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Abréviations

Abréviations

Techniques :

APCI : ionisation chimique a pression atmosphéri@imospheric pressure chemical
ionization)

BPE : base peak electropherogram

CE : électrophorese capillaire (capillary elecho@sis)

Cl : ionisation chimique (chemical ionization)

CIAC : convention d'interdiction des armes chimigue

clTP : isotachophorése combinée (combined isofautr@sis)

CwC : chemical weapons convention

CZE : électrophorese capillaire de zone (capillanye electrophoresis)

El : impact électronique (electronic impact)

ESI : ionisation par électronébulisation (eleghray ionization)

FASS : préconcentration de I'’échantillon par afigation du champ électrique
(field-amplified sample stacking)

GC : chromatographie en phase gazeuse (gas chrgnajly)

ITMS . spectrométrie de masse a piége ioniquet(em mass spectrometry)

ITP . isotachophorese (isotachophoresis)

LC : chromatographie en phase liquide (liquid chatomgraphy)

LIF : fluorescence induite par laser (laser induitedrescence)

MALDI . ionisation-désorption assistée par lagaafrix-assisted laser desorption
ionization)

MRM : mode de réactions multiples (multiple reactmonitoring)

MS : spectrométrie de masse (mass spectrometry)

MS-MS . spectrométrie de masse en tandem

OIAC : organisation pour l'interdiction des armégmques

OPCW . organization for the prohibition of chentiasgapons

RMN : résonance magnétique nucléaire

SIM : mode d’ion sélectionné (single ion monitoning

tITP . isotachophorese transitoire (transientasbbphoresis)

TQ : triple quadripdle

uv > ultraviolet

Grandeurs :

Meft : mobilité électrophorétique effective

Mep : mobilité électrophorétique

Meo : mobilité électroosmotique

Hep’ : mobilité électrophorétique absolue

11



Abréviations

eof : écoulement électroosmotique (electroosnilutve)
tm : temps de migration

teo : temps d'écoulement électroosmotique
K : conductivité

j : densité de courant

Acides alkylphosphoniques :

EPA : acide éthylphosphonique

IPA : acide isopropylphosphonique

MPA : acide méthylphosphonique

PhPA : acide phénylphosphonique

PrPA : acide propylphosphonique

Acides alkyl alkylphosphoniques :
ChMPA  : acide cyclohexyl méthylphosphonique

EEPA . acide éthyl éthylphosphonique
EMPA : acide éthyl méthylphosphonique
iIBMPA . acide isobutyl méthylphosphonique
IMPA : acide isopropyl méthylphosphonique
MEPA : acide méthyl éthylphosphonique
MPrPA . acide méthyl propylphosphonique
PMPA : acide pinacolyl méthylphosphonique

PrMPA . acide propyl méthylphosphonique
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Introduction générale

Introduction générale

Apres de tres longues et difficiles négociatioasCbnvention d’Interdiction des Armes
Chimiques (CIAC) est entrée en vigueur en Avril 29Pour interdire la production,
I'utilisation, le stockage et le transfert d’armgsmiques mais aussi pour obliger les Etats
parties a procéder a la destruction totale de Istacks d’armes chimiques. La CIAC prévoit
un systeme d’inspections, administré par I'Orgdiosa pour I'Interdiction des Armes
Chimiques (OIAC), qui permet de contréler le respge ce traité international. Dans ce
contexte, il est indispensable de disposer de tguha d’analyse permettant d’apporter une
preuve de la présence d’agents de guerre chimiguenssite inspecté. Le développement de
méthodes de détection et d’identification d’aget@syuerre chimique tient une place d’autant
plus importante de nos jours, en raison de I'assement de la menace d'utilisation d'armes
chimiques par des organisations terroristes camtegpopulation civile.

Les agents neurotoxiques constituent les plus tesgles agents de guerre chimique mais
sont généralement rapidement hydrolysés dans umoanement aqueux pour donner des
acides alkyl alkylphosphoniques spécifiques pugs, pne réaction plus lente, des acides
alkylphosphonigues non-spécifiques. Les acides | alkdkylphosphoniques spécifiques
peuvent donc étre utilisés pour identifier 'ager@urotoxique présent initialement dans
I’échantillon lorsque celui-ci a été dégradé avamalyse.

Les techniques d'analyse les plus couramment erépkypour la détection et
I'identification des agents neurotoxiques et dadguroduits de dégradation impliquent une
étape de séparation des constituants de I'echantiar chromatographie en phase gazeuse
(GC) ou par chromatographie en phase liquide (kGivie d’une détection par spectrométrie
de masse (MS). Cependant, I'analyse par GC-MS dedujts de dégradation d’agents
neurotoxiques, qui sont peu volatils et polaire8cassite une dérivation chimique des
analytes et un échange de solvant dans le casadalyse d'un échantillon aqueux. Le
couplage LC-MS permet d’analyser des produits dgradiation contenus dans des
échantillons agueux en évitant les étapes fassd®de dérivation chimique et d’échange de
solvant qui augmentent de maniére importante I@setanalyse.

Lors de ce travalil, I'électrophorése capillaire giée a la spectrométrie de masse (CE-

MS) a été utilisée pour la détection et I'identition d’acides alkyl alkylphosphoniques et
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alkylphosphoniques. Cette technique présente et dés propriétés intéressantes pour ce
type d’analyse. L’électrophorése capillaire est uaehnique séparative intrinséquement
adaptée a I'analyse de composés chargés ou traisgsoltels que les produits de dégradation
d’agents neurotoxiques, qui sont parfois difficieath séparables en chromatographie liquide
en raison de leur élution rapide. Les principes siparation caractéristiques de
I'électrophorése capillaire apportent des inforowdi tres complémentaires a celles qui
peuvent étre obtenues en chromatographie liquigtte Gechnique séparative miniaturisée
permet par ailleurs de bénéficier d’une trés fadtdasommation d’échantillon et de solvant,
et d’'une grande efficacité de séparation. Le c@ypl@E-MS permet de bénéficier de ces
avantages, alliés a la sensibilité et aux grandpsadités d’identification de la spectrométrie
de masse. Cette technique connait donc un dévetampgemportant depuis une quinzaine
d’années dans des domaines d’application tréssar@utefois, le couplage CE-MS a été peu
employé pour la détection et I'identification d’age de guerre chimique et de leurs produits
de dégradation. Ce travail a donc consisté a éevkdigglectivité, les capacités d’identification
et la sensibilit¢ du couplage CE-MS pour lI'analybacides alkyl alkylphosphoniques et
alkylphosphoniques contenus dans des matrices cemamentales (eau potable, eau de
riviere, extrait de sol) ou biologiques (urine dér

Une étude bibliographique a été réalisée afin dpasier des informations nécessaires a la
compréhension de la problématique de ce sujet.r€aipr chapitre présente tout d’abord les
éléments historiques permettant de définir le odatelans lequel s’inscrit cette étude. Les
différentes catégories d’agents de guerre chimiopieensuite été décrites. L'exposé des
techniqgues d’analyse de terrain et d’analyse eor#dbire des agents de guerre chimique
permet de mettre en évidence l'intérét d'étudier cleuplage CE-MS pour ce type
d’application. Les différents moyens de mise en reau couplage CE-MS ont ensuite éte
présentés au travers de la description des diff@tgpes d’interface CE-MS existants. Cette
partie montre l'importance des efforts de développat technologique réalisés dans ce
domaine qui traduit l'intérét grandissant portécauplage CE-MS. Enfin, la derniere partie
de cette étude bibliographique montre la variét& dechniques de préconcentration
disponibles pour améliorer la sensibilité de I'élephorese capillaire et permet de préciser le
principe des méthodes de préconcentration quiténitdisées pendant ce travail.

La premiére partie de cette étude, présentée @ankdpitre I, a consisté a évaluer la
sélectivité et les capacités d’identification dwglage CE-MS pour I'analyse de produits de
dégradation d’agents de guerre chimique. Une métl@ie-MS a donc été développée pour

analyser un mélange constitué de cing acides akyylphosphoniques et cing acides
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alkylphosphoniques comportant des composés isomegatispositif CE-MS qui a été utilisé
lors de ce travail est constitué d’'une électropb@reapillaire couplée, par une interface CE-
MS coaxiale a liquide additionnel, & un spectrometie masse equipé d'une source
d’ionisation par électronébulisation et d'un piegmique. Les différents parametres de
séparation et de détection par CE-MS ont été opéisnén analysant un mélange constitué des
dix analytes dilués dans I'eau pure. Des expére@te-MS-MS ont ensuite été réalisées sur
cet échantillon et se sont révélées particulierénm@ressantes pour identifier les acides
alkyl alkylphosphoniques isomeres. La méthode CEed®loppée a ensuite été appliquée a
la détection des dix analytes présents dans umeita de sol dopé initialement & 5 pg.g
Des résultats complémentaires a cette premieree &adt présentés dans le chapitre Il et
démontrent que des expériences CE-MS-MS peuvemerégat étre menées pour identifier
les dix analytes contenus dans un échantillon tlelgé initialement & 5 pg’y malgré la
présence des interférents de la matrice.

