.

Les agents chimiques ayant la structure d’un alkyl alkylphosphonofluoridates donnent naissance
a des acides alkyl alkylphosphoniques, produits primaires de cette réaction d’hydrolyse. Ils sont
formés par le déplacement du fluorure. Une hydrolyse plus lente peut se produire par la suite
pour donner des acides alkylphosphoniques, par la perte de I’alcool R?0OH, comme indiqué sur la
Figure 6 :

R\, O

1 1
R\ //O R\ //O

Hydrolyse

N\ Rapide

2 7/ 2 7 N\ 7N
RO F R'O OH HO OH

Figure 6: Mécanisme de dégradation des agents neurotoxique ayant la structure d’un alkyl
alkylphosphonofluoridates comme le sarin. Adapté de [52].

Les alkyl alkylphosphonates et les acides alkylphosphoniques conservent le substituant P-alkyle
et sont compris dans la définition générique des produits chimiques du tableau 2.B de I'annexe
1 de la convention. Les alcools, dans la plupart des cas, n"ont que peu d’utilité du point de vue
criminalistique car ils sont largement utilisés dans lindustrie et d’autres applications
quotidiennes.

Les agents neurotoxiques ayant la structure O-Alkyl N,N-dialkylphosphoramidocyanidates ont
deux voies de réaction d’hydrolyse possible en fonction du pH. Soit par le déplacement du
(RY),NH,* en milieu acide ou du CN" en milieu basique. Les produits formés s'hydrolysent par la

suite en phosphates d'alkyle ou encore en acide phosphonique comme présenté sur la Figure 7.
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Figure 7 : Mécanisme de dégradation des agents neurotoxiques ayant la structure O-Alkyl N,N-
dialkylphosphoramidocyanidates comme le Tabun. Adapté de [52].
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Etant donné que cette classe d'agents neurotoxiques ne contient pas de substituant P-alkyle,
leurs produits de dégradation ne sont pas des produits chimiques inscrits dans le cadre du régime
de vérification. Certains acides alkylphosphoniques, comme I'acide éthylphosphonique, sont en
effet des contaminants environnementaux omniprésents dérivés de pesticides et de plastifiants
[52].

iii) Dans le cas des agents V, I'hydrolyse peut se produire selon trois voies (clivage des liaisons P —S,
P -0 et/ouS-C), enfonction du pH, de la température et de la concentration, comme présenté
sur la Figure 8. Les voies 1 et 2 prédominent dans des conditions basiques ; la 3"®™ voie est une

voie mineure pour le VX dans des conditions faiblement basiques (avec R! = méthyle).
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Figure 8 : Mécanisme de dégradation des agents neurotoxique de type V comme le VX. Adapté de [52].

La dégradation des agents neurotoxiques de guerre peut se faire également avec d’autres mécanismes que
I’hydrolyse comme la photolyse, I'oxydation radicalaire et la biodégradation enzymatique par C-P lyase. Tous

ces mécanismes ont été revu par Kingery et Allen mais I’hydrolyse reste la voie principale [42].
1.2.3. Structures et propriétés des acides alkyl méthylphosphoniques

Les acides alkyl méthylphosphoniques : acide isopropyl méthylphosphonique (IPrMPA), acide
pinacolyl méthylphosphonique (PMPA), acide cyclohéxyl méthylphosphonique (CMPA), acide éthyl
méthylphosphonique (EMPA), acide isobutyl méthylphosphonique (iBMPA) sont les produits de dégradation
spécifiques des agents neurotoxiques Sarin (GB), Soman (GD), cyclosarin (GF), VX et le VX russe (VR ou rVX)
respectivement, tel que montré sur la Figure 9 [53]. lls sont uniques en comparaison aux autres produits de

dégradation des organophosphorés comme les pesticides ou les herbicides. Et cela est due a la liaison
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carbone — phosphore qui est spécifique aux agents chimiques de guerre. Ce qui fait d’eux de bon marqueur

de I'utilisation d’agents neurotoxiques de guerre [54].

Agent neurotoxique Produit de dégradation
8 1
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Figure 9 : Structures des agents neurotoxiques et de leurs produits de dégradation respectifs. Adapté de [53].

Les acides alkyl méthylphosphoniques (AMPA) sont des composés chimiques acides polaires. Le
Tableau 2 donne les différentes valeurs de pKa et log P de ces produits de dégradation d’agents

neurotoxiques de guerre.

Tableau 2 : Propriétés physicochimiques des produits de dégradation des agents chimiques neurotoxiques de guerre

[55]
Produit Agent pKa Log P
d’hydrolyse neurotoxique
parent
iPrMPA Sarin 1.96 0.101
PMPA Soman 2.06 1.409
CMPA Cyclosarin 1.97 1.037
EMPA VX 1.99 -0.310
iBMPA rvx 2.03 0.564

Les AMPA conduisent a des difficultés pendant les étapes de traitement d’échantillon préalables a
leur analyse, notamment lors de leur extraction a partir d’'une matrice aqueuse en raison de leur forte
polarité. Contrairement aux agents neurotoxiques dont ils sont issus, leur analyse par chromatographie en
phase gazeuse se fait toujours apres dérivation, cependant leur faible volatilité permet leur analyse directe
par chromatographie en phase liquide. Comme ils ne possédant pas de groupes chromophores ni
fluorophores dans leur structure cela impose I'utilisation de la spectrométrie de masse pour leur détection
sous forme non dérivée [56].
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CHAPITRE II:

Les techniques d’analyses et les méthodes de traitement
de I’échantillons applicables aux AMPA
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Il.L1. Les techniques d’analyse des acides alkyl méthylphosphoniques

Il existe toute une gamme de techniques analytiques permettant d’analyser les agents neurotoxiques
de guerre et de leurs produits de dégradation, allant des détecteurs simples de terrain indiquant seulement
la présence ou I'absence de ces composés jusqu’aux instruments de laboratoire les plus pointus permettant

de quantifier de fagon précise les composés ciblés et d’atteindre des seuils de détection trés bas.

Parmi ces méthodes analytiques, on peut distinguer :

- les détecteurs portables a base de techniques comme : ondes acoustiques de surface, électrochimique,
spectrophotométrique ou encore les techniques immunochimiques.

- les méthodes analytiques couplant un systéme séparatif comme la chromatographie en phase gazeuse (GC)
[57], liquide (LC) [58], la mobilité ionique (IMS) [59] ou I’électrophorese capillaire (CE) [60] avec une

détection par spectrométrie de masse (MS)[61].

Cependant, si on integre les besoins en spécificité et en sensibilité recherchés, il est important de se

focaliser sur les plus cités dans la littérature pour I'analyse des acides alkyl phosphoniques.
I.L1.1. La chromatographie en phase gazeuse (GC) et dérivation

La GC couplée avec différents détecteurs sensibles et/ou sélectifs comme la capture d'électrons
(ECD), le détecteur photométrique a flamme (FPD), le détecteur azote-phosphore (NPD), le détecteur a
ionisation de flamme (FID) et le détecteur d'émission atomique (AED), la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) ou la spectrométrie de masse (MS) [62, 63, 64, 65, 66] est historiquement la
technique la plus couramment utilisée pour I'analyse des produits chimiques relevant de la CIAC. Bien que
les agents neurotoxiques de par leur volatilité importante, soit le plus souvent séparés par GC [67], I'analyse
de leur métabolites, les AMPA, ne peut pas se faire directement par GC car ce sont des espéces électrophiles
modérément réactives et non-volatiles. Ainsi, une étape de dérivation est nécessaire pour transformer
I"analyte d’origine en dérivé au moyen de réactions chimiques avec un ou plusieurs réactifs pour le rendre a
la fois plus volatil et moins polaire [68]. Trois principales stratégies de dérivation (silylation, methylation et

pentafluorobenzylation) utilisées pour I'analyse des AMPA sont présentées dans ce chapitre.
11.1.1.1. Silylation

C’est la méthode de dérivation la plus couramment utilisé pour les AMPA. Elle vise leur conversion
soit en ester-triméthylsilyle (TMS) soit en ester-tertbutyldiméthylsilyle (TBDMS). Dans le premier cas, la
réaction se fait rapidement (environ 30 minutes) avec le N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) ou
le BSTFA+1% de chlorure de triméthylsilyle (TMSCI) dans un solvant organique. Des rendements de

dérivation de l'ordre de 80 a 100% sont obtenus. De méme, Le N-tert-Butyldimethylsilyl-N-
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methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA) donne des conversions aussi efficaces mais un peu plus lente
Cependant I'utilisation de cet agent permet d’obtenir des produits de dérivation plus stables, et plus

facilement ionisable lorsqu’une détection par spectrométrie de masse est utilisée [69].

La comparaison entre les dérivés du TBDMS et du TMS des AMPA a permis de démontrer que la
dérivation par TBDMS est beaucoup plus avantageuse en terme de facilité de formation des dérivés, de
stabilité, de sensibilité et permet d’obtenir des chromatogrammes plus « propres » comparée a la

triméthylsilylation des AMPA [70].

Une autre limitation a la dérivation des AMPA par silylation réside dans la sensibilité des dérivés a la
présence des ions calcium et/ou magnésium qui sont naturellement présents dans I'environnement, et plus
particulierement dans les échantillons de sol [71]. Un prétraitement des échantillons est alors nécessaire (sur
des résines échangeuses de cations) pour éliminer ces cations divalents préalablement a |'étape de

dérivation, ce qui complexifie grandement le protocole de traitement de I'échantillon.

11.1.1.2. Méthylation

La méthylation des AMPA en leurs esters méthyliques (alkyl méthyl méthyl phosphonates) de
diazométhane est une réaction relativement rapide (15 min). Les rendements de cette dérivation peuvent
étre supérieurs a 99 %, si 'agent de dérivation est utilisé en large excés. En cas de réaction incompléte, les
échantillons analysés peuvent causer une détérioration rapide de la colonne analytique et une contamination
du chromatographe. Mais contrairement a la silylation, les AMPA méthylés ne sont pas sensibles a I’humidité.
Le diazométhane est le plus souvent utilisé pour sa réactivité élevée et sélective pour les analytes étudiés
ainsi que sa grande volatilité permettant son élimination facile. Cependant, il présente de nombreux
inconvénients tels que sa toxicité élevée et son potentiel détonant. D’autres alternatives ont été proposés,
comme le (triméthylsilyl)diazométhane [67, 72], qui est assez stable et disponible dans le commerce sous
forme de solution dans I’hexane ou le diéthyl éther. Bien que I'avantage rapporté de la méthode réside dans
sa simplicité, son utilisation reste trés limitée a cause de sa sensibilité plutdt modeste de I'ordre du ug/ml

[73].

Plus récemment, un groupe de chercheurs américains a utilisé un sel de tétrafluoroborate de
triméthyloxonium (TMO.BF,) [74, 75, 76]. Ce réactif, en plus d’étre sir a utiliser, présente aussi I’lavantage de
ne pas générer des sous-produits interférents et ce malgré son utilisation en grand excés (>10.000) dans le
mélange réactionnel [76]. Cependant cette méthode est assez longue (2 heures) et fastidieuse a appliquer et

sa sensibilité donnée aprés une application sur le sol reste modeste.
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11.1.1.3. Autres agents de dérivations

Plusieurs tentatives ont été faites pour trouver des réactifs plus adaptés pour la dérivation des AMPA
afin d’améliorer le seuil de détection, de faciliter leur identification et d’alléger les protocoles de traitement
de I’échantillon nécessaire. Subramaniam et al, ont proposé I'utilisation d’un réactif de phényldiazométhane
hautement fluorés (1-(diazométhyl)-3,5-bis-(trifluorométhyl)benzéne) pour augmenter la sensibilité de
détection des AMPA grace aux dérivés fluorés obtenus qui offrent une excellente sensibilité en GC-MS avec
une ionisation chimique négative (NICI). Cependant ce réactif n’est pas disponible commercialement et sa
synthése au laboratoire passe par une procédure assez complexe ce qui n’encourage pas son utilisation
[77,78]. Avec le méme désavantage, Ostin et al, ont synthétisé et présenté un nouveau réactif, le 3-
pyridyldiazomethane permettant la dérivation des acides phosphoniques pour produire les esters
picolinyliques correspondants. Cette dérivation se fait par rapport a la chaine O-alkyle et peut étre utilisée
pour une élucidation détaillée de la structure de ce fragment, ce qui a permis de déterminer leur structure
en utilisant la GC-EI-MS. Et ce, contrairement aux méthodes de dérivation précédentes qui donnent des
spectres tres similaires pour de nombreux isomeéres d'acide alkylphosphonique, ce qui complique le
processus de leur identification. Cette méthode a été testée sur douze isomeres de l'acide hexyl
méthylphosphonique. La comparaison avec les dérivés triméthylsilyl correspondants a montré que les esters
picolinyliques étaient séparés plus efficacement en GC. Bien que cette dérivation facilite effectivement
I'identification et la distinction des isomeres de cette classe de produits chimiques, le temps de réaction

optimisé est parmi les plus important des méthodes de dérivation (90 minutes) [79].

Méme si la GC a été largement utilisée pour I'analyse des AMPA, elle nécessite une étape de
dérivation particulierement contraignante. Du point de vue analytique, les agents de dérivation et leurs
produits de réaction avec la matrice produisent des bruits de fonds complexes et indésirables et dans certains
cas les analytes ciblés co-éluent avec I'agent de dérivation induisant un risque important de perturber la

détection des analytes cibles [69].

1.L1.2. Chromatographie en phase liquide (LC)

L'analyse par chromatographie en phase liquide des agents chimiques toxiques de guerre, semblent
donc étre plus avantageuse pour I'analyse des produits de dégradation des armes chimiques et elle a donc

été largement décrite dans la littérature.

Compte tenu de leurs propriétés acides (pKa = 2,5) et leur polarité élevée (log P entre -0,3 et 1,4), les
AMPA ont été séparés par chromatographie d’échange d'anions simples [80] ou en mode mixte [81], et en
mode HILIC sur colonne polaire [82, 83, 84]. Cependant, les phases HILIC sont connues pour étre moins
tolérantes aux changements de nature du solvant injecté et aux changement rapides de gradient et

nécessitent des temps d'équilibrage de colonne plus longs que les autres phases stationnaires couramment
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utilisées [85]. De méme, leur séparation a été effectuée sur une colonne en carbone graphitique poreux
(PGC), une phase stationnaire permettant des interactions hydrophobes et électroniques [86]. La
chromatographie en phase inverse (RPLC) reste cependant la méthode la plus décrite et utilisée dans la

littérature [58] et ce, méme si la polarité des AMPA peut compliquer sa mise en ceuvre.

Des études ont été menées pour choisir la colonne de chromatographie en phase inverse qui assure
la meilleure séparation entre 'EMPA, I'iPrMPA, I'IBMPA, le CMPA et le PMPA. Parmi toutes les colonnes
testées (non communiquées), la colonne Cortecs C18 de Waters de 3 x 150 mm avec une taille de particule
de 2,7 um s’est avérée la seule a permettre la séparation entre le CMPA et le PMPA [58]. Dans le méme
contexte, et afin d’obtenir un pic chromatographique gaussien pour 'EMPA (I’analyte le plus polaire et donc
le moins retenu), une étude comparative a été menée au LSABM sur cing colonnes analytiques a polarité de
phase inversée de méme géométrie (C18, 150 mm x 2,1 mm i.d.). Cette étude a permis de constater que la
forme du pic chromatographique obtenu pour 'EMPA est treés différente d'une colonne a une autre, incluant
divers degrés d'asymétrie. Au final, la dC18 d'Atlantis, colonne de type « aqua », s’est avérée la seule a

donner des pics gaussiens [87].

Pour la séparation des AMPA, une étude a mentionné I'utilisation d’une colonne ZORBAX Extend C18
(2.2 mm x 150 mm, 1.8 um) pour séparer 55 produits de produits de dégradation d’agents chimiques de
guerre et de précurseurs simultanément dont le MPA, EMPA, iPrMPA et PMPA. Mais comme l'objectif de
cette étude était le dépistage de plusieurs produits inconnus, un temps d’analyse relativement long de 20
minutes était nécessaire suivi de 5 minute pour I'équilibre post-analyse de cette colonne qui devrait assurer

une meilleure résolution de pics comparée aux colonnes conventionnelles.

Dans une autre étude dont I'objectif est de réduire les temps d’analyse des AMPA, une colonne
Acquity BEH C18 (2.1 mm x 50 mm, 1.7 um) a été utilisée et comparée a une autre colonne conventionnelle,
I’Atlantis dC18 (2.1 mm x 150 mm, 3 um). La figure 10 montre les deux chromatogrammes obtenus avec ces
deux colonnes montées sur deux systémes différents. En effet, la comparaison entre les deux techniques de
chromatographie en phase liquide HPLC et UPLC a démontré le pouvoir de séparation des produits de
dégradation des agents neurotoxiques par UPLC qui a permet de donner des pics fins, bien résolus en un

guatre fois moins de temps par rapport a la technique classique HPLC [88].
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Figure 10 : Comparaison des temps de rétention UPLC et HPLC d’un volume d’injection de 10pL de solution
d’étalonnage. Les pics correspondant aux analyses cibles des analyses HPLC et UPLC de gauche a droite sont MPA,
EHDMAP, EMPA, IMPA et PMPA respectivement [88].

Comme mentionné précédemment, les détecteurs spécifiques revétent une grande importance dans
I"analyse des agents chimiques toxiques (notamment pour les molécules contenant du phosphore, soufre et
azote). C'est pourquoi, la LC a été fréquemment couplée avec ce type de détecteurs comme ce fut le cas dans
les travaux de Kientz et Verweij depuis les années 90. Mais, s’il a été montré qu’il était possible de détecter
les AMPA en couplant la LC a un détecteur a photométrie de flamme [89, 90] ou a I’'UV aprés dérivation [91],
I"absence de chromophore sur ces molécules et la faible sensibilité de ces méthodes ainsi que des problémes
de couplage ont majoritairement conduit au couplage de la chromatographie en phase liquide a la

spectrométrie de masse [92].

La supériorité du mode ESI négatif comparée au mode positif pour les AMPA a été déja mentionnée
dans la littérature [93]. En effet, 'ionisation ESI" est le premier choix pour la détection et l'identification de
ce type de composés car ils sont chargés négativement sur une large gamme de pH [94]. En plus, il a été
remarqué que les spectres donnés par ESI" étaient beaucoup plus net et dominés par I'ion moléculaire
déprotoné comparés aux spectres ESI* qui étaient un peu compliqués a interpréter en raison de la formation
d'adduits métalliques en plus de I'ion moléculaire protoné. Un travail récent avec un systéme UPLC-MS/MS
(ACQUITY UPLC I/ Class-Xevo TQ-XS) vient confirmer ce constat. En effet, une comparaison entre les deux
modes ESI positif et négatif dont I'objectif était I'optimisation de la détection de I'iPrMPA a montré que le
mode négatif conduit a des pics plus intense qu’en mode positif [95]. La faible intensité de signal obtenu pour
I'ion [M+H]* a été expliquée par les niveaux élevés de fragmentation dans la source pour ce composé. Ainsi,
sur la base de ces raisons, le mode négatif a été largement choisi et utilisé dans les analyses LC-MS/MS des

AMPA.

Par ailleurs, en fonction de I'objectifs des différentes études, divers analyseurs ont été utilisés pour

la détection des AMPA. En effet, la RPLC a été couplée a des piéges a ions (trappes ioniques) [96] ou
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Orbitrap™ [97] ou des analyseurs de masse a temps de vol (TOF [98] ou hybride QTOF [84]). La spectrométrie
de masse a haute résolution a le plus souvent utilisée pour I'élucidation de la composition élémentaire et de
la structure chimique des AMPA ou de produits en lien avec ces composés puisque les mesures de masse
précises sont spécifiques et universelles pour les molécules cibles et leurs ions fragments. Ainsi, plusieurs
méthodes analytiques combinant la LC avec le QTOF ont été rapportées pour le dépistage et la confirmation
sans équivoque des AMPA ou dans I'étude des produits de leur réaction en dérivation chimique [99], ou les
produits de matrice interférents [100]. Bent Tore et al, a utilisé la LC-TOF pour I'analyse des AMPA dans le
sérum et les urines en se limitant a une identification des composés grace a leur ion produit principal. En
effet la grande résolution de la masse a permis de se passer d’un second ion de confirmation. Par ailleurs, la
LC-QTOF a été aussi utilisée lors des procédures de screening de plusieurs composés ciblés. En effet, Tak et
al, ont présenté une méthode en LC-QTOF permettant I'identification simultanée de 55 produits de produits
de dégradation d’agents chimiques de guerre et de précurseurs dans I'eau potable. Parmi ces composés on
trouve les AMPA suivants : MPA, EMPA, iPrMPA et PMPA [101]. Cependant I'analyseur quadripolaire reste
tres utile pour I'analyse ciblée des AMPA [102], notamment en format triple quadripolaire (TQ) [58, 82, 103],
en raison de sa grande sensibilité. Lors d’une étude récente, Rubin et al, ont utilisé la LC-QTOF pour analyser
et identifier les ions inhérents au tissus osseux et identifier les especes d'ions interférents dans |'objectif
d’améliorer la compréhension de la biologie et de la chimie des os. Cependant, les auteurs ont opté en
paralléle pour un analyseur de type TQ pour réaliser la quantification des AMPA au vu des tres faibles

concentrations attendues dans les os [100].

Diverses procédures de dérivation chimique ont également été adaptées pour améliorer la
séparation des AMPA en chromatographique en phase liquide en phase inverse et leur détection, notamment
pour les analytes trés polaires. Afin d’assurer une meilleure sensibilité, la dérivation vise a augmenter la taille
des petites molécules pour les mieux les détecter dans une gamme de masse supérieure moins sujette a un
bruit de fond important. De plus, les analytes dérivés sont beaucoup moins polaires ce qui permet une
meilleure rétention en RPLC. C’'est dans cette optique que le bromure de p-bromophénacyle a été utilisé pour
diminuer la polarité des AMPA et améliorer ses limites de détection suite a une ionisation par bombardement
atomique rapide [104]. Cette technique d'ionisation implique I'utilisation d’un faisceau d'atomes a haute
énergie afin d'impacter une surface pour créer des ions. Weissberg et al, ont utilisé un réactif commercial a
base d’amine qui dispose d’une haute affinité protonique qui est le 3-(bromoacetyl)pyridine pour la
détermination des AMPA en améliorant leur spécificité structurelle et leur rétention chromatographique en
plus de la sensibilité de la méthode [94]. Une autre approche a consisté a augmentater la sensibilité de la
détection des AMPA dans des échantillons aqueux en utilisant des réactifs dicationiques a base d'imidazolium
[105]. Mais les limites de détections de cette derniere (1-5 ng/ml) restent généralement assez proches des

méthodes LC-MS sans dérivation.

31



Le travail le plus récent en matiére de dérivation des AMPA a été mené par Otsuka et al, [99] grace
au pentafluorobenzyle. Cette méthode a été comparée a I'analyse directe des composés ciblés sur le méme
systéme analytique et en utilisant la méme colonne mais aussi a I'analyse par GC-MS d’un échantillon obtenu
avec la méme dérivation dans les mémes conditions mais en récupérant le résidu final de la réaction dans
I’acétonitrile pour pour son injection en GC-MS au lieu d’un mélange acétonitrile/eau (1 : 4) plus adapté pour

une injection en LC.

Les résultats en termes de limites de détections des trois méthodes sont donnés dans le Tableau 3.
Apreés dérivation, la méthode LC-ESI'-MS/MS en mode MRM est en effet beaucoup plus sensible que la GC-
MS en mode SIM. Par ailleurs, la pentafluorobenzylation a permis d’améliorer la sensibilité de la LC-ESI*-
MS/MS pour les analytes trés polaires comme le MPA ou 'EMPA. Cependant, I'analyse directe des AMPA peu
polaires (PMPA et iBMPA) par LC-ESI*-MS/MS reste la méthode la plus sensible.

Tableau 3 : Limites de détection (en ng injecté) obtenues pour I'analyse des AMPA par différentes méthodes [99].
EMPA iPrMPA iBMPA CMPA PMPA MPA

GC-MS (SIM) (apres dérivation) 1000 11 1.1 111 33 1111
LC—ESI-MS/MS (analyse directe) 24 2.8 2.8 8.0 8.0 74
LC—ESI*-MS/MS (apres dérivation) 0.4 0.3 3.3 3.3 33 4.1

En conclusion, bien que quelques tentatives de dérivation aient été tentées pour résoudre certains
problémes analytiques pour les AMPA les plus polaires, les méthodes LC présentées dans la littérature pour
les AMPA se font trés majoritairement sans dérivation. Par ailleurs, la sélection de la phase inverse pour leur
séparation associée a I'ESI en mode négatif pour leur ionisation et le TQ en mode MRM pour leur détection

constitue la méthode de choix pour quantifier ces analytes d’intérét dans une matrice complexe [58].
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I.2. Traitement de I’échantillon et leurs applications dans le domaine d’analyse

des acides alkyl méthylphosphoniques

L'analyse des produits de dégradation des agents neurotoxiques de guerre est couramment
effectuée dans des matrices (i) environnementales (eau, sol, sédiments [56, 106]), (ii) biologiques (sang,
salive, urine, cheveux, ongles [107, 108, 109]) ou (iii) des matrices alimentaires [80] mais également dans des
matériaux synthétiques (vétements, plastiques). La complexité de ces différents types d’échantillons varie
grandement. Par exemple, les aliments sont riches en acides aminés, en sucres et en pigments alors que les
tissus biologiques et le sang sont riches en protéines, en sels et en lipides. Quant aux matrices
environnementales, elles contiennent les analytes d’intérét a |'état de trace voire d’ultra-trace et peuvent
contenir d’autres substances chimiques ou contaminants en grande quantité qui peuvent générer des
interférences importantes lors de la quantification des composés d’intérét. L'étape de traitement de
I’échantillon est donc nécessaire pour permettre une quantification fiable des composés d’intérét présents

a I’état de traces.

Méme lorsque I'on s’intéresse uniquement aux échantillons liquides comme c’est le cas dans ce
projet, il n’existe pas de technique universelle de préparation d’échantillons convenant a tous les types
d’échantillons (eaux, fluides biologiques...). De plus, les propriétés physico-chimiques des analytes orientent
le choix de la technique de traitement de I'échantillon. Diverses techniques de préparation des échantillons
liguides ont donc été développées pour obtenir des extraits compatibles avec les techniques d'analyse
couramment utilisées et décrites dans le chapitre précédent. Néanmoins, le type de la matrice d'échantillon
et de la technique d'analyse disponible détermine généralement la meilleure procédure pour la préparation

de I'échantillon [56].

Les méthodes classiques de préparation des échantillons liquides reposent sur le partage de I’analyte
(i) entre I’échantillon aqueux et un solvant non miscible selon une méthode dite d’extraction liquide-liquide
qui peut étre miniaturisée voire assistée par le biais d’une fibre ou d’une membrane imprégnée par un
solvant, ou (ii) entre I'’échantillon aqueux et un support solide par extraction en phase solide (SPE) selon un
procédé apparenté a de la chromatographie en phase liquide ou selon un procédé reposant sur un équilibre

de partage [30][56].

De nombreuses techniques permettant I'extraction des acides alkyl alkylphosphoniques se sont
développées ces dernieres années. Des efforts ont été particulierement entrepris pour aller vers des
procédés respectant d’une part les dix principes de la chimie analytique verte (GAC) [110] et du traitement
d’échantillon vert (GSP) [111], tout en réduisant le temps nécessaire pour |'étape de traitement de
I’échantillon. Cette étape est effectivement particulierement chronophage puisqu’elle correspond
généralement a deux tiers du temps total d’une procédure analytique (Figure 11-a), et génére environ jusqu’a
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30% des erreurs dans la procédure analytique globale (Figure 11-b). Elle reste donc une priorité pour les

chercheurs dans le domaine.

a) b)
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Figure 11 : Les temps consacrés pour chaque étape de la procédure analytique (a) sources d’erreurs générés lors d’'une
procédure analytique (b), adapté de [112].