La deuxiéme partie de ce travail présente le d@peiment d'une technique de
préconcentration électrophorétique permettant diamet la sensibilité de détection des dix
analytes contenus dans des matrices de faible ctwid® (eau pure, eau potable, eau de
riviere) par couplage CE-MS. Le chapitre Il déaiiisi les premieres expériences qui ont été
réalisées pour améliorer la sensibilité de détactdes composés contenus dans I'eau, en
utilisant la préconcentration de I'échantillon @anplification du champ électrique (FASS).
Ces expériences ont démontré la faisabilité de ¢etthniqgue mais ont aussi révélé certaines
limitations, notamment pour I'obtention de résudtafuantitatifs. Les performances de la
méthode FASS, telle qu’elle est présentée danshépitce lll, dépendent en effet de la
concentration des analytes qui détermine la condtigcet le pH de I'échantillon. Le chapitre
IV présente donc I'élaboration d’'une nouvelle pohg@ de FASS compatible avec la
réalisation d’analyses quantitatives. Le principe aktte nouvelle procédure repose sur
I'addition d’une solution connue dont la compositipermet de fixer la conductivité et le pH
de I'échantillon indépendamment de la concentraties analytes aux valeurs optimales qui
ont été déterminées expérimentalement. L'influerke différents parametres sur les
performances de la technique FASS a pu étre exg@ign utilisant un modele théorique. La
nouvelle méthode FASS développée a ensuite étéappla I'analyse d’'eau potable et d’eau
de riviere locales dopées par les dix analytesguiea permis de confirmer la possibilité
d’utiliser cette technique pour améliorer la seitigibet réaliser des analyses quantitatives

dans ce type de matrices de faible conductivité.
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La troisiéme partie de ce travail, exposée darchdpitre V, a consisté a développer une
méthode de préconcentration électrophorétiqgue ptamed améliorer la sensibilité de
détection de produits de dégradation d’agents @ergichimique dans des matrices de forte
conductivité (extrait de sol et urine de rat). Laéthode de préconcentration par
isotachophorése transitoire a été choisie en raikosa facilité de mise en ceuvre qui ne
nécessite pas de manipulation délicate du cagllair de modification des instruments
commerciaux. Le développement d’'une telle techniggmessite cependant 'optimisation de
nombreux parametres. Pour cette partie de I'étudeéchantillon constitué de cing acides
alkyl méthylphosphoniques spécifiques, issus d#égradation de cinq agents neurotoxiques
(VX, R-VX, sarin, cyclosarin et soman), a été g#liafin de constituer un exemple plus
représentatif d’'un prélevement réel. L’échantiltpn avait été utilisé précédemment contenait
en effet de nombreux composés isomeéeres afin d’évala sélectivité et les capacités
d’identification du couplage CE-MS, mais était tropmplexe pour pouvoir représenter un

cas réaliste.
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CHAPITRE I

Etude bibliographique

1. Les agents de guerre chimique

1.1 Historique des armes chimiques

1.1.1 De I'Antiquité au début du XX°siécle [1-3]

Deés I'Antiquité, des substances chimiques toxicquesete utilisées a des fins militaires de
maniére ponctuelle. Des écrits chinois datant dii"¥kiécle av. J-C répertorient ainsi des
centaines de recettes de poisons ou de fuméemiad utilisables en cas de conflit. Pendant
la guerre du Péloponnése (de 431 a 404 av. J<<Hpartiates utiliserent la fumée issue de
bois trempé dans un mélange de poix et de soufrencore des vapeurs d’arsenic pour
asphyxier leurs ennemis, notamment lors des begaile Platée et de Délium. Des fumées
toxiques furent aussi employées par les Romairssdorsiege d’Ambracie (127 av. J-C). En
672 ap. J-C, les Byzantins mirent au point le realole « feu grégeois » qui avait la
particularité de brdler au contact de I'eau en dégat une fumée trés épaisse et asphyxiante
et qui fut utilisé lors de batailles navales jusquMoyen-Age. La Renaissance fut marquée
par I'arrivée de la poudre a canon et des armesalfutilisation de substances toxiques a
des fins militaires étant considérée comme comtrainx lois de la guerre, une premiere
convention fut signée a Strasbourg en 1675 entrierdace et la Prusse pour interdire la
fabrication et 'usage de bombes empoisonnées. ("¢ siécle, I'essor considérable de la
chimie fit resurgir la crainte de l'utilisation mdire de substances chimiques. La Convention
de La Haye fut alors signée en 1899 pour interdifemploi de projectiles qui ont pour but
unique de répandre des gaz asphyxiants ou délétaefut ensuite étendue a linterdiction

d’utiliser des armes empoisonnées en 1907.
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1.1.2 La Premiére Guerre Mondiale [2]

Le terme d’arme chimique a pris réellement son smssde la Premiére Guerre Mondiale
qui fut marquée par l'utilisation massive de subsés chimiques toxiques. Des le début de ce
conflit, des munitions remplies de substancesaimtés furent utilisées des deux cotés du
front : les Francais utilisaient des cartouchespleaa de bromoacétate d'éthyle, qui fut
ensuite remplacé par la chloroacétone en raisormdaque de brome, tandis que les
Allemands employaient des obus chargés de pouéterauer (Ni-Schrapnell, Octobre 1914)
ou de molécules aromatiques bromées extrémemétainies (T-stoff, Janvier 1915). Les
scientifiques travaillant avec les militaires furgapidement amenés a développer des gaz
plus toxiques. Dans ce domaine, les Allemands rtdé@gement avantagés par leur grand
savoir-faire en chimie et leur grande capacité aelyction industrielle (BASF, I1G Farben,
Farbwerke Hbescht, Agfa, etc.). Ainsi, le Pr. FHzber, chef du service allemand des armes
chimiques et futur lauréat du Prix Nobel de Chirfli®18) pour la synthese industrielle de
'ammoniac, a personnellement conduit la premidtagae au chlore le 22 Avril 1915 a
Ypres en Belgique. Ce gaz, plus lourd que l'airpfait un nuage vert-jaune qui s’infiltrait
dans les moindres recoins des tranchées. Il caupanique générale et de nombreux morts
parmi les soldats francais. Malgré leurs pauvressaerces en chlore et leur industrie
chimique faible, les Alliés déployerent des effartsmisidérables pour riposter a Loos pres de
Lille en Septembre 1915. Pour contrer les énorntegres réalisés par les Alliés dans le
domaine des masques a gaz, les Allemands dévetmpgdmpérite (ou gaz moutarde), une
nouvelle arme chimique aux propriétés vésicantggélrite fut utilisée pour la premiére fois
pres de Ypres contre les Anglais en Juillet 19%& Alliés réussirent a produire a leur tour
I'ypérite pour riposter contre les Allemands emJ1918.

Au total, une quarantaine d’agents chimiques filtsée pendant la Premiere Guerre
Mondiale. Le nombre de victimes des armes chimigsé¢sssez délicat a estimer en raison de
la grande divergence des chiffres qui ont pu étés.cmais il semble assez probable qu'il soit
compris entre 710000 et 1000000 de victimes reptaseentre 2,3 % et 3,2 % du nombre
total de victimes militaires [2]. Toutefois, la gde majorité des victimes des armes
chimiques fut blessée plutbét que tuée. Finalemésd, armes chimiques provoquerent

beaucoup moins de déces que les explosifs ounessai feu pendant ce conflit.
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1.1.3 De I'Entre-deux-guerres aux années 1990

Suite aux tres vives réactions suscitées par leisdgs armes chimiques pendant la
Premiere Guerre Mondiale, le protocole de Genévesifyné en Juin 1925 pour prohiber
I'utilisation d’armes chimigues ou bactériologiqueans pour autant interdire leur possession
ou leur mise au point. Pendant I'Entre-deux-guerdes chimistes allemands développerent
les premiers agents neurotoxiques organophosphonréspuveau type d’armes chimiques
bien plus toxiques que celles qui avaient pu éfitessées auparavant. Ainsi, le Dr. Schrader
(I.G. Farben) synthétisa le tabun en 1936 puisateren 1938 a partir de travaux effectués
initialement pour I'élaboration de nouveaux pesdis. Le soman fut découvert en 1944 par le
Dr. Kuhn. Dans les années 50, les Anglais dévelgppde VX, considéré comme le plus
toxique des agents de guerre chimique. De leur, tBgéRusses mirent au point le R-VX de
méme formule brute que le VX mais de structureédifiite. Malgré le développement des
armes chimiques pendant toutes ces périodes, auwiriet utilisée lors de la Deuxieme
Guerre Mondiale.

Toutefois, des armes chimiques furent probablerapmiloyées durant le conflit Egypte-
Yemen (1963-1967). Pendant la guerre Iran-lrak 31P&38), I'lrak utilisa des armes
chimiques contre I'lran de maniere avérée, puistreodes rebelles kurdes a Halabjah en
1988. Par la suite, l'utilisation d’armes chimiqyes des organisations terroristes contre une
population civile fit son apparition : I'attentatl &arin commis par des membres de la secte
Aum Shinrikyo dans le métro de Tokyo en 1995 caisai 12 morts et de trés nombreux
blessés (environ 5000) [2].

1.2  L’interdiction des armes chimiques

1.2.1 La Convention d’Interdiction des Armes Chimiquds [4

Apres de tres longues et difficiles négociatioasCbnvention d’Interdiction des Armes
Chimiques (CIAC), signée en Janvier 1993 a Pasisgptrée en vigueur en Avril 1997. Ce
traité international interdit le développement,plduction, l'utilisation, le stockage et le
transfert d’armes chimiques et impose la destroctiotale des stocks existants et des
installations de fabrication. La CIAC garantit ausssistance et protection a tout Etat partie
(Etat signataire du traité et I'ayant ratifi€) pérait attaqué ou menacé au moyen d’armes
chimiques et encourage la coopération internateoriad but ultime de cette convention est
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d’éradiquer définitivement toutes les armes chiragafin de contribuer a la stabilité et la
sécurité internationales.

La CIAC autorise cependant la possession de certaamposeés a des fins dites « non-
interdites » notamment pour l'agriculture, l'indust la recherche, la médecine et la
pharmacie ou encore pour la protection contre tegs chimiques et le maintien de I'ordre
public. Les sites industriels produisant des sulzsta chimiques destinées a un usage légitime
et pacifiqgue, mais qui pourraient étre détournéagr pun usage militaire, sont également
soumis a la CIAC afin d'éviter la prolifération dasmes chimiques. Les produits chimiques
concernés par la CIAC sont répertoriés dans tatikeaux [4,5] :

- tableau | : agents chimiques ou produits chimiques étroiteriésit

- tableau Il : produits chimiques pouvant servir a fabriquer demes chimiques
mais pouvant étre utilisés a des fins pacifiquesdadustrie.

- tableau Ill : produits chimiques pouvant servir a fabriquer deses chimiques
mais qui sont produits en grande quantité dansld$trie pour la fabrication de

nombreux produits courants.

1.2.2 L’Organisation pour I'Interdiction des Armes Chimigs (OIAC) [4]

L’Organisation pour I'Interdiction des Armes Chimig (OIAC), dont le siége se situe a
La Haye, est chargée de contrbler le respect ddAL. L'OIAC vérifie la destruction des
armes chimiques en procédant a des inspectionsdiguies des sites de stockage déclarés et
assure la surveillance des sites industriels. LOIlArévoit par ailleurs un systeme
d’inspection par mise en demeure qui permet aEtattpartie de déclencher I'inspection d’'un
site suspect sans refus possible de I'Etat concémes prélevements réalisés au cours des
inspections peuvent étre analysés sur place ouyéava un réseau de laboratoires experts
désignés par I'OIAC. Il existe actuellement 18 lattoires experts désignés dans le monde
dont un en France : le Département Analyse Chimiyu€entre d’Etudes du Bouchet (DGA-
Ministere de la Défense). Les laboratoires désigié@sent posséder une accréditation
nationale selon la norme ISO 17025 et réussirdsts td’aptitude interlaboratoires organisés
chaque année par I'OIAC pour maintenir leur dédigna Enfin, 'OIAC soutient I'échange
d’informations scientifiques et techniques concatrla destruction et la détection des armes
chimiques, ainsi que le développement de traitesnergtdicaux ou la recherche de composés

alternatifs aux produits chimiques répertoriés dassableaux de la CIAC.
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1.2.3 Bilan de la situation actuelle [4]

La CIAC est actuellement ratifiée par 182 paysighée mais non ratifiée par 6 pays
(Bahamas, Congo, Guinée-Bissau, Israél, MyanmaRégtublique Dominicaine). Il reste
néanmoins 7 pays non signataires de cette convenifidngola, 'Egypte, I'lrak, le Liban, la
Syrie, la République Démocratique de Corée et ladhie. Les Etats parties ayant déclaré la
possession d’armes chimiques se sont engagés aecéadotalité de leurs stocks ait été
détruite en 2007 sous la surveillance de I'OIAC.cA jour, toutes les installations de
fabrication d'armes chimiques déclarées ont étésmimrs service, détruites ou converties a
des activités pacifiques. Toutefois, seulement 3@e% munitions et conteneurs chimiques et
20 % des stocks mondiaux d'agents chimiques dé&atarieété détruits sous vérification. Une
prolongation exceptionnelle du délai d’exécutionplogramme de destruction jusqu’en 2012
avait cependant été prévue lors de la ratificadieta CIAC.

Depuis I'entrée en vigueur de la CIAC, I'emploi afees chimiques pendant un conflit est
peu envisageable. Il existe cependant une menase dérieuse d’utilisation d'armes

chimiques par des organisations terroristes camtegpopulation civile.
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2. La classification des agents de guerre chimique P,6]

Il est important de distinguer les termes « ageat gillerre chimique » et «arme
chimique ». Un agent de guerre chimique est unpra@tiimique pouvant provoquer la mort,
des dommages permanents ou une incapacité teng@airson action sur des processus
biologiques. Une arme chimique désigne I'ensembked@éments suivants : I'agent de guerre
chimique, ses précurseurs ainsi que les disposiéfessaires a sa mise en oeuvre (obus,
grenades,...) [4,5]. Les agents de guerre chimiquevgpe étre répartis en trois grandes
catégories selon leur toxicité et leur mode d’actioles agents neutralisants, les agents
incapacitants et les agents létaux. Les toxinesstitaent une catégorie particuliere de
produits chimiques toxiques puisque certaines ctemelles sont considérées comme des
agents de guerre chimique, telles que la ricinla@axitoxine référencées dans le tableau | de
la CIAC [4,5], et d'autres comme des agents de rgubiologique (mycotoxines, venins,
microcystines, etc.). Les toxines pouvant donc @&semilées a des agents de guerre chimique
en raison de leur structure chimique bien définnidesleur incapacité a se multiplier, il est
intéressant de les inclure dans la description diéérentes catégories d’agents de guerre

chimique présentées, ici, dans un ordre de toxicd&ssante.

2.1 Les agents neutralisants

Les agents neutralisants sont des produits chirsigee toxiques aux effets instantanés
mais passagers parmi lesquels peuvent étre digsngu
- les lacrymogénes (chloroacétophénone, o-chlorolieémg malonodinitrile, etc.)
- les sternutatoires (chlorure et cyanure de diplaésiyle, etc.)
- les urticants (dibenzoxazépine, etc.)
Des agents neutralisants ont été massivement eégpfmndant la Premiére Guerre Mondiale
et sont aujourd’hui utilisés a des fins non-inteslien tant qu’agents de maintien de l'ordre

public (lutte anti-émeute).
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2.2 Les agents incapacitants

Les agents incapacitants mettent I'adversaire t@tat de combattre sans provoquer le
déces et sans laisser de séquelles. lls peuventsagiI'état physique (incapacitants
physiques) ou psychique (psychotropes) de lindivalec un rétablissement généralement
atteint en un a deux jours. Les incapacitants jpjogs peuvent provoquer des paralysies
temporaires, des analgésies profondes ou de I'bgpwmn. Il existe cependant assez peu
d’'informations sur les recherches qui ont pu étenées sur les incapacitants physiques ou
sur leur utilisation. Les informations disponibkas les psychotropes sont en revanche plus
précises. La diéthylamide de I'acide lysergique(iFé 1), plus connue sous I'acronyme LSD,
est un psychotrope stimulant, qui entraine unevig&tinerveuse excessive responsable
d’hallucinations et de grandes difficultés de priedécisions. Le LSD a été découvert en
1938 et considéré comme un agent de guerre chinpigtentiel dans les années 50, qui sera
finalement rejeté en raison de son action trop éwigible et de son colt de production élevé.
Le benzylate de quinuclidinyle (ou agent BZ), quété produit par les Etats-Unis dans les
années 1960, est un psychotrope dépresseur pravagua somnolence importante et un état

de grande confusion mentale (Figure 1).

LSD agent BZ

Figure 1: Structure de deux agents incapacitants psychar@®D et agent BZ).

2.3 Les agents létaux

Les agents Iétaux ont une toxicité bien plus éleyée celle des agents neutralisants ou
incapacitants et peuvent conduire a la mort siraitetment meédical adapté n’est pas délivré
rapidement. La toxicité d’'un agent de guerre chiraigrésent sous forme de gaz, de vapeurs
ou d’'aérosol peut étre exprimée par le produitadedncentration d’agent dans I'atmosphére

(C, généralement exprimée en mg)net de la durée d’exposition (t, généralement iexgr
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en min) induisant le décés de 50 % des individusegos. Ce produit, noté G4, traduit le
niveau d’exposition et non la quantité effectiveagént absorbée par I'organisme qui
correspond a la dose létale. La dose létale indulsadéces de 50 % des individus au repos
(notée Dlgo) est généralement exprimée en mg.mih.larsque I'agent est inhalé ou en
mg.kg" lorsque I'agent est ingéré ou injecté. Les valeles Ctso et des Dk étant assez
variables selon les sources, toutes les donnéestoépes dans ce manuscrit sont issues du

méme document [6].