1.2.1. L'extraction liquide-liquide (ELL)

L'extraction liquide-liquide (ELL) est I'une des méthodes les plus largement utilisées pour I'extraction
des agents chimiques de guerre et de leurs produits de dégradation dans différentes matrices telles que les
eaux environnementales, les urines, le sang [113][114][115][30][40]. Cette technique est basée sur le
principe du partage des analytes entre deux phases non miscibles (généralement une phase aqueuse, a savoir
I’échantillon, et une phase organique) en se basant sur leurs solubilités différentes pour les deux phases tel
que présenté sur la Figure 12. Le principe de fonctionnement de la LLE repose sur le transfert d'une espéce
chimique (i) d'une phase a une autre. Lorsque I'équilibre entre les phases est atteint, le coefficient de
répartition ou le coefficient de partage (Ki) est donné par I’équation Ki= Cj oy Cia [116]. Tel que K; correspond
au rapport entre la concentration d'une espéce i dans la phase organique (Cio) et celle dans la phase aqueuse

(Cia)-

Réussir une extraction liquide-liquide dépend principalement du choix du solvant. En effet, son
efficacité d’extraction dépend de (a) I'affinité des analytes pour le solvant (K;), (b) du rapport de volumes
entre la phase aqueuse et la phase organique. Tel que le volume de cette derniére est largement

supérieur a celui de la phase aqueuse. (c) du nombre successives d’extractions.
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Figure 12 : Principe de I'extraction liquide-liquide, adapté de [117].

Cette technique a été couramment utilisée pour extraire des composés organophosphorés peu
polaires a partir d'échantillons aqueux (eaux ou extraits liquide de légumes par exemple) par différents
solvants organiques, tel que le dichlorométhane, I'acétate d'éthyle, I'iso-butanol-toluéne pour le sérum ou

I’éther diéthylique pour I'urine acidifiée [118].

Saradhi et al, ont utilisé la LLE pour I'extraction des agents toxiques de guerre qui sont des produits
peu polaires a partir d’'un millilitre d’hexane polluée par des hydrocarbures (gasoil). La méthode consistait en
trois extraction liquide/liquide successive avec de I'acétonitrile (CH3sCN). Les 3 phases organiques sont ensuite

combinées. Les rendements d’extractions étaient dans I'intervalle de 70 a 90% [119].

L’extraction dépend également du solvant utilisé et de la polarité des analytes ciblés (caractérisée
par le log P, le coefficient de partage octanol/eau). Les AMPA étant des analytes trés polaires, leur extraction

d’un milieu aqueux a été toujours problématique.

Un seul rapport établi en 1998 évoque I'extraction de I'iPrMPA a partir des matrices de sérum de
citoyens japonais qui auraient été exposés au sarin lors d’un attentat terroriste. La phase organique utilisée
lors de cette LLE est constituée d’un mélange d’isobutanol/toluene (1:1, v/v) et les auteurs réclament avoir
obtenu un taux d’extraction supérieur a 70% [113]. Cependant, la méthode proposée nécessite le recours a
des étapes fastidieuses de centrifugation et d’évaporation ainsi qu’a plusieurs extractions. De plus, une

guantité importante de I'analyte deutré (I'iPrMPA-ds) a été utilisée afin rendre I'analyse plus fiable.

D’une maniere générale et bien que la LLE semble étre une méthode simple a mettre en ceuvre au
laboratoire, elle souffre de plusieurs limitations. En effet, elle implique I'utilisation de quantités importantes
de solvants organiques. Ce que la communauté scientifique tend a éviter dans le cadre du concept de la
chimie verte. De plus, elle nécessite beaucoup de temps pour son élaboration. Par ailleurs, elle se révéle peu

sensible, s’il elle n'est pas suivie d’'une étape d’évaporation préalable a I'analyse et les options
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d'automatisation et/ou d'amélioration de la cadence d’extraction semblent étre extrémement limitées.

Aussi, elle s’avere parfois difficile voire impossible a accomplir dans les cas de formation d'émulsion

importante.

Pour remédier a toutes ces limitations, d’autres techniques ont été proposées et largement utilisées

tel que I'extraction sur phase solide.

1.2.2. L'extraction en phase solide (SPE)

L'extraction en phase solide (SPE) est aussi une technique tres courante et trés utilisée pour la
préparation d'échantillons préalable a une analyse par chromatographie. La demande croissante sur cette
technique se traduit par I'offre importante de produits SPE (nombreuses phases de différentes chimies de
surface et disponibles sous différents formats, mais également robot permettant I'automatisation et/ou la
parallélisation des extractions). Cette méthode d’extraction sur phase solide est de plus en plus mise en

ceuvre pour les échantillons liquides en raison de sa grande facilité d’utilisation.

Cette technique repose sur l'utilisation d’un support solide sous formes de particules maintenues
entre deux frittés dans une colonne de petite dimension ou dans le corps d’une seringue, généralement en
polypropyléne ou en verre, et consiste a faire passer I’échantillon contenant les analytes d’intérét a travers
le support. La Figure 13 illustre le dispositif SPE sous différents formats ou la préconcentration / purification
de I'analyte est obtenue suite a un effet de rétention ou d’élution différentielle entre les analytes d’intérét
et les autres composés interférents de la matrice, la matrice aqueuse étant éliminée au cours de I'étape de

percolation de I'échantillon par le choix du support solide généralement hydrophobe [120].

| — cC—
— Réservoir
grine| — FTIELE
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R o g‘a’:;oa — Phase solide
“;“\jﬁ L8] _ Fritté [
Colonnes de différentes tailles et formes Cartouches Disques Une plaque 96 puits

Figure 13 : Illustration des différents formats de la SPE, adapté de [120].

Une procédure d’extraction sur phase solide comporte trois ou quatre étapes en général. La Figure
14 illustre les différentes étapes de cette extraction : (i) la premiére est le conditionnement de 'adsorbant
contenu dans la cartouche d’extraction. Cette étape permet de mouiller le support en solvatant les
groupements fonctionnels présents a sa surface. (ii) Lors de la seconde étape, on procéde a la percolation de

I’échantillon sur le support. Les interférents n’ayant aucune affinité avec la phase solide ne sont pas retenus
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sur le support lors de cette étape. Tout composé présentant une forte affinité avec I’adsorbant est alors fixé
sur le support. (iii) Une étape supplémentaire de lavage (étape 3) peut étre effectuée de maniere a éliminer
les composés interférents faiblement retenus par le support. On choisira de ce fait un solvant de faible force
éluante de facon a éluer les interférents tout en gardant fixés les composés d’intérét. Le but de I'élution est
de récupérer 100% des composés d’intéréts présents sur I'adsorbant. Dans cette étape, le solvant ou mélange
de solvants utilisé doit avoir le maximum d’interactions avec les analytes et le moins possible avec les autres

interférents qui peuvent rester adsorbés.

Le solvant d’élution doit étre le plus efficace possible, son volume doit étre faible de maniere a

obtenir un facteur d’enrichissements (FE) trés important [121]. Ce dernier est donné par I'équation :

_ Cf inale

FE

Cinitiate

OU Cinitiale €St la concentration initiale de la substance a analyser dans I"échantillon et Cfinale est la

concentration finale de la substance a analyser présente dans I'extrait.
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B: Percolation de I'échantillon
C: Elimination des interférences
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Figure 14 : Description d’une procédure d’extraction par SPE

En SPE, un large choix de phase d’adsorbant est disponible selon le type des analytes et la matrice
traitée : la phase normale (Si), la phase inverse (C18, C8), les phases échangeuses d’ions : SAX (échangeuse
d’anions) et SCX (échangeuse de cations) ou encore en polymeére (mixte) ou polymére a empreinte

moléculaire (MIP).

Dans le domaine de I'analyse des agents chimiques de guerre, les cartouches de silice (Si) ont été
largement utilisées pour le nettoyage des échantillons et I’élimination de tous les produits apolaires comme
les hydrocarbures souvent associés a des matrices environnementales apres avoir extrait les analytes
d’intéréts du sol dans des solvants organiques comme |’acétonitrile. Des solvants plus polaires sont ensuite
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utilisés pour éluer les analytes retenus par la phase de silice [40].

En ce qui concerne les AMPA, un certain nombre de procédures SPE ont été utilisées pour leur
extraction dans des matrices environnementales et/ou biologiques. Les AMPA sont extraits soit dans leur
état non ionisés (neutres) sur des phases hydrophobes soit dans leur état ionisé sur des cartouches
échangeuses d'anions. Une autre alternative a I'extraction des AMPA consiste non pas a les retenir sur le
support mais a nettoyer I'échantillon en retenant toutes les composés potentiellement interférents
prédominants de I’échantillon comme réalisé pour des cations inorganiques éliminés par des cartouches SPE

échangeuses de cations [122].

L’extraction des AMPA sur des cartouches SAX a été largement rapportée depuis les années 1990
[123][124][125]. En effet, Seto et al, apres avoir étudiés plusieurs types de cartouches comme I'échangeuse
d’anions, de cations et en phase inverse, I'échangeuse d’anion s’est révélée la plus adaptée pour |’extraction
des AMPA dans des échantillons aqueux suivie par leur dérivation par TBDMS. En effet, les cations
métalliques divalents tels que les ions calcium et magnésium rendent impossible la dérivation, ainsi que de
certains composés neutres comme les glucides qui contiennent des groupes hydroxyle entrant en
compétition avec les AMPA dans la réaction de silylation au TBDMS. Comme nous I'avons déja évoqué dans
la partie précédente, cette derniére est une étape cruciale pour I'analyse des AMPA par GC-MS. Par ailleurs,
une procédure de SPE sur une cartouche échangeuse d’anion permet de réduire l'interférence dans la
procédure de dérivation et de de régler le probléme d’adsorption des analytes ciblés sur des matrices tel que
sol ou le sérum humain [71]. En effet, pour diminuer I'adsorption des AMPAs sur les sols, une méthode
d'extraction alcaline a été adoptée par les auteurs. Quant aux échantillons de sérum humain, la
déprotéinisation a |'acétonitrile ou a I'acide trichloracétique a permis de rompre la liaison entre les protéines
et les AMPAs. Ainsi, les rendements d’extraction des AMPA a partir des sols et du sérum humain ont été
considérablement augmentés en utilisant ces procédures de prétraitement combinées a |'extraction SAX-

SPE.

Dubey et al, ont procédé a la comparaison des cartouches SAX pour |'extraction des AMPA et APAs a
partir de matrices aqueuses avec des supports Oasis échangeuses d'anions en mode mixte (MAX) suivie d’une
trimethylsilylation et une analyse par GC-MS. Ces derniers sont des phases polymériques constitués de
polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB) et de motifs ammonium quaternaire permettant a la fois une
rétention par échange d'anions ainsi que par interactions hydrophobes (en mode phase inversée), et convient
donc a 'extraction des composés acides. Aprés optimisation de I'extraction sur les deux types de cartouches
par I'évaluation de plusieurs parametres (capacité de chargement, choix du solvant d’extraction, de son
volume, et de méme pour le solvant de lavage), les cartouches MAX (30 mg, 1ml and 0.25 mequiv.g™?) se sont
avérées efficaces pour ce type d’analyte puisque des taux d’extractions exhaustifs (90 a 95%) a partir
d’échantillons d’eau pure avec un volume de 2 ml, la sensibilité (LODs : 0.5-5 ng/ml) et la qualité des
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chromatogrammes obtenus aprés une SPE MAX comparée a celles de la SPE SAX dont les rendements varient

entre 55 et 65 %, et les LODs entre 5 et 50 ng/ml [126].

D’autres supports comme Oasis HLB ont été utilisés pour I'extraction des AMPA. Cette phase Celle-
ci est composée de divinylbenzene (lipophile) et d’'un polymére a base de N-vinylpyrrolidone (hydrophile) et
présente une surface spécifique élevée, de 'ordre de 800 m?/g qui lui confére un pouvoir de rétention bien
supérieur aux supports de silice greffée C18, tout en pouvant étre utilisée sur une large gamme de pH. Dans
la littérature, la cartouche Oasis HLB est souvent utilisée pour le prétraitement d’échantillons aqueux comme
les eaux de surface ou les eaux usées lors du développement de méthodes multi-résidus. Ce support a été
testé par Riches et al, dans une étude visant I'extraction des AMPA dans des matrices biologiques. La
méthode développée permet des extractions de I'ordre de 90% pour tous les AMPA excepté pour I'EMPA
(analyte le plus polaire) qui a été extrait avec un taux de 24% a partir d’'un 1 ml d’urine et montre une bonne
sensibilité qui peut avoisiner 0.5 ng/ml [122]. Cependant, la méthode exige une dérivation par le
pentafluorobenzyle en présence de carbonate de potassium avant I'analyse par GC/MS, ce qui a impliqué le
recours a une autre cartouche Bond-Elut Florisil SPE afin d’éliminer I'excés d’agent de dérivation et limiter la
maintenance du GC en prolongeant la durée de vie de l'insert au niveau de l'injecteur [122]. En plus, la
procédure présentée est considérée tres fastidieuse. En effet, elle implique 3 étapes d’évaporation a sec
suivie de 3 reconstitutions (une fois dans I'acétonitrile et deux fois dans du dichlorométhane). Dans cette
procédure l'acétonitrile a été surtout utilisé comme solvant d’élution sur le support Oasis HLB et le

dichlorométhane comme solvant d’élution sur le support Bond-Elut Florisil.

Dans la littéraire, des méthodes SPE C18 ont également été développées, mais elles affichent des
taux d’extraction trés faibles par rapport aux méthodes SPE basées sur I’échange d'ions [127]. Afin d’assurer
une meilleure extraction des AMPA, une approche basée sur I'utilisation des agents d’appariement d’ions
(IP) a été adoptée. Ces agents d’appariement d’ions permettent d’augmenter la rétention des composés
hautement polaires et ionisables sur des supports hydrophobes [128]. Ces réactifs contiennent typiquement
une partie apolaire, telle qu'un hydrocarbure aliphatique a longue chaine, et une partie polaire ionizable,
telle qu'un acide ou une base. La partie polaire du réactif interagit avec le groupement chargé sur I'analyte,
formant ainsi une "paire d'ions". Tandis que la partie non polaire interagit avec les greffons hydrophobes de
I'adsorbant. La rétention d'un analyte peut étre augmentée en augmentant la concentration du réactif

d’appariement d’ion et/ou en augmentant la longueur de la chaine carbonée.

Saradhi et al, ont eu recours au tetrabutylammonium bromide (TBAB) comme agent IP pour
I'extraction des produits de dégradation des agents chimiques de guerre (méthyl, éthyl, propyl)
phosphoniques, thiodiglycolique et benzilique) de I’eau de robinet sur une cartouche SPE (C18). L’analyse a
été faite par GC/MS-El aprés dérivation de 'extrait obtenu aprés évaporation a sec de la fraction d’élution

résultante de la SPE et sa reconstitution dans I'acétonitrile. La méthode développée a conduit a des taux
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d’extraction dépassant les 90% pour les AMPA les moins polaires. Cependant des taux d’extractions faibles
ont été obtenus pour les acides méthylphosphonique et éthylphosphonique (20.6 % et 35.8 %,
respectivement), avec une limite de détection dans I'intervalle de 5 a 50 pg/L [129]. Afin d’améliorer leur
rétention, les auteurs ont utilisé le phényl triméthyl ammonium hydroxyde (PTMAH) comme agent IP sur un
support SPE a base de charbon actif. Le PTMAH agit aussi comme agent de dérivation pendant la SPE car il
permet la méthylation pyrolytique in-situ des AMPA dans le port d’injection du GC-MS évitant ainsi a la
nécessité d’une étape supplémentaire de dérivation. Cette nouvelle méthode a permis d’obtenir des taux
d’extraction dépassant 95%, et une limite de détection de I'ordre de 10 ng/mL, compatible avec les prérequis
des tests de compétence de I'OIAC. Cependant la méthode proposée consomme un volume d’échantillon
important (5 ml) et elle n’a pas été testée pour les échantillons réels. De plus, la méthode nécessite plusieurs
étapes comme le séchage de I'extrait par une autre cartouche de sulfate de sodium anhydre (1 g, 6 mL) ou la
concentration de I'extrait sous flux d’azote. Les auteurs ont aussi reconnu la limite d’applicabilité de leur
méthode sur des matrices trés acide [127]. Par ailleurs, et trés récemment, le méme groupe a encore estimé
gue méme si les méthodes IP en association a la SPE présentées auparavant étaient simples et rapides, les
esters méthyliques obtenus conduisaient souvent a [I'observation de trainées de pic sur les
chromatogrammes apreés injection des extraits sur colonnes non polaires ce qui nuit a la sensibilité de la
méthode. L'utilisation de I’hydroxyde de tetrabutylammonium pour une butylation (TBAH) in situ des AMPA
pendant I'étape d’élution en SPE a permis d’améliorer de la forme des pics des analytes, les temps de
rétention et la sensibilité. Par cette méthode, de tres bons taux d’extraction allant de 85% a 110% en
fonctions des analytes cibles couplées a une excellente sensibilité avec des limites de quantification de I'ordre
de 1 ng/mL ont été obtenus. Cependant , en plus de I'aspect fastidieux de mise en ceuvre du aux multiples

étapes, cette méthode n’est applicable qu’a des matrices de pH supérieur a 10 [130].

Tres récemment, le groupe de Weissberg a présenté la méthode la plus sensible pour I’extraction des
AMPA a partir des échantillons d’urines. Des LOQs de I'ordre de 0.1 ng/mL pour 'EMPA, 0.05 ng/mL pour
I'iPrMPA et 0.001 ng/mL pour le CMPA ont été atteintes. Cette méthode est basée sur la technologie SPE
hybride combinant deux cartouches de résine a base de (Ba/Ag/H) pour I'élimination des interférences
(anions inorganiques, y compris les sulfates et les halogénures) et la cartouche a base d’oxyde de zirconium
(Zr0O,) pour I'enrichissement des AMPA (voir Figure 15). En effet, les composés ciblés sont considérés comme
de bases fortes de Lewis en raison de leur groupe phosphonate électronégatif qui leur confere une forte

affinité pour les phases en ZrO2 [131].
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Figure 15 : Schéma montrant une méthode SPE hybride, adapté de [131].

En parallele a I'utilisation des phases SPE commerciales, d’autres adsorbants synthétisés a I'échelle
du laboratoire ont été utilisés. Il s’agit de phases a base de polyméres a empreintes moléculaires (MIP) qui
ont été développées de maniere a assurer une meilleure sélectivité pour les analytes d’intérét dans des
matrices complexes. Il s’agit de polyméres réticulés, stables et hautement sélectifs dont les propriétés
spécifiques sont dues a la voie de leur synthése. En effet, ils sont obtenus par copolymérisation de
monomeres avec une molécule empreinte, puis par réticulation du polymeére autour du complexe empreinte-
monomere. Apreés cette polymérisation, les molécules empreintes sont éliminées avec des solvants
appropriés, laissant dans la structure du polymére des cavités de forme et de taille complémentaires avec la

molécule cible. Les étapes de synthése sont illustrées sur la Figure 16 [132].
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Figure 16 : Schéma montrant la synthése de polyméres a empreinte moléculaire (MIP) [132]
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Un MIP a base d’acide méthacrylique (MAA) utilisant le PMPA comme molécule empreinte a été
utilisé avec succes par Meng Zi-Hui et al, pour I'extraction des AMPA (PMPA, iPrMPA et EMPA) du sérum
humain. Cependant, les auteurs ont reconnu que des améliorations de leur méthode devraient étre
effectuées pour diminuer la limite de détection et augmenter l'intervalle de linéarité de la méthode et surtout
alléger la procédure d’extraction qui implique plusieurs étapes. En effet, le support utilisé devrait étre
d’abord conditionné avec 5 ml de HCI (30 %), 50 ml d'eau distillée et 5 ml d'acétonitrile a un débit de 1,5
ml/min. Ensuite, une extraction liquide-liquide doit étre faite sur le sérum pour disposer d’une phase en
acétonitrile qui apres son séchage sur du Na,SO4 anhydre sera appliquée a plusieurs reprises sur la cartouche
SPE préparée (10 fois). Ensuite, cette derniere fera I'objet d’une élution répétée a cinq fois et les éluants

obtenus seront combinés et concentrés avant I'analyse [133].

De méme, Moullec et al, ont réussi a synthétiser un MIP similaire a celui de I'étude précédente a
base de MAA comme monomeére et de PMPA comme molécule empreinte pour I'extraction de 'EMPA des
échantillons de sols. Cependant les limites du MIP présenté était sa faible capacité (97 ug/g), et sa sensibilité
a la présence d'eau dans le milieu de percolation ou de lavage qui ont tendance a perturber les interactions
sélectives basées sur les liaisons hydrogéne [134]. Mais d’'une maniéere générale, la grande limite des MIP
réside dans la possibilité de générer des faux positifs a cause du relargage de la molécule prise comme
empreinte moléculaire pour la synthése du MIP. Ceci combiné la non commercialisation de ces supports
constitue un frein majeur pour leur mise en place comme supports dans le cadre des tests de I'lOAC

[135][134][136].

De fagon générale, I'utilisation de la SPE en différé (off-line) présente plusieurs inconvénients. Elle
nécessite souvent une étape d’évaporation de la fraction d’élution afin de reconcentrer I'extrait et de gagner
en facteur d’enrichissement et/ou le changement de solvant permettant I'injection dans le systeme
analytique. De plus, seule une fraction de [I'extrait est réellement injectée dans le systeme
chromatographique limitant ainsi la sensibilité de la méthode, qui est alors compensée par la percolation
d’importants volumes d’échantillons afin d’améliorer le facteur d’enrichissement. Ces inconvénients peuvent
étre éliminés en travaillant par couplage de la SPE en ligne avec le systeme chromatographique. En effet, une
SPE en ligne offre divers avantages, entre autres, en minimisant les manipulations de I"échantillon, en
automatisant les injections de I’échantillon, en utilisant un volume d’échantillon plus faible, en augmentant
le nombre d’extractions possibles dans un méme intervalle de temps, en éliminant les risques de perte
d'analytes par évaporation ou par dégradation au cours des étapes de traitement de I'échantillon, en utilisant
moins de solvant organique et finalement en étant globalement moins couteux a long terme [137]. La Figure

17, illustre la configuration de cette technique en ligne couplée a la chromatographie en phase liquide [138].
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Figure 17 : Configuration de la SPE-LC pour I’étape de percolation de I’échantillon (A) et d’élution (B), adapté de
[138].

La SPE en ligne pour I'extraction et I'analyse des AMPA a été étudiée par un groupe de chercheurs
relevant du centre norvégien de recherche sur la défense (FFI) qui I'a appliqué a trois reprises pour le
traitement de différents types d’échantillons [83][50][84]. Différents dispositifs ont été proposés : une SPE
sur carbone graphitique poreux (PGC) associée a une colonne HILIC pour la séparation des AMPA en LC dans
I’eau environnementale [83], une SPE sur oxyde de zirconium (ZrO;) associée a une colonne en phase inverse
(RP) dans des extraits aqueux de sols [50] et une SPE sur oxyde de zirconium (ZrO,) associée a une colonne

HILIC dans des fluides biologiques (urines et sérums humains) [84].

Parmi ces travaux, une comparaison de 4 phases, a savoir PGC, MAX, ZrO; et oxyde de titanium
(TiOz), a montré que la phase en ZrO; a plus de potentiel pour I'extraction des analytes étudiés [50].
Cependant afin de réussir I'extraction de ce type d’analytes dans des échantillons d’urine et de sérum
humain, une extraction liquide-liquide avec ajout de sel (Salting-out assisted liquid-liquid extraction : SALLE)
est nécessaire en amont de la SPE en ligne. La séparation des analytes a été réalisée par chromatographie
liquide a interaction hydrophile (HILIC) plus adaptée au contexte au vu de la phase éluante riche en phase

organique utilisée pour I’élution des analytes de I’adsorbant utilisée pour la SPE.

La SPE en ligne souffre cependant de certaines limitations comme la capacité de charge limitée non
a cause de I'adsorbent mais a cause de certains automates qui ne permettent pas la percolation de grands
volumes d’échantillon mais surtout de l'incompatibilité de certains supports avec le systéme séparatif
sélectionné. En effet, dans le couplage en ligne, I’élution du support SPE contenu dans la précolonne est
assurée par la phase mobile dont la composition est fixée en fonction du mode chromatographique choisi et
donc de la colonne analytique sélectionnée pour effectuer la séparation. La non-compatibilité certaines
phases telle que la MAX a été soulignée [50]. De plus, les précolonnes étant réutilisables, un probléme de

contamination peut avoir lieu entre les différentes injections [83]. Par ailleurs, elle est sensible a d’autres
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phénoménes tels que I'accumulation de pression dans la colonne et le colmatage. Par conséquent, ces
systemes doivent souvent étre remplacés, ce qui augmente les colts pour les laboratoires visant des analyses

a haut débit [139]

Les méthodes SPE ont été souvent utilisées et appliquées dans le domaine de I'extraction des agents
chimiques de guerre et leurs produits de dégradation [40]. Cependant la majorité des méthodes se font
manuellement et séquentiellement sur chaque échantillon. Pour pallier au manque de débit de la méthode,
des systémes SPE a 96-puits ont été utilisés et automatisés [140][141][82]. Cependant, toutes ces méthodes
sont consommatrices de solvants et générent de grandes quantités de déchets chimiques. A titre d’exemple,
I'une des études consomme plus de 25 ml de solvants pour I'extraction des AMPA d'un échantillon d’un
millilitre d’urine [82]. Ainsi, elle a été considérée comme non-verte et non respectueuse de I'environnement
avec un impact environnemental élevé. De plus, ce type de préparation d'échantillon est connu pour étre

colteux selon le type et le nombre de cartouches utilisées par échantillon.

11.2.3. Les méthodes miniaturisées

Les progrés réalisés dans le domaine de la préparation des échantillons sont importants et ont
augmenté de maniere significative ces derniéres années. L'une des avancées les plus importantes dans ce
domaine implique la miniaturisation des techniques d'extraction basées sur les procédures classiques de

préparation d'échantillons telles que I'extraction liquide-liquide et I'extraction sur phase solide.

Ces techniques modernes ont pris de I'importance face aux méthodes traditionnelles car elles

minimisent la consommation de solvants organiques ainsi que le volume d'échantillon.

11.2.3.1. La microextraction en phase solide (SPME)

La microextraction en phase solide (SPME) est une méthode miniaturisée de preconcentration basée
sur le partage des analytes entre I’échantillon et une faible couche de polymere (7 a 100 um) enrobant
I'extrémité d’un barreau de silice sur 1 cm. La Figure 18 illustre la constitution d’'une fibre SPME et son
utilisation. Cette méthode basée sur un équilibre de partage conduit a une extraction non exhaustive,
contrairement a la SPE mais s’avere simple, portable, peu colteuse et ne nécessite aucun solvant. Elle a été
développée par Pawliszyn et al, en 1990 [142] puis commercialisée a partir de 1993 et est applicable a tous
types d’échantillons liquides, gazeux et solides. Plus de 13000 articles ont été publiés en se basant sur le
travail de Pawliszyn selon Web of science. Ceci ne peut que témoigner de I'intérét porté a cette technique

dans le domaine de la recherche.
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Figure 18 : Constitution de la seringue SPME et son utilisation, adaptée de [143].

La SPME était initialement associée a la chromatographie en phase gazeuse (GC) pour la
détermination des composés organiques volatils et modérément volatils dans différents types
d'échantillons environnementaux (sol, eau, air) [144], alimentaires [145] ou biologiques [146]. Dans ce cas
la désorption des composés de la fibre se fait directement par thermodesorption dans un injecteur de GC
congu pour cette technique. Par la suite, cette technique a également été utilisée avec la chromatographie
en phase liquide pour I'analyse des composés et des produits chimiques thermo-dégradables et faiblement
volatils qui ne peuvent pas étre analysés par GC directement [147]. Dans ce cas la désorption est assurée par

immersion de la fibre dans un faible volume de solvant organique.

L'optimisation du processus d’extraction de l'analyte par SPME est basée sur I'équilibre entre
I'analyte dans I'échantillon (solution ou espace de téte) et le polymere enrobant la fibre, ce qui nécessite de
prendre en compte la nature de la phase stationnaire de la fibre, le pH de la solution, la force ionique, le
temps d'échantillonnage, I'agitation et la température de désorption. Ces parameétres peuvent varier
considérablement en fonction de la polarité, de la volatilité et de la taille de I'analyte qui entrainent un

processus de désorption compétitif [56].

En ce qui concerne le domaine de I'analyse des agents chimiques de guerre et leurs produits
chimiques associés, la SPME a été largement décrite dans la littérature comme en témoignent deux revues

publiées pour ce domaine [147][148].