2.3.1 Les agents suffocants

Les agents suffocants endommagent exclusivementidess pulmonaires et peuvent
conduire a la formation d’'un cedéme. Le phosgena@aemt CG) et le chlore (Tableau 1) ont
été massivement employés pendant la Premiere Ghemneiale mais présentent des 4ot
élevées et une faible persistance due a leur grapldélité. Certains agents suffocants sont

encore utilisés actuellement pour de nombreusdgcappns industrielles ou agricoles.

agent suffocant| formule | état & 25°C| Ct.so (mg.min.m°)
phosgéne
(agent CG) COCh, gaz 3200
chlore Cl, gaz 19000

Tableau 1:Formule, état & 25°C et G4 (chez 'Homme) de quelques agents suffocants [6].

2.3.2 Les agents vésicants [7]

Les agents veésicants, tels que I'ypérite (ou gamtarde ou agent HD), les moutardes a
'azote (ou agents HN) ou la lewisite (ou agent ([pbleau 2), détruisent la structure
cellulaire de tous les types de tissus. lls peugést épandus sous forme de fines gouttelettes
dont la consistance huileuse permet de recouvritolps entier des victimes. Les agents
vésicants provoquent de graves lésions oculairesutinées pouvant persister jusqu'a
plusieurs semaines. Ces effets apparaissent daglairallant de quelques heures a quelques
jours avec les moutardes mais sont immédiats avémnlisite. Malgré la gravité des Iésions
gu’ils engendrent, les agents vésicants entraimargment la mort lorsque les voies

respiratoires ont été protégees.
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3
agent structure état & 25°C _ Cliso (mg.min.n)
vesicant par inhalation par contact cutan
Ari Cl Cl
yperite NN liquide 1000 10000
(agent HD)
Cl Cl
moutardes R
a l'azote R=C,Hs : agent HN-1 liquide 1500-3000 10000-20000
(agents HN)
R=CH; : agent HN-2
R=(CH,),Cl : agent HN-3
Cl . ClI
lewisite SasT Y -
| liquide 1500 100000
(agent L) cl

Tableau 2: Structure, état a 25°C et CtL50 par inhalationast gontact cutané (chez 'Homme) de quelques

agents vésican

ts [6].

2.3.3 Les agents hémotoxiques

Les agents hémotoxiques entravent I'oxygénationtdssis en diminuant les échanges

d'oxygéene entre le sang et les poumons ou en empétds cellules d'utiliser I'oxygene

transporté par le sang. Les agents sanguins,uel$agide cyanhydrique (ou agent AC) ou le

chlorure de cyanogéne (ou agent CK) (Tableau 3\t saractérisés par leur grande rapidité

d’'action et ont été utilisés lors de la Premiere® Mondiale.

: ot s meom | Cliso (Mg.min.m®)
agent sanguin formule| état a 25°C par inhalation
acide cyanhydrique liquide-gaz
(agent AC) HCN (Ter=25,5°C) 2000
chlorure
de cyanogene CICN gaz 11000
(agent CK)

Tableau 3:Formule, état & 25°C et G4 par inhalation (chez 'Homme) de quelques agesmsgsins [6].
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2.3.4 Les agents neurotoxiques [8]

Les agents neurotoxiques sont des composés orgasupdrés qui constituent les plus
redoutables des agents de guerre chimique répestdfiableau 4). Deux types d’agents
neurotoxiques peuvent étre distingués :

+ les agents de type G (tabun, sarin, soman) quidEsmtomposeés volatils agissant
essentiellement par inhalation.
+ les agents de type V (VX, R-VX) qui sont des con§izogeu volatils caractérisés

par une toxicité tres élevée par voie cutanée.

agent Ctiso (Mg.min.m® |  DLso (mg.kg?)

neurotoxique et S1ata 25°C|  parinhalation | par voie percutande
ik
tabun HC. _P_ o
(agent GA) Y liquide 400 15
CH,
sarin o
_P
(agent GB) | HC \\Fo CH, | liquide 100 15
H,C__CH,
soman Q CH,
cl liquide 100 15
(agent GD) ch/P\\Fo/ “CH, a
CH
Sk
HC VO
/s
VX (CH,) cH o
(agent VX) 2 2\N 3 liquide 10 0,20
H3C‘< CH,
CH

Tableau 4: Structure, état a 25°C, G par inhalation et Dy par voie percutanée (chez 'Homme) de
quelques agents neurotoxiques [6].

Les agents neurotoxiques agissent principalementlesisystéme nerveux central en
neutralisant le site actif de l'acétylcholinestérg®\ChE). Cette enzyme a pour fonction
d’hydrolyser I'acétylcholine qui est un neurotramgtaeur libéré au niveau des synapses pour

assurer la transmission de l'influx nerveux. L'inition de 'AChE par un agent neurotoxique
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entraine une accumulation d’acétylcholine au nivéesl cellules nerveuses, ce qui provoque
la saturation des récepteurs cholinergiques. Léstsebur les systémes nerveux central,
respiratoire et cardiaque sont tres graves : cciibres pupillaires intenses, hypersalivation,
convulsions et contractions musculaires suiviesr dalentissement progressif des activités
respiratoire et cardiaque. L’injection d'un antillotomposé généralement d’atropine
(anticholinergique), de benzodiazépine (anticorifjués d’oxime (réactivateur cholinergique)

peut permettre d’éviter le déces de la victime.

2.4 Lestoxines [9]

Les agents de guerre biologique se distinguentadesits de guerre chimique par leur
capacité a se reproduire dans l'organisme attatisése composent essentiellement de
bactéries et de virus. Les toxines sont des predinimiques toxiques, protéiqgues ou non-
protéigues, naturellement sécrétés par des orgasisimants. Les toxines ont une structure
chimique bien définie et ne possedent pas la capdei se multiplier : elles devraient donc
appartenir a la classe des agents de guerre clemiQapendant, seules la ricine et la
saxitoxine sont référencées dans le tableau | d&!AL. Les toxines sont en effet souvent
considérées comme des agents de guerre biologiguaison de leurs effets analogues :
activité a tres faible concentration, temps denkegeprolongé, déclenchement de réponses
immunitaires, etc. La plupart des toxines possedeattoxicité bien plus élevée que celle des
agents de guerre chimiqgue mais elles agissent nrapisement et sont plus difficiles a
produire a grande échelle. Les toxines présentédsssous sont classées selon leur origine et
dans un ordre de toxicité croissante : les mycoxi les toxines marines, les venins, les

phytotoxines et les toxines bactériennes.

2.4.1 Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des toxines sécrétées parchampignons. Deux types de
mycotoxines peuvent étre cités : les aflatoxindsstrichothécéenes. Les aflatoxines sont des
toxines non-protéiques issueddpergillus flavuou d’Aspergillus parasiticuagissant sur le
foie (hépatotoxineshparmi lesquelles I'aflatoxine B1 (Figure 2) esplas toxique (Dk=7,2
mg.kg* chez la souris [10]). Des aflatoxines ont été pites pour équiper I'arsenal chimique
irakien sans que I'on puisse réellement expligaerhioix de ces produits dont la toxicité reste

modérée par rapport aux autres toxines citéed 1gi [
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o o
QR
F o-CH3

@) O
Figure 2 : Structure de I'aflatoxine B1.

Les trichothécenes sont des mycotoxines issuesFuagarium, Myrothecium ou

Stachybotrysaffectant le systéme gastro-entérique (entéro&syinDes trichothécenes ont
peut étre été utilisés comme agents de guerre e dAsSud et en Afghanistan dans les

années 1970 [12]. La toxine T-2 et le déoxynivaléRagure 3) possedent, respectivement,

des Dlso de 1,21 mg.kg [13] et 70 mg.kd [10] chez la souris.

(CH,),CHCH,0CO

déoxynivalénol

toxine T-2

Figure 3 : Structure de deux trichothécénes : la toxine Ti2 déoxynivalénol.

2.4.2 Les toxines marines [14]
La saxitoxine (Figure 4) est une toxine aux prdpaéparalysantes produite par des

dinoflagellés $axidomugiganteu3. Cette neurotoxine bloque le passage des ionseoa

travers les canaux ioniques des cellules nervestsessséde une Ride 10 pg.kg par voie

orale chez la souris [13].

saxitoxine

Figure 4 : Structure de la saxitoxine.
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Les microcystines sont des hépatotoxines prodyitgsdes cyanobactéries (ou algues
bleues). Ce sont des heptapeptides cycliques Yat@adeux acides aminés nommés X et Z
(Figure 5) selon les microcystines. Lessptes microcystines sont d’environ 50 pg‘lanez

la souris [14].