Un intérét particulier a été accordé a I'utilisation de la SPME lors des inspections effectuées sur le
terrain par les inspecteurs de I'OIAC tel que le montrent les premiers essais d’adaptation de la technique

pour une utilisation sur le terrain entrepris par un groupe de chercheurs relevant du Laboratoire National
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Lawrence Livermore en 1994. En effet, ils ont réussis a détecter certains produits résiduels de la synthése
d’agents neurotoxiques et d’autres produits comme le thiodiglycol (TDG), un produit de dégradation de

I'ypérite mais a des niveaux de concentration trés élevés (> 30 pug/ml) [149].

En 1999, I'équipe singapourienne de I'agence de recherche de la défense nationale a utilisé une
microfibre SPME en carboxen avec une dérivation in-situ pour extraire 'acide éthyl méthylphosphonique
(EMPA), I'acide méthylphosphonique (MPA), et I'acide n-pro-pylphosphonique (nPPA) dans I'eau désionisée.
Plusieurs parameétres tel que le type de la fibre, I'effet du pH et du contenu en sels et la température de
dérivation ont été optimisée, permettant d’atteindre des limites de détection de I'ordre de quelques ng/ml
dans ce milieu pur [150]. De méme, Koryagina et al, ont procédé en 2016 a la détermination des AMPA dans
des échantillons d'urine par SPME en utilisant une microfibre StableFlex 50/30 DVB/Carboxen/PDMS. Cette
derniere a été d’abord conditionnée pendant 15 min dans l'injecteur a 280°C puis exposée pendant 5 minutes
dans un flacon rempli de I'agent de dérivation MTBSTFA. Elle a ensuite été immergée dans I'échantillon
pendant 30 minutes sous une agitation continue. Aprées avoir retiré la fibre, une dérivation des composés
ciblés a été réalisée pendant 15 minutes en phase vapeur, et ce par son placement dans le flacon contenant
le réactif de silylation. Enfin, la désorption thermique des analytes a été effectuée dans l'injecteur pour
entamer leur analyse. Cette méthode de SPME permet de combiner I'extraction d'échantillons a partir d'une
matrice, la préconcentration, la dérivation et I'injection en une seule étape d'analyse. Cependant les auteurs
évoquent certains problémes liées a la reproductibilité des résultats qui ne peuvent étre fixés qu’avec le
maintien précis des conditions opératoires et surtout le recours a 'utilisation des étalons internes [97]. Par
ailleurs, la SPME présente plusieurs autres limitations : les fibres SPME ont un cout trés élevé et leur durée
de vie est limitée puisqu’elles se dégradent au fur et a mesure de leurs utilisations. La perte partielle de leur
phase stationnaire impacte directement la résolution par une génération de pics qui peuvent causer une co-
élution avec les analytes d’intérét. De plus, quand la SPME est couplée a une séparation en GC, un probléme
de contamination entre les différentes injections est possible impliquant la nécessité d’élever la température
de désorption et de refaire le conditionnement de la fibre plusieurs fois ce qui est trés fastidieux et entraine

des colts supplémentaires importants [151].

Bien que les fibres SPME disponibles dans le commerce sont actuellement congues pour I'analyse
d'une large gamme de produits chimiques, de nouveaux revétements de fibres SPME devraient étre
développés pour augmenter la sensibilité, abaisser les niveaux de détection et augmenter la sélectivité pour

la détermination des produits de dégradation d’armes chimiques.

Pour améliorer la sensibilité de la SPME et remédier au probléme de fragilité des fibres SPME, de
nouvelles approches basées sur I'augmentation de la quantité de la phase utilisée avec des géométries

différentes ont été adoptées comme c’est le cas pour Microextraction sur barreau aimanté (SBSE)[152].
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11.2.3.2. La microextraction sur barreau aimanté (SBSE)

La technique de microextraction sur barreau aimanté (Stir Bare Sorptive Extraction, SBSE) a été mise
en place initialement par Erik Baltussen et al, pour extraire des analytes d’hydrocarbures aromatiques
polycycliques d’'une matrice aqueuse en 1999 [152]. Elle est basée sur le méme principe de fonctionnement
que la SPME. Son dispositif est présenté sur la Figure 19. Il s’agit de barreaux de 10 a 20 mm de long enrobés
de 0,5 a1 mm de PDMS, soit un volume de phase compris entre 24 et 126 uL au lieu de 0,5 pL pour les fibres
les plus épaisses de SPME. Le barreau est introduit dans I’échantillon liquide et agité par le biais d’un agitateur
magnétique. Apres un temps d’extraction suffisant a optimiser, le barreau est retiré de I’échantillon, séché,
introduit dans un tube, puis installé sur un passeur de chromatographie en phase gazeuse pour effectuer une

thermodésorption des analytes qui y sont piégés [153].

Tige magnétique verre

|

Revétement PDMS

Figure 19 : Présentation de la technique SBSE, adapté de [154].

Les analytes peuvent également étre désorbés en ayant recours a un solvant, puis étre injectés en

chromatographie en phase liquide. La société Gerstel GmbH & Co a automatisé ce processus [155].

Tout comme en SPME, il est nécessaire d’optimiser de nombreuses conditions pour obtenir une
extraction efficace comme la température et durée d’extraction. Le barreau utilisé pour la SBSE est plus
robuste que les fibres utilisées en SPME et présente I'avantage de posséder une quantité de phase
stationnaire jusqu’a 250 fois plus importante permettant d’augmenter par ce facteur la quantité d’analyte

extraite et ainsi de gagner en sensibilité pour des analytes polaires trop faiblement extraits en SPME [156].

Cependant, en raison du caractere apolaire du PDMS, seule phase commercialisée pour le SBSE, elle
a été principalement appliquée pour extraire des composés non polaires ou faiblement polaires, et a échoué
dans I'extraction de composés fortement polaires comme les phénols [157]. Des tentatives ont été effectuées
pour trouver des alternatives au PDMS comme revétement. Mais il apparait que les matériaux testés ont

montré de nombreuses limites, entre autre le « bleeding » excessif lors de la thermodésorption, la non-
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reproductibilité des revétements ou juste des améliorations légeres en comparaison au PDMS, et qui ne

constituent pas un intérét justifiant son introduction commerciale [158].

Par ailleurs et afin de résoudre cette problématique d’affinité des analytes polaires sur les
revétements de la SBSE en PDMS, une autre approche qui implique le recours a la dérivation en son mode

in-situ, c’est-a-dire diminuer la polarité des AMPA par dérivation afin de pouvoir les extraire [158].

Une seule étude visant I'extraction des AMPA avec cette technique a été rapportée. Cela est
surement dd a la non existence de phases adaptées pour I'extraction de ce type d’analytes tres polaires. En
effet, Li et al, ont dl concevoir une nouvelle phase a I’échelle du laboratoire a partir d’'une SBSE commerciale
en PDMS pour disposer d’une phase finale riche en oxyde de zirconium (ZrO;) capable d’extraire les AMPA,
comme déja évoqué dans la partie SPE. La méthode finale présentée a montré un trés grand potentiel pour
I’extraction des AMPA dans leur état non-dérivés avec des taux d’extraction supérieurs a 94% pour les trois
analytes étudiés (MPA, EMPA et PMPA) apres 20 minutes d’extraction et 20 minutes de désorption dans une
solution de NH4OH et de méthanol dans un bain ultrason. Des limites de détection de I'ordre de 15 ng/ml ont
été obtenues aprés analyse par CE-UV indirecte dans des eaux environnementales mais les volumes

d’échantillons utilisées étaient importants (10 ml) [159].

11.2.3.3. La microextraction en phase solide dispersive (DSPE)

La microextraction en phase solide dispersive (DSPE) consiste a disperser des particules solides
dans un échantillon généralement aqueux (étapes a et b de la Figure 20). Le fait de travailler généralement
avec des particules de faibles granulométrie voire des nanoparticules augmente la surface spécifique
disponible et donc la surface de contact entre les analytes et I'adsorbant par rapport a une extraction SPE
traditionnelle. Comme en SPME et SBSE, le mécanisme de partage impose un temps d’équilibre suffisant
pour que les composés soient extraits par les particules. Aprés centrifugation ou I'utilisation d’un aimant
(dans le cas de particules magnétiques), pour séparer les particules de phase du surnageant, un solvant
organique approprié est ensuite utilisé pour éluer les analytes de I'adsorbant solide, étape nécessitant a
nouveau une mise a I'équilibre. L'extrait organique est ensuite injecté pour analyse par une technique

appropriée aprés une éventuelle étape de reconcentration par évaporation.
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Figure 20 : Représentation de la technique de microextraction en phase solide dispersive (DSPE), adapté de [160]

La DSPE utilisant une phase Oasis HLB a été utilisée dans le domaine des armes chimiques pour
I'analyse, lidentification et la quantification des marqueurs et produits de dégradation des agents
neurotoxiques tel que des acides diméthyle méthylphosphonique (DMMP), dipropyle méthylphosphonique
(DPMP), di-isopropyle méthylphosphonique (DIMP) et dihexyle méthylphosphonique (DHMP) dans des

matrices aqueuses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) [161].

Par ailleurs de nouvelles résines HLB ont été aussi synthétisés et testées pour une meilleure
extraction des agents chimiques toxiques et leurs produits de dégradation a l'instar de la résine hybride
magnétique (MHLB) constituée de particules sphériques avec une taille de 200—260 nm, préparée par
polymérisation a partir de N-vinylpyrolidone (PVP), divinylbenzéne (DVB) comme monomere et des
nanoparticules de Fe,03 (matériau magnétique) [162]. Les avantages de la méthode développée grace a cette
nouvelle résine faite-maison est la mouillabilité a I'eau, la finesse des particules assurant un transfert de

masse rapide des analytes, la désorption facile des analytes et la simplicité opérationnelle.

Dubey et al, ont aussi utilisé la microextraction en phase solide dispersive magnétique (MDSPE)
comme technique d’extraction de plusieurs agents chimiques toxique de guerre comme le sarin et le tabun
et leurs marqueurs comme l'acide di éthyle méthylphosphonique (DEMP) d’une matrice organique
(dodécane, n-hexane et huile de silicium. Pour se faire, ils ont synthétisé un nouvel adsorbant magnétique
(nanoparticules de Fe;Os qui ont été enrobés d’acide méthacrylique-co-éthylene glycol diméthacrylate,
Fe,0;@Poly(MAA-co-EGDMA). La méthode développée avec ce nouveau support a permis d’obtenir des taux

d’extraction allant de 53 a 97% en fonction des composés [163].
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Cependant toutes ces méthodes sont fastidieuses et nécessitent un choix judicieux de la phase
solide a utiliser pour I'extraction a I'instar de toutes les extractions sur phase solide. De plus, I'étape de

désorption des analytes peut étre source de nombreux problemes notamment de contamination.

En ce qui concerne les AMPA, aucun travail impliquant I'utilisation de ce type de traitement de
I’échantillon n’a été mentionné dans la littérature. Probablement, a cause du manque d’une phase

adsorbante adéquate pour ce type d’analytes.

11.2.3.4. La microextraction sur simple goute (SDME)

Le développement de la miniaturisation de I'extraction liquide-liquide durant les deux derniéeres
décennies a conduit au développement de la SDME (Single Drop Microextraction) [164][165] ou les analytes
d’intérét sont extraits d’'une phase aqueuse par une petite goutte de solvant organique non miscible
suspendue a la pointe d’'une micro seringue. La goutte est ensuite rétractée dans la micro seringue avant

d’étre injectée dans un systéme d’analyse chromatographique pour analyse [166] [167][168][169].

La SDME a été développée principalement pour : (i) réduire la consommation des solvants ; (ii)
augmenter la pré concentration des analytes (iii) éliminer le recours a une étape d’évaporation (iv) et

améliorer la compatibilité de I’échantillon avec la LC.

Liu et Dasgupta ont été les premiers a mettre en ceuvre cette technique d’extraction, en proposant
un systéme d’extraction de goutte-a-goutte dans lequel une microgoutte d'un solvant organique non miscible
a l'eau (1,3 pL), suspendue dans une goutte plus grande de I'échantillon aqueux. La phase aqueuse
(I’échantillon) est délivrée en continu dans la goutte externe et elle est aspirée en méme temps pour assurer
un flux continu d’échantillon. L’analyse a été réalisée par un détecteur d'absorbance a base de diode
électroluminescente. En effet, la préconcentration de I'analyte dans la goutte organique lui fait changer sa
couleur, ce qui est mesurable et correspond a maximum d’absorbance. La Figure 21 présente le dispositif de

cette technique tel que proposé par ses inventeurs [164][151].
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Figure 21 : Représentation de la technique SDME telle que proposée par Liu et Dasgupta [164]
Cantwell et al, ont été les premiers a développer une SDME directement compatible avec un systeme
chromatographique [168][165]. La Figure 22 présente une configuration simple de cette technique. Il s’agit

de I'utilisation d’une seringue pour manipuler la phase acceptrice (la goutte) pour permettre son injection

directe en GC [170] et/ou en LC [171].
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Figure 22 : Configuration du systeme SDME (travaux de Cantwell), adapté de [168].

Plusieurs travaux ont été publiés en utilisant cette technique de préparation de I’échantillon [172]
mais surtout pour I'extraction de composés hydrophobes comme le Sarin, le cyclo-sarin, I'ypérite et certains
de leurs marqueurs dans des matrices agueuses. Dans le méme domaine, Park et al, [173] ont utilisé la SDME
avec paire d’ions suivie d’une analyse par GC-MS pour la détermination des produits de dégradation des
agents toxiques de guerres : EMPA pour le VX, PMPA pour le GD, TGA pour le HD et BA pour le BZ dans I'eau
pure. Les analytes de nature acide ont formé des complexes avec I'agent de paires d’ions, le bromure de

cétyltriméthylammonium (CTAB), avant d’étre extrait dans une goutte de chloroforme contenant un agent
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de dérivation (MTBSTFA) pour permettre une dérivation in-situ dans le port d’injection du systéme GC. Les
facteurs d’enrichissements étaient de 1 et 276 pour 'EMPA et le PMPA, respectivement et les limites de

détections étaient de I'ordre de 0.05 ng/ml dans 'eau pure.

Xu et al, ont proposé une autre configuration de la SDME. Leur méthode consiste en une extraction
initiale dans un film d’octanol, puis une extraction dans une goutte de phase aqueuse présente dans ce film
tel que montré sur la Figure 23. Ainsi, ils ont réussi a extraire quatre produits de dégradations des agents
neurotoxiques a savoir le MPA, I'EMPA, I'iPrMPA et le CMPA. Lors de cette étude les analytes ciblés ont été
convertis a leurs états de complexes paires d’ions et d'importants facteurs d’enrichissements ont été

obtenus, variant de 450 a 11900 [174].