COOH CH

(0]
Rz COOH

Figure 5 : Structure commune des microcystines. Rx et Rzespondent aux chaines latérales des deux
acides aminés X et Z (de configuration L) variaglbs les microcystines.

2.4.3 Lesvenins

La plupart des venins d’animaux contiennent desatexines qui inhibent les récepteurs
de neurotransmetteurs ou qui bloguent les cananijuies N& et K pour entrainer la
paralysie de la proie. Les venins sont souvent temes protéiques telles quead’
tityustoxine (issue du scorpion, RE9 pg.kg* chez la souris [15]) ou la taipoxine (issue d’un
serpent, Dk=5 pg.kg' chez la souris [15]). La tetrodotoxine est unerogxine non-
protéique sécrétée par des poissons parmi ledgialu, trés apprécié au Japon (B8 pg.kg
chez la souris [15]).

2.4.4 Les phytotoxines

Certaines toxines issues de plantes (phytotoximgspent la synthese protéique des
cellules eucaryotes. Les toxines les plus étuderegant qu’agents potentiels du risque
chimique sont la ricine et I'abrine. Ce sont deggproteines d’environ 60 kDa constituées
de deux sous-unités appelées chaine A et chaihéég® par un pont disulfure (Figure 6). La
chaine B assure la liaison de la toxine aux réceptée la cellule ciblée, tandis la chaine A
possede l'activité toxique. La ricine (Figure 6} ase phytotoxine issue du ricifRiCinus

communi} dont I'action dépend de la voie d’administratiofiinhalation entraine des
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maladies respiratoires aigués, l'ingestion provoqles hémorragies gastro-intestinales,
I'injection conduit a une nécrose des muscles qut pffecter les organes vitaux. Ladgde

la ricine par ingestion est estimée de 3 pQ.&gez la souris [13]. L'exemple le plus connu de
'usage de ricine est I'assassinat du dissidengdrel Georgi Markov commis en 1978 [16].
La ricine peut étre facilement extraite des graidesricin et représente donc une menace
terroriste trés sérieuse. L'abrine, une phytotoxssie deAbrus precatoriuspossede une
action trés proche de la ricine mais sa toxicitébesucoup plus élevée (RE0,04 pg.kg

chez la souris [13].

Figure 6 : Structure de la ricine : la chaine A est repré&seerh rouge, la chaine B en bleu.

2.4.5 Les toxines bactériennes

Certaines bactéries pathogenes responsables desgraladies telles que le botulisme, le
tétanos ou la diphtérie sécrétent des toxines ipumé (Tableau 5). La toxine tétanique et
plus particulierement la toxine botuligue sont desurotoxines extrémement toxiques
provoguant des paralysies musculaires. La toxiphatérique inhibe la synthése protéique et

affecte le systéme respiratoire.

toxine DL 5o (1g.kgh) source(bactérie) maladie associée
toxine botulique A 3.10 Clostridium botulisme
botulinum
toxine tétanique 1.1 Clostrldl_um tétanos
tetani
: L Corynebacterium o
toxine diphtérique 0,10 diphteriae diphtérie

Tableau 5 : Toxine protéique bactérienne, toxicité chez lariso[i3], bactérie productrice de la toxine et
maladie associée.
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3. Les techniques d’analyse des agents de guerre chgue

Les techniques d’analyse permettant de détecteidesttifier des agents de guerre
chimique jouent un réle essentiel lors des inspestde sites militaires ou industriels menées
par I'OIAC ou lors de la survenue d'un accident @un attentat chimique touchant une
population civile. Dans ces circonstances, les oudh d'analyse de terrain sont
indispensables pour déterminer rapidement la nateseproduits chimiques présents afin de
déclencher la mise en place des dispositifs deegiion adaptés a la situation. Ces techniques
d’analyse sont généralement peu spécifiqgues etesbuimitées aux produits chimiques
appartenant au tableau | de la CIAC [17]. Ellessenéent également un risque notable de
faux positifs mais excluent, en principe, les faudgatifs [18]. Les prélevements réalisés sur
le terrain doivent donc étre analysés en labomatawec un appareillage plus complet pour
obtenir un résultat sans équivoque, en suivantpdesédures de transport, de traitement,
d’analyse et d’identification des composés impogis/'OIAC. La mise en évidence de la
présence d’'agents de guerre chimique repose gémaat sur des analyses qualitatives plutot

gque guantitatives.

3.1 L’analyse de terrain [18-20]

3.1.1 Les papiers détecteurs

Les papiers détecteurs, comme par exemple les eod@D F1 utilisés par I'armée
francaise, sont imprégnés de colorants qui réagissec trois catégories d’agents de guerre
chimique : I'ypérite, les agents neurotoxiques yj@etV et les agents neurotoxiques de type
G. La présence de chacune de ces catégories dsagderguerre chimique est révélée par un
changement caractéristique de la coloration duepagétecteur. Cette méthode détecte la
classe d’agents de guerre chimique présente majgemaet pas d’identifier I'agent. Par
ailleurs, les papiers détecteurs sont restreintanalyse de substances liquides et peuvent
conduire a de nombreux faux positifs par réactieecades produits aminés ou phosphorés,

avec du gasoil ou du dichlorométhane.
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3.1.2 Les tubes colorimétriques

La trousse de détection chimique de contréle (TD@Gd@ele 1 bis) est constituée d’'un
assortiment de tubes colorimétriques. Ces tubeterment des réactifs immobilisés sur un
adsorbant solide permettant de détecter des aderggerre chimique présents a I'état de gaz
ou de vapeurs. Le protocole d’analyse consistetr@duire un échantillon d’atmosphére
suspectée d’étre contaminée dans les différenestablorimétriques au moyen d’'une pompe.
La présence d’'un agent ou d'une classe d’agengsielge chimique se traduit par I'apparition
d'une coloration caractéristique dans le tube epoadant. Les différents tubes
colorimétriques disponibles permettent de détaatergamme assez large d’agents de guerre

chimique.

3.1.3 La détection enzymatique

La méthode de détection enzymatique exploite Ilesprptés d'inhibition de
I'acétylcholinestérase caractéristiques des agesisotoxiques. Cette détection est réalisée
au moyen dun support (modele DETINDIV F1l) contdnarune enzyme
(butyrylcholinestérase) et un substrat chromoplfacgtate de 2,6-dichloroindophényl). En
absence d’agent neurotoxique, I'enzyme hydrolysesulbstrat, ce qui conduit a un
changement de coloration (Figure 7). En présenca dgent neurotoxique, l'action de
'enzyme représentée en Figure 7 est inhibée etirawhangement de coloration n’est

observé. La détection enzymatique ne permet cepéepda d’identifier I'agent neurotoxique

présent.
H,C.__O
Cl \( Cl
Oj\ij\ /O/O enzyme (@] OH
—_—
X hydrolyse N /©/
Cl N (hydrolyse) Cl N
coloration rouge coloration bleue

Figure 7 : Action de I'enzyme sur le substrat chromophoredeisant au changement de coloration observé
en absence d’agent neurotoxique.
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3.1.4 Les méthodes physiques instrumentales

Les méthodes physiques instrumentales utiliséele garrain font intervenir des principes
analytiques souvent identiques a ceux utilisésaborhtoire. Les appareils employés doivent
cependant étre adaptés aux contraintes particsilienposées par un déplacement sur le
terrain. lls doivent ainsi remplir des criteres midustesse, de tolérance au transport, de
consommation d’énergie, d’exploitation simplifiéede facilité d’utilisation. Des dispositifs
portatifs de spectrométrie a mobilité d’ions (syse CHEMPRO) ou de détection par
photométrie de flamme (systeme AP2C) font ainsti@ate la panoplie d’appareils utilisés
pour les analyses de terrain. La spectrométrie @ilitdod’ions (IMS) permet de séparer des
ions selon leur mobilité en phase gazeuse qui dédenrapport volume/charge [21]. Cette
technique est rapide et sensible mais son faibleqiorésolutif conduit & un risque élevé de
faux positifs. Le couplage de I'IMS avec la spectétrie de masse semble cependant trés
prometteur pour améliorer les capacités d’ideratfan sur le terrain [22,23]. La détection par
photométrie de flamme (FPD) est capable de révideprésence de produits volatils
phosphorés et/ou soufrés tels que les agents ogiques ou I'ypérite. D’autres instruments
d’analyse plus sophistiqués, tels que la chromafidtie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) [24,25] ou a latepssopie infrarouge a transformée de
Fourier (GC-FTIR) [26] peuvent étre présents daess l&boratoires mobiles utilisés sur le

terrain.

3.2 La dégradation des agents de guerre chimique

Les agents neurotoxiques et vésicants sont desas#mprolatils et peu polaires qui se
dégradent assez facilement dans un environnemardguggpour donner des produits de
dégradation généralement non toxiques, peu vqlalils polaires et plus stables que I'agent
initial [27]. Le chemin de dégradation des agergsratoxiques et vésicants, présenté en
Figure 8 indique la présence de produits de dégradationifspées a chaque agent. Les
produits de dégradation spécifiques peuvent reptésde seul moyen d’identifier I'agent
présent initialement lorsque celui-ci a été dégmadint I'analyse. Une grande variété d’outils
analytiques peut étre employée lors des analyssssite pour détecter et identifier des agents

de guerre chimique et leurs produits de dégradétioy28,29].
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agent | produits de dégradation
HC HO & H,0 I
N—P—CN —=— N—P—OH —=> C,H-O—P—OH
H C/ | rapide H C/ I lent [
0] 3 O-C,H, 3 O-C,H, OH
‘é tabun (spécifique) (non-spécifique)
wn é [l
L:I)J £ R1—|I|:|>—F H—z(_)d> R1—P—OH —IH29t> R1—|||:|>—OH
rapide
ol g oR2 P o-rRz " OH
é © sarin, soman,... acides alkyl acides
= alkylphos_p_honiques alkylphosphoniques
8 (spécifiques) (non-spécifiques)
D
w | > o
Z |l o R3
3 I , H, I H,O I
S| R1I—P—=S—(CH)yN, —=—> RI1I—P—OH ——» R1—P—OH
2 | R3 rapide I lent |
% O-R2 O-R2 OH
12 (VX, R-VX) acides alkyl acides
S alkylphosphoniques alkylphosphoniques
= (spécifiques) (non-spécifiques)
H,O [O] ﬁ
L NI Ho SeNon Ho S
‘§ ypérite TDG TDGO
0 phaits de dégradation spécifiques
|_
Z Cl B ]
3 Cl Cl
N = - >
Lﬁ B rap|de Ienl Ienl
2 /AS\ _As
7
E Cl HO OH O _O |,
Iewisite CVAA CVAO
produits de dégtation spécifiques

Figure 8 : Chemin de dégradation des agents neurotoxiqueygde G et V) et vésicants (ypérite et lewisite).
TDG : thiodiglycol ; TDGO : thiodiglycolsulfoxyde CVAA : acide arsénieux de chlorovinyl; CVAO : oxyd
arsénieux de chlorovinyl.
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3.3 La chromatographie en phase gazeuse

3.3.1 La dérivation chimique [30-33]

La plupart des agents de guerre chimique sont degpasés volatils et thermiquement
stables. La chromatographie en phase gazeuse &@pec la technique séparative la plus
couramment employée pour leur analyse [27]. Cetthrtique procure une grande efficacité
de séparation, une bonne résolution et la podsildilutiliser des techniques de détection tres
variées. Toutefois, les produits de dégradation dgsents neurotoxiques et vésicants,
représentant parfois le seul moyen d’identifiegéat présent initialement, sont des composés
généralement plus polaires que les agents initeypeu volatils. Différentes procédures de
dérivation chimique des produits de dégradatiorveeualors étre réalisées pour générer des
especes plus volatiles et analysables en GC [&4.réactifs les plus couramment employés

sont indiqués dans le Tableau 6.

acides TDG | lewisite, CVAA
phosphoniques
méthylation X

- diazométhanéméthanol) X
- (triméthylsilyl) diazométhan@gexane) X
- TMPAH (méthanol) X

silylation X X
- BSTFA (+TMSCI 1 %(hexane) X X
- MTBSTFA (+TBDMSCI 1 %) X X
(acétonitrile)
TBDMSCl/imidazolédiméthylformamide) X X

pentafluorobenzylation X

- PFBBr (acétonitrile) X

acylation X
- HFBA (acétate d’ethyle) X

thiolation X
- monothiols :éthanethiol ou propanethiol X
ou butanethiol (acétone)
- dithiols : 1,2-éthanedithiol ou 1,3- X
propanedithiol ou dimercaptol (acétone)

Tableau 6 : Présentation des réactifs (en italique) les plusramment utilisés pour la dérivation chimique
des produits de dégradation des agents neurotaxefueesicants et les solvants généralement enmployér la
réaction (entre parenthéses). TMPAH : hydroxyde tenéthylphénylammonium, BSTFA : N,O-
bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide, TMSCI : chiore de triméthylsilyle, MTBSTFA : N,méthyl-N-(tert
butyldiméthylsilyl) trifluoroacétamide, TBDMSCI :htorure de tert.-butyldiméthylsilyle, PFBBr : broreude
pentafluorobenzyle, HFBA : heptafluorobutyryle adtey.
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La dérivation chimique peut aussi étre utilisée rpaaméliorer les performances
chromatographiques obtenues pour certaines espédastles telles que la lewisite, le
phosgene ou I'agent BZ [34].

3.3.2 Les techniques de détection

La GC offre la possibilité d'utiliser une granderieé¢ de techniques de détection. La
détection par ionisation de flamme (FID) est urghtéque trés répandue pour la détection
d'agents de guerre chimique et leurs produits dgradtation [28]. Cette technique trés
sensible utilise une flamme air-hydrogene a tralagaelle passe I'effluent de la colonne GC
pour provoquer lionisation des especes présenhi@sdétection par photoionisation (PID)
permet d'ioniser des molécules par I'absorptionpetons dont I'énergie est supérieure au
potentiel d’'ionisation de la molécule. La réponsepoportionnelle a I'efficacité d’ionisation
des composés : un signal plus intense est aineholgour les composés soufrés (ypérite) ou
contenant des insaturations (lewisite). La PID agiendant trés sensible aux interférents
aromatiques qui peuvent étre présents dans I'édbantLa détection par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est basér I'absorption d’'un rayonnement
infrarouge permettant d’identifier les fonctionsimmlques du composé analysé grace a la
détection de vibrations caractéristiques des lr@schimiques. L'identification est réalisée
par comparaison du spectre IR obtenu avec ceux i@sngans une base de données de
référence [26].

Les détecteurs sélectifs, tels que la photométi#laadnme (FPD) ou I'émission atomique
(AED), sont particulierement intéressants pourdgedtion des composés liés a la CIAC qui
sont des especes riches en hétéroatomes (O, M Chet As). La détection FPD consiste a
exciter les atomes du composé analysé au moyenedflamme. Le retour a I'état
fondamental est accompagné d’'une émission de photamactéristique de chaque élément
présent. La technique FPD peut étre sélective afresmode S) ou au phosphore (mode P)
grace a l'utilisation de filtres optiques. Cettehrique est donc particulierement appropriée a
la détection des agents neurotoxiques et de I'igékie détecteur azote-phosphore (NPD)
apporte une sensibilité particulierement élevéer pesi composés contenant du phosphore
et/ou de l'azote, ce qui permet de détecter destageurotoxiques présents a I'état de traces.
L’AED permet de détecter n'importe quel élémentnilgue de maniere sélective avec une

grande sensibilité. Les molécules analysées sambdumites dans un plasma d’hélium
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hautement énergétique induit par micro-ondes, depgunet de dissocier totalement la
molécule en atomes excités. Le retour a |'état domeintal est caractérisé par une émission de
photons de longueurs d’ondes caractéristiques. DAtermet de déterminer une formule
empirique approximative, trés utile pour identifies composés détectés [35,36]. L'AED est

une technique tres utilisée pour la détection desposés liés a la CIAC [27].

3.3.3 Le couplage chromatographie en phase gazeuse-gpeé¢trie de masse

La chromatographie en phase gazeuse couplée &dtr@pétrie de masse (GC-MS) est
une technique trées employée pour I'analyse desuisodiés a la CIAC. Elle est souvent
considérée comme la méthode de choix pour obter@ridentification sans équivoque des
composés [37-40]. Deux types de sources d’ionisapoocurant des informations trés
complémentaires peuvent étre utilisés : I'impaecbnique (EIl) et l'ionisation chimique
(CI). La source EI, ol régne un vide poussé*(P@), est constituée d’un filament chauffé
émettant des électrons accélérés vers une anofleLptsqu’une molécule (M) présente en
phase gazeuse dans la source d’'ionisation entmlésion avec un électron dont I'énergie
cinétique est supérieure a son potentiel d’ionisatiespéce ionisée M (ion moléculaire) est

formée par expulsion d’'un électron :
M+e - M™+2€6

Une énergie cinétique des électrons égale a 70eeigi d'ioniser la plupart des molécules
organiques.

Les spectres de masse obtenus avec une sourcédehfent généralement de nombreux
ions fragments. L’ion moléculaire Mest souvent indétectable et ne permet pas d’acéde
la masse moléculaire du composé. Cependant, |ssfiagments obtenus en El constituent
une véritable empreinte de la molécule et permettédentifier le composé détecté par
comparaison avec les nombreux spectres El comgéads la base de données de I'OIAC et
enregistrés en conditions standard (énergie cw@tigles électrons=70 eV, courant
d’émission=100-200 pA et température de la sours@=200°C).