Micra-seringue de &C

Phase acceptrice smperdw\

Octanol

Phase aqueuse — ____§

Agitateur > =m—

Figure 23 : Systeme SDME des AMPA, adapté de [174].

Cependant, il existe certains problémes qui peuvent engendrer des limitations a cette technique, tels
gue l'instabilité de la goutte au contact des matrices complexes qui peut étre perdue lors de I'extraction sous
agitation. Aussi les variations causés par I’évaporation du solvant pendant I'extraction, peut nuire a la

répétabilité [166].

11.2.3.5. La microextraction liquide-liquide dispersive (DLLME)

La micro extraction liquide-liquide dispersive (DLLME) a été introduite par Assadi et al, en 2006 pour
I"analyse des hydrocarbures poly-aromatiques cycliques dans I'eau. Elle consiste a injecter dans I’échantillon
aqueux un faible volume de solvant extractant (5-100 pl), non miscible avec I'eau, dilué dans un solvant
dispersif (0,2-1 ml). Les analytes sont extraits de la phase aqueuse et récupérés dans le petit volume de phase
organique apres centrifugation du mélange. Ses différentes étapes sont présentées sur la Figure 24 [175].

Initialement, le mélange binaire composé de solvant dispersif et de solvant extractant est injecté dans
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I’échantillon. Un état trouble est vite constitué. Suite a lequel une étape de centrifugation doit étre accomplie
pour séparer les phases. La phase sédimentée est finalement récupérée pour analyse. La DLLME est
actuellement un domaine de recherche tres actif et prés de 2500 publications existent dans la littérature
avec pres de 531 articles rien que pour la période 2019-2022. La majorité de ces articles présentent la DLLME
pour une application a partir d'échantillons d'eaux (analyse environnementale), d'aliments et de boissons.
Ceci est d{ a sa simplicité de son fonctionnement, sa rapidité et surtout elle ne nécessite aucun équipement

spécialisé [176].

Récupération phase
sédimentée

Etat trouble

Micro-seringue (1ml) (Cloudy state)

o> >

.. ) Centrifugation
Echantillon — 2~ 7‘/ % .4
Gouttes de Phase
solvant sédimentée

Figure 24 : Représentation de la technique de micro extraction liquide-liquide dispersive, adapté de [175]

Malgré les applications nombreuses de cette technique, aucune étude dans la littérature n’a
mentionné son utilisation pour I'extraction des AMPA, probablement a cause de la difficulté de trouver les

solvants adéquats pour leur extraction.

En dehors des avantages de la technique, cités précédemment, elle présente certains inconvénients
comme |'utilisation de solvants halogénés toxiques, tels que le chlorobenzene, le chloroforme ou le
tétrachlorure de carbone, et le fait que son automatisation pour le traitement haut débit des échantillons
reste dans ses débuts et pas encore suffisamment mature. Par ailleurs, peu d’applications de cette technique
sur des échantillons de sérum et de sang ont vu le jour et ce a cause des propriétés émulsifiantes de ces
échantillons qui posent probléme lors du protocole d’extraction. En effet, ces échantillons constituent des

mélange hétérogene avec la phase a extraire rendant la séparation de phase difficile [176].

11.2.3.6. La microextraction liquide-liquide assistée par fibre creuse (HF-LPME)

Pedersen-Bjergaard a introduit en 1999 une technique de microextraction, initialement appelée

microextraction liquide—liquide—liquide (LLLME) pour pallier les inconvénients associés a la stabilité des
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gouttes et a la surface de solvant limitée de la SDME [177][178]. Cette technique a été ensuite connue sous
le nom de microextraction liquide-liquide assistée par fibre creuse (HF-LPME). Il s’agit d’un nouveau mode
de LPME basé sur l'utilisation de fibres creuses économiques et jetables comme support de la phase liquide
extractante. La HF-LPME figure parmi les techniques membranaires dont le procédé d’extraction se fait a
travers un solvant organique qui est immobilisé dans les pores des parois d’une fibre creuse en polymere
pour donner ce qu’on appelle la membrane liquide supportée (SLM) ou membrane liquide. La fibre creuse
est ensuite placée dans la solution d’échantillon aqueux a analyser. Une solution acceptrice (qui peut étre
aqueuse ou organique) est contenue a l'intérieur de la fibre creuse. Quand le volume de la phase acceptrice
est généralement compris entre 5 et 50 L, celui de I'échantillon est par contre beaucoup plus important. Il
peut varier de quelques millilitres a un litre voire plus [179][180]. C’'est ce rapport important entre les
volumes des deux phases associé a un bon rendement d’extraction qui permet d’avoir d’excellents facteurs

d’enrichissements tel que donné par I'équation :

FE = Ca,finale _ R " Va

Cd,initiale 100 Vd
Ou R est taux d’extraction exprimé en pourcentage. Cq,initiale €St la concentration initiale de la substance a
analyser dans la phase donneuse et Csfinale €St la concentration finale de la substance a analyser présente
dans la phase acceptrice. V4 et V, représentent les volumes des phases donneuse et acceptrice,

respectivement.

Comparée a d'autres méthodes LPME, la HF-LPME présente une efficacité d'extraction plus élevée,
qui peut étre attribuée au processus de transfert de masse amélioré par I'agitation vigoureuse de
I’échantillon lors de I'extraction grace aux fibres creuses qui maintient le solvant organique. Cette agitation
permet de favoriser la convection dans la solution d'échantillon, ce qui n’est pas envisageable en SDME
puisque la goutte peut étre instable et facilement perdue lors de cette forte agitation. Par ailleurs, son
pouvoir de préconcentration a fait d’elle une technique de choix pendant les deux derniéres décennies. En
effet, des facteurs d'enrichissement élevés allant jusqu'a 27 000 peuvent étre obtenus par cette méthode
[181]. Ainsi, depuis son apparition, elle a été utilisée pour une large variété d’applications comme I'analyse
des phénols, des acides carboxyliques, des cestrogenes, des fongicides, des pesticides, de divers

médicaments et d’agents chimiques toxiques de guerre et de leurs produits de dégradation [178][182].

La fibre creuse en HF-LPME peut étre placée selon plusieurs configurations. Les plus connues dans la
littérature sont les configurations D et U. Cette derniére a été introduite lors du premier travail sur la HF-
LPME [177] et elle consiste a I'insertion d’une fibre creuse sous forme de lettre « U » dans I’échantillon. Ou

chacune de ses extrémités sont déja reliées a deux aiguilles en acier. La premiére servait a guider une micro-
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seringue dans la cavité de la fibre pour délivrer la solution acceptrice, tandis que la deuxieme aiguille est

utilisée pour faire sortir la phase acceptrice une fois I'extraction terminée.

En dépit des excellentes performances obtenues avec cette configuration, sa procédure de transfert

de la solution acceptrice reste difficile a mettre en ceuvre et surtout trés compliquée a automatiser.

C’est pour cette raison qu’une version simplifiée a été proposée. Il s’agit de la configuration D, qui
est la plus couramment utilisée. C’'est une version simplifiée ol une des extrémités de la fibre est directement
connectée a la micro-seringue qui a le double réle d’injecter et de récupérer la solution aqueuse apres le
processus d’extraction. L'autre extrémité n’a aucun role a jouer, elle est tout simplement scellée. La Figure

25 donne une illustration du dispositif de la HF-LPME sous ses deux configurations D et U [160][183].

Configuration U Configuration D
Injection

4
(

N‘ ‘

Analyte ciblé

Interférant

~ Collection Fibre

!
I
|
|
|
|
|
vl
|
|

(

Solution acceptrice

Fibre creuse

Echantillon

Figure 25 : Microextraction liquide-liquide assistée par fibre creuse en configuration D (a droite) : (a) phase donneuse
(b) fibre creuse avec sa phase organique (c) phase acceptrice. Et configuration U (a gauche) [160][183].

D’une maniére générale et quelle que soit configuration de la HF-LPME, les fibres creuses utilisées
sont de tres petites tailles, ce qui conduit a utiliser de petits volumes de solvant et donc de considérer cette
méthode comme une technique de microextraction. De plus, la quasi-totalité des systémes utilisés en HF-
LPME sont basés sur des fibres en polypropyléne (PP) car ce polymére hydrophobe est compatible avec un
grand nombre de solvant [184]. Le type de propyléne utilisé est le « Accurel Q 3/2 » de la société Membrana
avec un diameétre intérieur de 600 um, une épaisseur de 200 um, un diametre de pore de 0.2 um et dont la
porosité est d’environ 70 %. La grande porosité de ce polymere assure I'immobilisation de grandes quantités
de solvants dans la membrane [172]. La figure 26-A est une photo qui illustre les petites dimensions d’une
fibre creuse ainsi qu’'une photo 26-B prise par microscope électronique a balayage (MEB x1000) du

polypropyléne Accurel Q 3/2 qui constitue cette fibre.
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Il existe des tentatives visant a remplacer ce matériau par d’autres polymeéres. Jager et al, ont essayé
de remplacer les fibres creuses en PP par une fibre creuse Cellmax® en difluorure de polyvinyldene (PVDF)
pour I'extraction de la cocaine et ses métabolites mais sans succes [185], tandis que dans une autre étude,
les fibres en PVDF se sont avérées plus appropriées celles en PP pour extraire du flunitrazépam dans le plasma
et l'urine que [186]. Le méme constat a été fait lorsqu’une SLM constituée de fibre creuse en PVDF et
d’octanol a été comparée a plusieurs SLM constituées de fibres creuses en PP imprégnés par divers solvants
organiques pour l'extraction des pesticides organochlorés a partir des échantillons textiles [187]. Tres
récemment, un groupe de chercheurs chinois ont modifié la composition chimique des fibres creuses en PP
par I'ajout des nanoparticules de sépiolite. Il s'agit d'une silicate de magnésium hydraté de formule cellulaire
unitaire théorique MgsSi12030(0H)4:(H20)4-8H,0. Cette fibre a présenté une excellente force de liaison au
solvant et un excellent effet de transfert de masse par rapport a la technique d'extraction conventionnelle,
ce qui a pu améliorer |'extraction de cing agents de blanchiment fluorescents issus d’emballages plastiques

alimentaires [188].

MEB x 1000

Figure 26 : Photo de la fibre creuse : A) une section de la fibre creuse en HF-LPME en propyléne poreux vue par
microscope électronique a balayage (MEB x1000), B) Dimensions de la fibore comparée a une piece de 5 centimes
[189].

La HF-LPME peut étre également réalisée en deux modes différents selon le nombre de phases
liqguides impliquées. Ainsi, on évoque le mode biphasique (2 phases) ou triphasique (3 phases). Dans la HF-
LPME biphasique, la phase acceptrice est généralement composé du méme solvant organique que celui
utilisé pour former la SLM (Figure 27-a) [190]. Le systeme triphasique, consiste, quant a lui, en un systeme
aqueux-organique-aqueux dans lequel le solvant organique immobilisé dans la membrane est exposé a deux
phases aqueuses, d’une part la solution d'échantillon et la phase acceptrice située a l'intérieur de la fibre

creuse, pour assurer leur non miscibilité (Figure 27-b).
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Figure 27 : Microextraction liquide-liquide assistée par fibre creuse en mode biphasique et mode triphasique, adapté
de [191].

Phase organique
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Il convient de mentionner que I'avantage d’avoir ces deux modes réside dans la nature de I'extrait
final et sa compatibilité avec les instruments analytiques. En effet, I'extrait de nature organique obtenu avec
le mode biphasique est aisément compatible avec des analyses par GC tandis que I'extrait aqueux d’une HF-
LPME triphasique est compatible avec une analyse en LC [87]. Par ailleurs, la HF-LPME biphasique est mieux
adaptée a I'extraction des analytes hydrophobes non chargés, qui ne peuvent pas étre extraits efficacement
par le mode triphasique. En effet, cette classe d’analytes dispose d’une solubilité plus élevée dans les solvants
organiques que dans I'eau. Cependant quand il s’agit de I’extraction des analytes ionisables qu’ils soient de

caractére basique ou acide, la HF-LPME triphasique est beaucoup plus adaptée.

Dans le domaine des agents chimiques de guerre et leurs produits de dégradation, la HF-LPME a été
utilisée avec ses deux modes biphasique et triphasique a plusieurs reprises pour I'extraction des agents
parents et/ou leurs produits de dégradations. Le premier travail présenté en 2006 par I'équipe de VERTOX
(un laboratoire indien accrédité par I'OIAC) porte sur I'extraction par HF-LPME biphasique des agents
chimiques de guerre GA, HD et leurs analogues [192]. Lors de cette étude, le trichloréthyléne a été
sélectionné come solvant d’extraction. Des facteurs d’enrichissements allant de 41 a 231 ont été obtenus

avec des LODs dans 'intervalle de 0.1 a 10 ng/ml.

En parallele et dans la méme année, une équipe singapourienne du laboratoire DSO a présenté une
méthode HF-LPME biphasique similaire a I'étude précédente pour I'extraction des agents chimiques de
guerre (GB, GD, GA, VX et HD) a I'état de traces a partir d’échantillons d’eau pure et de boue. Le choix du
solvant pour I'extraction de ce type de composés a été encore optimisé en optant pour le chloroforme a au
lieu du dichlorométhane, toluéne, trichloréthylene et le tétrachlorométhane. Les facteurs d’enrichissement
de cette méthode n’ont pas été communiqués. Cependant, une nette amélioration des LODs a été observée
comparée a I'étude indienne. Lors de cette étude, les auteurs ont procédés a une comparaison entre les
performances de la méthode HF-LPME biphasique développée avec la SDME et la SPME en terme de

sensibilité pour mettre en avant la supériorité de la HF-LPME comme méthode de préconcentration [193].
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Il existe a ce jour 5 études qui ont utilisé la HF-LPME pour extraire les AMPA de différentes eaux,
Parmi ces études, 3 études ont eu recours a la HF-LPME biphasique et 2 a la HF-LPME triphasique. Le détail
des conditions opératoires de ces méthodes ainsi que leurs performances en termes d’extraction

(rendement, FE) et de sensibilité (LOD ou LOQ) sont répertoriées dans le Tableau 4.