Le principe de lionisation chimique (Cl) reposer sutilisation d’'un gaz réactif (GH)
remplissant la source [41]. Dans un premier tengesgaz réactif est ionisé par impact
électronique au moyen d’électrons issus d’un filanahauffé pour générer 'espéce Glqui
entre rapidement en collision avec d'autres mokEsule gaz réactif pour former I'espéce
GH," :

37



Chapitre | : Etude bibliographique

GH+e— GH™ + 2e
GH™ + GH— GH," + G’

Ces ions de gaz réactif vont ensuite entrer ensgmil avec les molécules de I'’échantillon
(M) et engendrer une réaction ion-molécule permetta formation de lion pseudo-

moléculaire MH par le transfert d’'un proton :
GH;" + M = MH" + GH

Cette réaction n’est possible que si I'affinitétpraque de M, définie comme le négatif de
I'enthalpie standard de la réaction M + H MH", est supérieure a celle de GH. L’énergie
transmise au cours de I'ionisation correspondadiffarence d’affinité protonique entre le gaz
réactif et la molécule. La fréquence des collisiolépend de la pression régnant dans la
source (de I'ordre de TOPa). Les gaz réactifs les plus utilisés sont I'amiac, le méthane et
'isobutane. La Cl génére généralement peu d’iomgrhents et préserve lion pseudo-
moléculaire. Cette technique d’ionisation permehaal’obtenir la masse moléculaire du

composé et compléte ainsi les informations obtepndsil.

3.4 La chromatographie en phase liquide

3.4.1 Les avantages de la chromatographie en phase kquid

La chromatographie en phase liquide (LC), impliguanplus souvent des conditions de
polarité de phases inversée, est une autre techrsgparative trés employée pour la
séparation des composeés liés a la CIAC. Le prih@paut de la LC par rapport a la GC
concerne l'analyse des produits de dégradationedtsgde guerre chimique qui peut étre
réalisée sans dérivation chimique, évitant airsineonvénients suivants :

« un temps d’analyse long.

« le manque de sélectivité des réactifs de dérivagioinpeuvent aussi réagir avec
des interférents issus de la matrice et conduis@easource d’erreur importante
lors d’analyses quantitatives.

- le large excés de réactif de dérivation, souverdesgaire pour obtenir une
dérivation compléte, peut générer un importanttitaifond et réduire la durée de

vie de la colonne de séparation.
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- la réaction de dérivation devant se dérouler damssalvant organique, il est
nécessaire d’effectuer un échange de solvant poalyser des échantillons
aqueux.

La chromatographie liquide permet donc de réalisercriblage rapide des produits de
dégradation d’agents de guerre chimique contenus dies échantillons aqueux en évitant des
étapes fastidieuses de dérivation chimique et diégh de solvant [42]. La majorité des
phases stationnaires utilisées sont de type sjieffée (G ou Gg). Les micro-colonnes
(diamétre interne de 1 & 2 mm avec un débit de Z00guL.min") et les colonnes capillaires
(diamétre interne de 150 & 500 pm avec un déhitald0 pL.miff) sont les plus employées.
Les agents de guerre chimique et leurs produitsdégradation étant dépourvus de
groupement chromophore ou fluorophore, les teclasgle détection UV ou par fluorescence
sont impossibles (sans dérivation). La détecticpévative par diffusion de lumiére (ELSD)
ou la spectrométrie de masse (présentée en datslld paragraphe 1.3.4.2) constituent donc
des techniques alternatives intéressantes. L'EL&W3iste a nébuliser puis évaporer I'éluant
arrivant de la colonne. Les résidus solides comteles analytes moins volatils que I'éluant
passent a travers un faisceau laser et entraiaelifflision de ce faisceau. Cette technique de
détection est sensible et universelle et a étésérilen couplage avec la chromatographie
liquide pour la détection de produits de dégradatagents neurotoxiques (acides
phosphoniques) [43]. Par ailleurs, le couplage dxe@tection FPD (en mode P ou S) permet
d’effectuer un criblage rapide des produits de dégtion d’agents neurotoxiques et d’ypérite
[44,45].

3.4.2 Le couplage chromatographie en phase liquide—spetdtrie de masse

Le couplage chromatographie liquide-spectrométeiendisse (LC-MS) est une technique
largement employée pour l'analyse d’agents de guehimique et leurs produits de
dégradation [46-49] ou de toxines [50-53]. Le cagpel LC-MS implique l'utilisation de
sources d’ionisation fonctionnant a pression atrhésgue. En effet, si I'éluant de la colonne
LC était transféré de la phase liquide a la phassegse dans une source d’ionisation a
pression réduite, le volume de gaz généré serasidérable. Les sources d’ionisation les
plus couramment employées en LC-MS sont l'ionisatihimique a pression atmosphérique

(APCI) et I'ionisation par électronébulisation (ESI
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La source APCI fonctionne selon un principe anatogicelui de la source Cl utilisée en
GC-MS (cf. partie 1.3.3.3). L’éluant liquide arrivade la colonne LC est introduit dans la
source APCI sous forme d’'un nébulisat au moyen dumde gaz nébulisant (air owpN Le
nébulisat est ensuite conduit dans une chambreédehdtation chauffée (entre 400°C et
500°C) ou la chaleur transférée aux gouttelettesiéhulisat permet la vaporisation de la
phase mobile et de I'échantillon. La phase motilééehantillon, présents en phase gazeuse,
entrent ensuite dans la région de réaction olpils ®nisés. La phase mobile vaporisée joue
généralement le réle de gaz réactif. Contraireradatsource Cl utilisée en GC-MS, les ions
de gaz réactif ne sont pas formés a partir d’'é@estissus d’un filament chauffé mais par des
décharges Corona. Les étapes de désolvatation etaderisation sont généralement
suffisamment rapides pour éviter la décompositimmhique des composés.

Le principe de la source ESI repose sur la formaditons en phase gazeuse directement
a partir d'espéces présentes en solution. L'élaattant de la colonne LC est introduit dans
la source ESI a pression atmosphérique et a tetupérambiante au moyen d’un capillaire
d’introduction. Une différence de potentiel de B &V est appliquée entre le capillaire
d’introduction et une contre-électrode. Sous lactidu gradient de champ électrique
résultant, les charges sont attirées vers la cé@bdarode, ce qui conduit a la déformation de
la surface du liquide situé a I'extrémité du cagiit d’'introduction pour former le céne de
Taylor [54] (Figure 9).

gaz réduction
nébulisant " explosions
coulombiennes

¢luant >

>
capillaire |
d'introduction oxydation cone de
Taylor
Electrons
o
. t v
TDC Electrons contre-électrode

tension
(haut voltage)

Figure 9 : Représentation du mécanisme de formation desedetiéts chargées par électronébulisation en
mode d’ions positifs [55].
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L'extrémité du cbne de Taylor se rompt pour formém nébulisat de gouttelettes
multichargées. Selon leur polarité, les chargesepartissent préférentiellement a la surface
de la gouttelette. La formation de ce nébulisatt @¢ne assistée par un flux concentrique de
gaz nébulisant (N (Figure 9), ce qui autorise des débits d’éludns glevés et compatibles
avec la LC. Cette source d’'ionisation par électbai6ation assistée pneumatiquement (ou
« ionspray ») est la source la plus couramment @pépl de nos jours mais est souvent
appelée source d’ionisation par électronébulisgiansource ESI) par abus de langage.

Un flux de gaz neutre séchantjMhauffé entre 100°C et 400°C arrive a contre aour
avec un débit compris entre 1 L.Afiet 12 L.min" pour évaporer le solvant et réduire ainsi la
taille des gouttelettes. Les charges de surfacgaigi$elettes deviennent alors plus proches et
les forces de répulsion augmentent. Lorsque laefdecrépulsion coulombienne devient égale
a la tension de surface (limite de Rayleigh), lattgette explose et produit des gouttelettes
plus petites. Ce processus de fission (explosiandombiennes) se répete et forme des
gouttelettes de trés forte densité de chargesnfigceu Le mécanisme exact par lequel les ions
sont transférés en phase gazeuse est encore sujet rombreuses recherches. Deux
principaux modeles peuvent étre cités (Figure l@)modele de la charge résiduelle de Dole
[56] propose que les fissions se répetent jusge’'que les gouttelettes chargées deviennent si
petites (1 nm de rayon) qu’elles ne contiennens glwiune seule molécule d’analyte. Lorsque
les derniéres molécules de solvant s’évaporentdicule retient la charge résiduelle de la
gouttelette et forme ainsi un ion en phase gazdotsement désolvaté. Le modele
d’évaporation ionique de Iribarne et Thomson [5Xjgere que des ions solvatés peuvent étre
directement émis a partir de gouttelettes d’un mage 10 nm, méme si celles-ci contiennent
plusieurs analytes.

modele de la
charge résiduelle

(R = 1nm)
explosions \

coulombiennes désolvatation @
successives

\/’

modele de
I’évaporation d’ion
(R=10nm)

Figure 10 : Représentation des modéles de la charge résidile) et de I'évaporation d'ion (Iribarne et
Thomson) proposés pour expliquer la formation des ien phase gazeuse a partir des gouttelettegéelsagn
ESI.
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Le processus d'ionisation par électronébulisatiast favorisé si les analytes sont
préalablement chargés en solution. Ainsi, I'ajoutndacide ou d’'une base dans la phase
mobile est couramment effectué pour favoriser @gration en mode d’ions positifs ou la
déprotonation des composés en mode d’'ions négatifs.