En mode biphasique, I'extraction et I'analyse des AMPA ne peut se faire qu’aprés dérivation. Ainsi, les 3
méthodes HF-LPME en mode biphasique ont été associées a 'utilisation de 3 agents de dérivation différents :
le MTBSTFA (proposée par une I’'équipe singapourienne de Hian Kee Lee relevant du laboratoire DSO) [194],
le 1-bromopropane (proposée par une équipe indienne relevant du laboratoire VERTOX) [195] et le 1-
(diazométhyl)-3,5-bis(trifluorométhyl) benzene (35F) (proposée par une équipe finlandaise relevant du

laboratoire VERIFIN) [196].

Bien qu’étant la plus ancienne, la HF-LPME biphasique basée sur |'utilisation du MTBSTFA et
chloroforme (V: V, 1: 1) reste la plus performante [194]. Si on la compare a la HF-LPME biphasique basée
sur l'alkylation des AMPA par le 1-bromopropane [195], on constate que cette derniere implique une
procédure lourde de plusieurs étapes. De plus, cette méthode reste peu sensible comparée a celle basée sur
I'utilisation de MTBSTFA, qui permet d’atteindre des LOD 4500 a 5000 fois plus faibles. De plus, cette
procédure consiste a I’extraction directe des AMPA silylés, puisque la dérivation se fait in-situ, c’est-a-dire en

méme moment que I'extraction.
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Tableau 4 : Etat de I'art des méthodes HF-LPME en mode biphasique et triphasique pour I'extraction et I'analyse des AMPAs

Ajout . FE LOD*
Analytes Mode Matrice Vd/iva pHd/ desel | sovant | Membrane d’;/lgfzifon o Technique ou Ref
y (mi / pl) pHa (NaCl) (§ m (min) QU 1 Log*=*
(WV) P R(%) (ng/ml)
MPA, EMPA, 22216
iPrMPA, PMPA et CHCl5 / GC-MS 0.01—
d’autres produits Eau pure 3/5 0/ORG 33% MTBSTFA PP 1000 45 min (avec 0'54* [194]
de dégradation (1:1, v:v) 033336 dérivation)
du gaz moutarde
MPA, EPA, PIPA, GC-MS 100-
PPA iPrMPA, Biphasique Eau usée 15/8 13/0ORG 0% C2HCl3 PP 1000 30 min n.c (avec 750* [195]
PMPA dérivation)
Eau du
EMPA, iPrMPA, robinet, Heotane <40 GCMS | .
iBMPA, CMPA, eau de 4/5 1.8/0ORG >30% +p35F PP 400 70 min (avec 16** [196]
PMPA rivie're et <0.05 dérivation)
urine
oMPh, PenbIPA 12135 | [00ms | s
, Pen , . . 1-
HMPA, HepMPA, Eau pure 6/8 1/14 10% 1-octanol PP 900 60 min : (sans 100* [86]
PenlPA, MMPA 15318 | gerivation)
Triphasique | Eaupure,
MPA, EMPA, eau 0.3-225 LC-ESI--
iPrMPA, iBMPA, simulée, 0 . MS 0.013-
CpenMPA, cau de 3/6 1/14 30% | 1-octanol PP 600 50 min (sans 63 5%+ (87]
PMPA riviere et 6*103.45 | dérivation)
urine

35F : 1-(diazométhyl)-3,5-bis(trifluorométhyl) benzene, EPA : acide éthylphosphonique, PPA : acide propylphosphonique, PIPA : acide O-propyl isopropylphosphonique, MMPA :
acide méthyl méthylphosphonique ; PenMPA : acide n-pentyl méthylphosphonique ; HMPA : acide n-hexyl méthylphosphonique ; HepMPA : acide n-heptyl méthylphosphonique ;

PiPrPA: acide n-pentyl méthylphosphonique; CpenMPA : :
Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide
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La méthode présentée en 2016 par I'équipe finlandaise de VERIFIN [196] qui consiste au
remplacement du MTBSTFA utilisé précédemment et qui est connu pour sa sensibilité a I’'eau par un
agent de dérivation plus stable, a savoir le 1-(diazométhyl)-3,5-bis(trifluorométhyl) benzéne (35F). Si
cette méthode présente I'avantage d’une dérivation et d’une extraction simultanées en 70 minutes, la
récupération des AMPA dérivés reste I’étape la plus compliquée. Elle implique de couper la fibre creuse
en petits morceaux une fois I'extraction terminée, et de les mettre dans une solution d’heptane avant
une étape de 15 minutes de sonication. Le volume de la solution finale est enfin réduit par évaporation
partielle (sous flux de N,) jusqu’a obtention d’un volume d’extrait de 100 pl. Par ailleurs, les limites de
détections obtenues par cette méthode étaient 10 a 20 fois plus élevées que la méthode HFLPME

associée a |'utilisation du MTBSTFA [194].

Cette méthode parait donc la plus simple a mettre en ceuvre mais elle n’a été utilisée que pour
extraire les AMPA d’eau pure dopée. |l parait donc nécessaire de vérifier ses performances lors de son
application pour les échantillons biologiques. Les travaux de thése de Desoubries font mention d’essais
visant a prendre en main cette technique pour I'extraction du PMPA et du thiodiglycol (TDG : produit
de dégradation du gaz moutarde), et pour une éventuelle application au niveau du centre DGA MNRBC.
Cependant, les essais entrepris ont conclu a I'extréme difficulté de remplir la fibre en solvant
(chloroforme) sans que celui-ci ne s’évapore rapidement (pression de vapeur saturante : 21.2 kPa a 20
°C). Des précautions ont été prises pour réduire cette volatilité en éteignant les hottes aspirantes et
en introduisant la fibre rapidement dans I’échantillon. Ceci a pu résoudre le probléme partiellement,
car a la fin des expériences seulement des volumes de I'ordre de 3 uL (37%) peuvent étre récupérées
au lieu des 8 L initialement introduit. De plus, les extraits récupérés étaient souvent mélangés a de

I’eau provenant de I'échantillon et les FE étaient trés faibles, ne dépassant pas 1.

Toujours dans le méme contexte, Desoubries et al, a opté pour le remplacement du
chloroforme par un autre solvant moins volatil et connu pour son efficacité a extraire ce type de
molécules, le trichloréthylene, ce qui a permis d’augmenter grandement le FE (73 + 28.4) mais avec de
grands écarts type qui ont été expliqués par les variations de taux de conversion lors de dérivation par
le MTBSTFA. De plus, le probléme de I'eau était toujours présent dans I'extrait, compliquant les
analyses par GC-MS. Ainsi, il a été décidé d’abandonner cette approche d’extraction biphasique pour

tenter la HF-LPME dans son mode triphasique.

L’extraction des AMPA par un systéeme d’extraction liquide assistée par fibre creuse en mode
triphasique a été initialement présentée par I’équipe de VERTOX en 2009 [86]. La méthode présentée

était uniquement appliquée sur des échantillons d’eau pure pour I'extraction des AMPA suivants :
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iPrMPA, iBMPA, PMPA, PenMPA, HMPA, HepMPA, PenlIPA et MMPA. Lors de cette étude, seulement
deux solvants, le toluéne et le 1-octanol, ont été testés et le 1-octanol s’est avéré le plus adapté a

I"extraction des AMPA.

Apres optimisation de la méthode en termes de pH de la phase donneuse et de la phase
acceptrice, de temps d'extraction, de vitesse d'agitation et de concentration en sel (Tableau 5), la
méthode a été évaluée en terme de linéarité, de répétabilité, de sensibilité (FE et LOQ). Les coefficients
de corrélation étaient supérieurs a 0.98, les coefficients de variation (CV) étaient inférieurs a 10%, les

FE varient entre 11 et 135 et les LOD étaient dans la gamme de 0.1 a 100 ng/ml.

L'équipe de VERTOX n’avais pas pris en considération certains parametres opérationnels
importants en HF-LPME lors de son développement tel que les volumes des phases donneuse et
acceptrice, la température appliquée lors du processus d’extraction ou encore le temps d’immersion
de la fibre dans le solvant organique. De plus, elle ne I'avait pas évaluée sur des échantillons réels ni
pour extraire I’AMPA le plus polaire, a savoir le MPA. Aussi, Desoubries et al, ont réoptimiser la
méthode en 2012 ce qui a permis de multiplier les FE par environ 2.7 pour les analytes ciblés dans les
deux études (PMPA, iBMPA et iPrMPA). De plus I'association de cette optimisation de la méthode de
HF-LPME avec une méthode d’analyse en LC-MS plus sensible a permis d’améliorer la sensibilité de la
méthode globale de 12 a 30 fois. Les valeurs optimisées des parametres d’extraction en HF-LPME des

AMPA des deux méthodes précédentes dans I'eau pure sont présentées dans le Tableau 5.

L'application de la HF-LPME en mode triphasique pour extraire les AMPA des échantillons
d’urine a également été investigué. En dépit des pertes de performance en terme de facteurs
d’enrichissement (jusqu’a 2.6 pour le cPenMPA) causé par |'effet de matrice, la méthode reste
applicable avec des FE allant de 1.75 a 140 pour les 6 analytes ciblés. En effet, il semble que I'effet de
matrice impacte négativement I'extraction des composés les moins polaires, comme le PMPA, le
cPenMPA et I'iIBMPA, tandis que pour les analytes polaires, aucun n’impact n’est observé comme c’est
le cas pour I'EMPA (17.3 dans I'eau pure contre 16.2 dans l'urine) et le MPA (0.30 dans I'eau pure

contre 1.75 dans 'urine).
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Tableau 5 : Comparaison entre les valeurs de parameétres d’extraction en HF-LPME entre deux études menées
pour I'analyse des AMPA dans I’eau pure et les valeurs FE obtenues pour les analytes ciblés en commun par les

deux méthodes

Parametres

Desoubries et al (2012) [87]

Dubey et al (2009) [86]

Vd/ Va :

3ml/ 6yl

3ml/ 6yl

pHq (acide)/pHa(base)

1 (HCl) / 14 (NaOH)

1 (HCl) / 14 (NaOH)

Sel 30 % (m/v) NaCl 10 % (m/v) NacCl
Solvant organique 1 octanol 1 octanol
Temps d’immersion”” 5s 20s
Vitesse d’agitation 600 rpm 900 rpm
Température 42°C Ambiante
Temps de I'extraction 50 min 60 min

FE (PMPA, iBMPA et iPrMPA)

225 +30,188 +10 et 41 +4

85 18, 68 +6 et 16 £0.2

Limites de la méthode

(PMPA, iBMPA et iPrMPA)

soskok

LOQ " :0.013,0.13 et 0.34 ng/ml

ok ok ok

LOD""0.1, 2 et 2 ng/ml

*.Vd: volume de la phase donneuse et V,: volume de la phase acceptrice

** . Temps d'immersion du solvant organique dans la phase de la fibre creuse

*¥* ot ¥*** : limites de quantification (LOQ avec S/N= 10) et limite de détection (LOD avec un S/N=5)

Bien que la HF-LPME présente de nombreux avantages, cette méthode nécessite des durées

d'extraction longues pour atteindre I'équilibre suite a au processus de diffusion a travers la SLM (mode
passif). Une modification importante a été effectuée pour augmenter I’extraction mais tout en gardant
le méme dispositif, cette nouvelle approche, s’intitule I'extraction par électromembrane (EME) ou la
HF-EME. Elle est basée sur |'électromigration des especes en plus de la diffusion passive, ce qui lui

permet d’étre 5 a 15 fois plus rapide que la HF-LPME [197].

11.2.3.7. La microextraction liquide assistée par électromigration

La microextraction liquide assistée par électromigration (EME) est une autre stratégie de
microextraction analytique basée sur le transfert de masse des analytes cibles dans leur état ionisé
sous l'action d’un champ électrique. La Figure 28 illustre le principe de cette technique utilisant une
fibre creuse comme support (HF) dont la force motrice est basée sur un potentiel électrique de courant

continu (CC) appliqué entre deux compartiments aqueux séparés par une couche de solvant organique
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non miscible a I'eau se trouvant dans les pores de la membrane de la fibre creuse. Cela permet de
réduire le temps nécessaire au processus d'extraction a quelques minutes. Si la HF-EME peut étre
réalisée en mode biphasique, ol la phase acceptrice est un solvant organique [198], les applications
en mode triphasique restent les plus courantes. Elles touchent a plusieurs domaines visant I’extraction
de nombreux analytes, tels que les ions (cations et anions inorganiques/organiques, cations de métaux
lourds, colorants organiques, amines, acides aminés, peptides, hormones, les molécules de
médicaments et leurs métabolites). Ces analytes ont été extraits de différents types de matrices
biologiques (urine, plasma, sérum, sang total, salive, liquide céphalo-rachidien, lait maternel),
d'échantillons environnementaux (pluie, neige, eaux de surface, usées et potables) et alimentaires

(boissons gazeuses et alcoolisées, extraits de plantes et d'aliments, etc.) [199].

La HF-EME est semblable a la HF-LPME en terme de pouvoir d’enrichissement. Par ailleurs, la
HF-EME permet aussi un excellent nettoyage de I'échantillon car les différents interférents qui
composent la matrice (ions salins et protéines, ainsi que d'autres espéeces interférentes de faible et de

haut poids moléculaire) sont efficacement éliminés du transfert a travers la SLM [200].

De méme, la SLM en EME est généralement formée sur une membrane en polypropyléne. D’autres
polymeéres peuvent étre utilisés comme le PVDF ou le polytétrafluoroéthylene (PTFE). Cependant, les
membranes en PTFE ne sont pas adaptées a l'imprégnation avec certains solvants standard utilisés

dans I'EME [199].

Depuis son introduction en 2006 [201], prés de 300 articles scientifiques en relation avec la
HF-EME ont été publiés. Il s’agit d’un domaine de recherche actif avec environ 40 nouveaux articles

par an (en augmentation) [176], ce qui démontre l'intérét croissant pour cette technique.

Le principe de la méthode de la HF-EME est basé sur la fixation du pH des solutions de
I’échantillon et de la phase acceptrice afin d’assurer une ionisation compléete des analytes. Ce qui est
généralement obtenu par acidification de I'échantillon dans le cas des composés basiques ou par
alcalinisation de I'échantillon quand il s’agit de composés acides [202]. La cathode est alors introduite
dans I'échantillon et I'anode dans la solution acceptrice dans le cas ou le processus d’extraction cible
les composés chargés négativement (composés acides) [203]. Pour les bases, I'emplacement des deux
électrodes décrit précédemment doit étre inversé [201]. Les analytes ionisés migrent de I'échantillon
agité en direction de la SLM. Une fois que les composés cibles atteignent l'interface donneur/phase du
SLM, ils passent dans la phase organique en fonction de leurs coefficients de distribution et de I'action

du potentiel électrique. Ensuite, ces composés migrent vers la phase acceptrice [199].
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Figure 28 : Microextraction liquide assistée par fibre creuse en sa configuration instrumentale standard et le
processus typique de la HF-EME, adapté de [202].

La HF-EME est une technique qui présente de nombreux avantages : (i) l'utilisation des fibres
jetables qui permet d’éviter tout risque de contamination et assurer faibles co(ts d’exploitation de la
technique, (ii) la rapidité du processus d'extraction grace a un transfert électrocinétique, les taux
d'extraction élevés et la consommation tres faible de solvants organiques et d'échantillons. Mais la
sélectivité de I'extraction reste I'une des raisons principales qui motivent les analystes a utiliser de tels
systémes. En pratique, elle peut étre controlée par la direction (contréle du type de composés a
extraire, soit les chargés positivement ou négativement) et I'amplitude du champ électrique (le type
de composés a extraire). En paralléle, le choix de la SLM permet d’adapter le systéeme d’extraction aux
analytes polaires ou non-polaires. Par ailleurs, les conditions de pH dans I'échantillon et la solution

acceptrice assure une meilleure maitrise de la sélectivité [204].

L'EME a été utilisée dans le domaine de I'analyse des produits objet de vérification de la
convention (CWC). Evidemment, les produits de dégradation d’agents neurotoxiques de guerre
(AMPA) de par leur de nature acide, se prétent trés bien a la HF-EME. Un systeme d’EME a été utilisée
pour I'extraction et la préconcentration des AMPA avant leur analyse par CE (CE-C*D) (détection par
conductivité sans contact, capacitively coupled contactless conductivity detection) [205]. Lors de cette
étude, les auteurs ont fait appel a un systéme de « poche » faite maison et facile a utiliser pour

remplacer la fibre creuse qui présentait des difficultés techniques liées a I'insertion de I'électrode a
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I'intérieur (opération tres délicate au vu des dimensions de la fibre). Ainsi, la soudure de deux feuilles
de polypropyléne sur trois coté a permis d’obtenir un « petit sac » qui a servi de contenant pour la
phase acceptrice d’'un volume de 20 uL. Ensuite, des fils de platine ont été introduits dans les deux
phases opérationnelles et I'extraction a été effectuée en appliquant une différence de potentiel de 300
V. Les rendements d’extraction obtenus dans I'eau pure étaient tres élevés malgré un temps
d’extraction relativement cours (30 min). lls étaient de 52, 70, 85 et 98 % pour le MPA, EMPA, iPrMPA
et le CMPA, respectivement, ce qui correspond a des FE allant de 104 a 197. Cependant, 'application
de cette technique a des échantillons réels (eau de riviere), a conduit a une perte importante en termes
de performance d’extraction (rendement d’extraction de seulement 2 a 3%). En effet, la présence
d'acide humique dans I'eau environnementale a des concentrations inférieure ou égale a 20 mg/L
semble réduire significativement les taux d'extraction des composés d’intérét. Pour pallier cet
important effet de matrice, une dilution de I’échantillon au 1/10°™ avec de 'eau pure a été réalisée
en amont de I'extraction. Ce qui a permet d’obtenir des rendements d’extraction allant de 39.8 a 56.7

% ce qui correspondaient a des FE allant de 8 a 11.3.

Dans un autre travail [206], une fibre creuse en PP a été utilisée au lieu du dispositif décrit
précédemment. Les différents parameétres de cette technique ont été optimisés et les différences entre
les deux méthodes sont présentées sur le Tableau 6. Outre la différence de géométrie entre les deux
dispositifs qui conduit a des rapports différents de volumes entre les phases opérationnelles (200 pour
la EME « en poche » contre 500 en HF-EME), on remarque des différences importantes dans les
parametres optimisés, tel que la composition du solvant, la vitesse d’agitation, la différence de

potentiel appliqué, le temps d’extraction mais aussi le pH de la phase acceptrice.

Pour tenter d’expliquer un tel résultat, les auteurs ont relié ces observations au changement
de conductivité des solutions. Lors de I'ajustement du pH de la phase aqueuse, des ions
supplémentaires doivent étre introduits dans le systéme, ce qui entraine un changement de la
conductivité des solutions et donc, par conséquent, de la vitesse de migration de I'ion d’intérét. Dans
le cas de cette étude, |'efficacité d'extraction la plus élevée a été obtenue dans I'eau pure (avec la
conductivité la plus faible). Cependant, en HF-EME, la comparaison entre I'ajout du KCI, NaOH et KOH
a différents niveaux de concentration a permis de conclure que la solution acceptrice optimale est

constituée de KOH (1M) soit un milieu accepteur de forte conductivité.

65



Tableau 6 : Comparaison entre les parameétres optimisés et les performances de la EME a travers une

membrane en forme de poche et la HF-EME

Etude Xu et al, [205] Desoubries et al, [206]
Paramétres « Poche » en PP Fibre creuse en PP
Vd/Va 4ml/20uL 4ml/8uL
pHd/pHa pH neutre/ pH de I'eau pure pH neutre/ 14 (1M KOH)
Solvant 1-Octanol 1-Octanol/tOABr (98/2)
Agitation 800 rpm Aucune
Différance de potentiel 300V 100V
Temps 30 min 20 min
FE des MPA et AMPA (eau pure) 104-197 144-353
Taux d’extractions des MPA et

52-97 % 29-71%
AMPA (eau pure)
FE des MPA et AMPA apres dilution 8-11 721
de 10 fois de I'eau de riviere
Taux d’extractions apres dilution 3.9.-57% 1.4-4.2 %

de 10 fois de I'eau de riviere

Si les résultats finaux obtenus font état d’'une excellente performance en terme d’extraction
dans I'eau pure, les deux techniques semblent étre peu performantes en échantillons réels. Les travaux
de Xu et al, [205] ont mentionnés |'existence d’autres interférents en plus des acides humiques dans

I’eau de riviere qui impactent le processus d’extraction. Une grande variabilité des résultats est donc

a craindre en fonction de la composition en minéraux et donc de la conductivité de chaque eau.

Les travaux de these de Desoubries [206] au niveau du laboratoire LSABM ont conclus que la HF-EME
comparée a la HF-LPME est finalement intéressante uniquement dans le cas de I'extraction du MPA.
Ce composé ne fait pas l'objet de cette étude, car il s’agit d’'un analyte qui n’a aucune valeur
criminalistique tel qu’évoqué dans le 1" chapitre. De plus, les essais d’application de cette technique
sur des échantillons d’urine ont montrés son inapplicabilité sur des matrices aussi chargées et ceci

méme en recourant & une dilution de l'urine au 10°™ par de I'eau pure avant extraction, avec des
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facteurs d’enrichissement inférieurs a 1 pour presque tous les analytes et des coefficients de variation

trés importants, supérieurs a 100% pour certains analytes.

Au final, la HF-EME s’est avérée moins mature que les autres techniques LPME abordées dans
les sections précédentes et la complexité du dispositif tout comme divers problémes d’ordre pratique
tel que la formation des bulles d’air, I'électrolyse et les modifications du pH des solutions
opérationnelles induites par celle-ci lors du processus d’extraction limite son intérét pour les composés

visés [207].

D’une maniére générale et au vu des éléments déja présentés la HF-LPME est la méthode Ila
plus adaptée pour le traitement des échantillons réels. Cependant, I'utilisation de cette méthode pour
des analyses de routines présente certaines difficultés. En effet, malgré son application dans de
nombreux domaines (plus de 80 articles par an sont publiés), elle n’a jamais réussi a sortir du cadre de
la recherche académique. Son inventeur a compris la nécessité d’adapter sa technique pour permettre
sa large utilisation aux niveaux des laboratoires d’analyse, de controle qualité, de criminalistique et
autre. Cela implique de disposer d’'une LPME automatisable pour permettre le traitement d’un nombre
important d’échantillons. Ainsi, Stig Pedersen-Bjergaard en coopération avec la société VARIAN a
proposé une premiere variante pour permettre un traitement d’échantillon en LPME a haut débit en
en ayant recours a la technologie des micro-plaques a 96 puits. Le systéme est présenté en Figure 29
mais ce projet a été abandonné pour des raisons des co(ts élevés estimés de la production en série de

cette technologie et de certains problémes techniques liés a la géométrie du dispositif.

A) B

Figure 29 : photo d’un prototype de la HF-LPME en 96 puits proposé par Stig Pedersen-Bjergaard en
coopération avec la société VARIAN constitué de : A) plaque acceptrice a 96 puits, B) Support pour 96 fibres
creuses [208]
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En voulant donner une "nouvelle chance” [208] a sa technique pour qu’elle puisse étre
commercialisée et automatisée et permettre un traitement de I’échantillon a haut débit, le groupe de
Stig Pedersen-Bjergaard a fini par proposer une nouvelle approche de la HF-LPME en |'adaptant a des

plaques 96 puits.

1.2.3.8. L'extraction liquide assistée par membrane paralléle artificielle (PALME)

a) Présentation de la technique

En 2013, le groupe de Stig Pedersen-Bjergaard de |'université d’Oslo a donc développé une
nouvelle technique de microextraction membranaire appelée « Parallel artificial liquid membrane
extraction » ou « PALME », et qui a fait I'objet d’'un dépd6t de brevet [190][209][210]. L'objectif des
inventeurs était de standardiser et d’automatiser le processus de microextraction de la HF-LPME et de
remplacer les autres techniques de traitement de I'échantillon qui peuvent se révéler laborieuses,
gourmande en solvants organiques ou présentant des défauts en terme de rendement d’extraction

et/ou de préconcentration des composés ciblés.

La PALME est une version miniaturisée de |'extraction liquide-liquide. Le principe de cette
technique repose sur le méme principe que la HF-LPME en mode triphasique mais avec une
modification géométrique de la membrane. En effet, les membranes en fibres creuses de forme
cylindrique sont remplacées par des membranes plates circulaires permettant l'interfacage de deux
microplaques 96 puits. Ainsi, le dispositif de la PALME est constitué d’'une plaque donneuse et d’une
plaque acceptrice dont I'assemblage constitue un « sandwich ». Le principe de base est illustré en

Figure 30 [190]. Le dispositif de la PALME consiste doncen :

- une plaque a 96 puits donneuse qui contient les 96 échantillons a analyser
- une plaque a 96 puits acceptrice (plaque filtre) qui sert de support pour les membranes
liguides supportées (SLM) et qui contient les solutions acceptrices ;
- un couvercle, en réalité constitué d’une feuille autocollante pour assurer I'étanchéité, qui
permet d’éviter toute évaporation durant le processus d’extraction.
La procédure de la PALME consiste a pipeter Les échantillons dont le pH a été ajusté préalablement
dans les puits de la plaque donneuse a 96-puits, puis a former la SLM et pipeter les solutions
acceptrices dans la plaque acceptrice. A la fin de I’extraction, les phases acceptrices sont récupérées

pour analyse. Cette procédure détaillée est donnée en annexe 2.
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Plaque acceptrice

Couvercle 7000000 | Phase acceptrice
7000000/
7000000 /-
/.0.0.0.00 0
( 000000/
000000
/. 00000 ) SLM (membrane + solvant)—_
Z
LOOOOOLY
Membrane /.4.... .. .. .’ .0
liquide supportée £
(SLM) Plaque donneuse Echantillon aqueux
(A) Schéma représentant le dispositif d’extraction (B) Vue d'ensemble schématique d'un puit
par membrane liquide artificielle paralléle d'extraction.

Figure 30 : Technique d’extraction par membrane liquide artificielle paralléle.

Jusqu'a présent, le dispositif de la PALME n’est pas encore commercialisé. Cependant sa
description dans la littérature peut permettre sa mise en place au laboratoire aprés adaptation avec

des plagues 96 puits disponibles dans le commerce.

Si le dispositif expérimental de la PALME est différent de celui de la HF-LPME, son principe de
transfert des analytes reste identique a celui de la HF-LPME en mode triphasique. Il s’agit d’'un mode
passif basé sur un gradient de pH entre les phases donneuse et acceptrice. En effet, si on cible a titre
d’exemple des analytes de nature acide, tel que présenté en Figure 31, ces derniers migrent vers le
SLM en tant qu'espéces neutres, grace a I'acidification de I’échantillon a un pH inferieur aux pKa des
analytes ciblés, et atteignent rapidement l'interface SLM/phase acceptrice. Ensuite, leur passage dans
la solution acceptrice est obtenu grace au pH basique de la phase acceptrice qui maintient les analytes
sous leur forme ionisée, et empéche ainsi leur rétro-extraction vers la SLM (transfert
monodirectionnel). Les analytes sont donc « piégés » dans la phase acceptrice au fur et a mesure de
I’extraction, garantissant ainsi un enrichissemnt progressif du milieu accepteur. Ce milieu constitue

« I'extrait » qui est alors analysé.

Les composés basiques potentiellement interférents présents dans I’échantillon, chargés
positivement a pH acide, ne pourront pas passer dans la SLM. Quant aux composés neutres, ils passent
dans le SLM mais ils ne seront pas libérés de maniére significative dans la phase acceptrice alcaline et
ils pourraient étre rétro-extraient dans la phase donneuse (I’échantillon) conduisant a un partage de

ces molécules entre les deux phase aqueuse [190].
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Les principes de transfert décrits ci-dessus peuvent étre facilement transposés pour réaliser la
PALME pour des analytes basiques en inversant le gradient du pH (pH basique dans la phase donneuse

et H acide dans la phase acceptrice) [190].

Phase acceptrice

Membrane

Phase donneuse.

Les échantillons acidifiés Les analytes acides et Les analytes acides sont
permettent de charger les neutres sont transférés chargés et transférés
analytes basiques, tandis dans le SLM, tandis que dans la phase acceptrice,
que les analytes acides les analytes basiques tandis que les neutres
restent neutres restent dans I’échantillon restent dans le SLM

Figure 31: Processus d'extraction des analytes acides par la PALME, adapté de [211].

b) Les paramétres clefs de I’extraction en PALME

> Choix du solvant organique

La sél