L’APCI est souvent considérée comme une technigoeidation plus adaptée que I'ESI
pour I'analyse de composés neutres et de faiblesenast autorise des débits d’éluant
légérement plus élevés allant jusqu’a 2 mL.nicontre 1 mL.mit maximum en ESI.
Néanmoins, I'ESI procure souvent une meilleure ibdité pour les especes polaires ou
chargées et de masse plus élevée [42]. Ces dehridees d’ionisation sont donc trés
complémentaires. Les sources ESI et APCI sont ddgbades d’ionisation douce c’est-a-dire
gu’elles transmettent peu d’énergie aux composés flu processus d’ionisation. Elles
produisent donc généralement peu de fragmentaéiorsource et procurent en conséquence
peu d’informations structurales. Il est donc néamsesde réaliser des expériences de
spectrométrie de masse en tandem (ou MS/MS) pemtate fragmenter les analytes selon
des procédés qui dépendent du type de spectrometreasse utilisé. Les expériences de
spectrométrie de masse en tandem fournissent f@snetions structurales trés précieuses

permettant d’identifier les composés présents.

3.5 L’électrophorese capillaire

3.5.1 Les avantages de I'électrophorese capillaire

L’électrophorése capillaire (CE) permet de sépaes especes ionisées (ou ionisables)
par différences de vitesses de migration électragglue sous I'action d’un champ électrique
régnant dans un capillaire de diametre interne csmgmtre 25 um a 100 um, généralement
en silice vierge, et rempli d’'un électrolyte. Ldaedse de migration électrophorétique d’une
espece | (%i) dépend de sa mobilité électrophorétiqugbinet du champ électrique appliqué
(E):

Vepi:Uepi-E

Sous l'action du champ électrique appliqgué, l'exisie d'une double couche
électrostatique a linterface paroi du capillaiteefrolyte engendre un écoulement
électroosmotique dont le profil de vitesse est [flgure 11). Les phénoménes de dispersion

radiale rencontrés en chromatographie en phasedigun raison de I'écoulement parabolique
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de la phase mobile sont alors évités, ce qui peaudtélectrophorése capillaire une efficacité
de séparation bien supérieure. La vitesse de nograpparente QMpi) d’'un composé tient
compte de la vitesse de migration électrophoréti@uéz) et de la vitesse de I'écoulement

électroosmotique @) (Figure 11):
Vappi :Vepi *+Veo

Par ailleurs, les trés faibles débits (10-100 nh:hiet volumes injectés (de I'ordre du nL)
intervenant en électrophorése capillaire permettientonsommer tres peu d’échantillon et

d’électrolyte.

surface du
capillaire

§ |
couche compacte I + + O@O QOO% QCOOOQOQ

- = plan de cisaillement
Sevseve oSy
O

O ‘E?]
0 e o g
anode o Vo Vo cathode

écoulement électroosmotique

couche diffuse
v,

O molécule de solvant @ cation de | “électrolvie

. analyte cationique @ analvie anionigue

Figure 11 : Représentation du principe de I'électroosmosesstuitesses de migration apparentes d’analytes
anioniques et cationiques, dans le cas d’'un cagilea silice vierge.

L’électrophoreése capillaire est donc une technigagiculierement adaptée a I'analyse de
composés chargés ou trés polaires qui peuvent @ificilement séparables en
chromatographie en raison de leur élution trésdempGrace a son principe de séparation
caractéristique, I'électrophorése capillaire appates informations trés complémentaires a
celles obtenues en chromatographie. L’électropleoréapillaire a ainsi été appliquée a
'analyse de produits de dégradation d’agents rexigues et de toxines en utilisant
différentes techniques de détection [58].

Les composés neutres, dépourvus de mobilité éfdurétique, peuvent toutefois étre
séparés en utilisant une technique appelée chrgnagioie électrocinétique micellaire
capillaire (MEKC). Le principe de la MEKC consisée introduire dans I'électrolyte de

séparation un tensioactif tel que le dodécylsulidesodium (SDS) a une concentration
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supérieure a sa concentration micellaire critigfie @e former des micelles. Les composés

neutres vont alors étre distribués entre I'élegteolet la pseudo-phase constituée par les
micelles chargées. Lorsqu’ils sont incorporés daasnicelles, les composés neutres migrent
a la méme vitesse que les micelles (Figure 12).coasposes neutres peuvent ainsi migrer a
différentes vitesses selon leur affinité pour laymo-phase micellaire qui dépend de leur

hydrophobie. La MEKC a ainsi pu étre appliqguée séjparation de composés neutres liés a la
CIAC tels que les produits de dégradation d’ageésscants [59,60].

~~~= Tensioacif - _
(anionique) > =Ecoulement €lectroosmotique
== = Analyte 4== = Migration électrophorétique

Figure 12 : Principe de la MEKC [61].

3.5.2 Les techniques de détection

Les produits de dégradation d’agents de guerreigbensont dépourvus de groupement
chromophore. La détection UV, technique la plusraounent employée en électrophorese
capillaire, peut cependant étre réalisée en utilisa électrolyte contenant un chromophore
qui permet de détecter les analytes par diminutlenl’absorbance. Cette technique de
détection UV indirecte a ainsi été tres utiliséaipla détection de produits de dégradation
d’agents neurotoxiques ou vésicants [60,62-70]siPlus parameétres sont importants pour
réaliser une détection UV indirecte : I'agent chomnore employé doit posséder un
coefficient d’absorptivité molaireg) éleve et une mobilité électrophoreétiqueypproche de
celle des analytes pour obtenir des pics fins etésgiques. Pianettet al. [62] ont testé
plusieurs agents chromophores pour la séparatiorprdduits de dégradation d’agents
neurotoxiques et ont démontré que I'acide phényphonique (4=-30,9 10° cnf.V.s* &
25°C,e=10000 L.mof.cm™ aAma=200 nm [62]) était le plus adapté. Cet agent clofimore
a donc été utilisé dans la majorité des cas biendgubons résultats aient aussi été obtenus
par Mercieret al [64,65] avec I'acide sorbique g-30,5 10° cnf.V.s”, £=25000 L.mal

L em® @ Ama=254 nm [62]). Toutefois, I'absorbance importaneel'électrolyte chromophore
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remplissant le capillaire induit un bruit de fonelativement élevé. La concentration du
chromophore doit donc étre la plus basse possible pbtenir de meilleures limites de
détection. En effet, la concentration minimale dtgtele (G,n) en détection UV indirecte est
proportionnelle a la concentration de chromoph@g €t inversement proportionnelle a la
réserve dynamique correspondant au rapport ensigheal d’absorbance du chromophore et
le bruit de fond qui lui est associég)Ret au rapport de transfert défini comme le nombre
d’ions chromophores déplacés par un ion-analytg (R

L= Ce
min Rp Rt

La sensibilité obtenue en détection UV indirectegg&néralement inférieure a celle obtenue
en détection UV directe. La détection UV des aciplessphoniques issus de la dégradation
des agents neurotoxiques peut étre réalisée deereatirecte mais nécessite la complexation
des analytes avec un composé chromophore tel qumrkte de sodium [71]. Enfin, la
détection UV directe a aussi été utilisée pourdlgse de toxines telles que la saxitoxine
[72,73], laricine [74] ou les microcystines [75].

L’absorbance (A) est proportionnelle au coefficietiabsorption molaire e et a la

concentration du chromophore (C) mais aussi aattogtique () (loi de Beer-Lambert) :
A=¢.L.C

Le trés court trajet optique correspondant au dieamiaterne du capillaire (compris entre 25
et 100 um) explique donc le manque de sensibibiévant constaté en CE-UV. Le trajet
optique peut étre augmenté de 3 a 5 fois en emplogias cellules de détection UV
particuliéres : les cellules en Z [76] ou les deliua bulle [77] (Figure 13).

e

celluleen Z  cellule a bulle

Figure 13 : Représentation des cellules en Z et a bulle éispour améliorer la sensibilité de la détection
uVv.

La sensibilité obtenue en électrophorése capillpieait étre améliorée en utilisant des

techniques de détection plus sensibles telles gudkidrescence induite par laser (LIF). Les
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composés liés aux armes chimigues ne possédantigoagoupement fluorophore, il est
nécessaire d’adopter une démarche similaire atectign UV en réalisant soit une détection
indirecte au moyen d'un électrolyte fluorophorejt sene détection directe grace a la
dérivation des composés. Ainsi, Melangral. [78] ont réalisé une détection LIF indirecte
d’acides phosphoniques en utilisant un électrolgpatenant un fluorophore (tetrakis(4-
sulfophenyl)porphine) et atteint des limites deedfion de 9 ng.mt dans I'eau, représentant
un gain en sensibilité d’un facteur 20 environ goport aux meilleurs résultats obtenus avec
une détection UV indirecte [69]. Jiargg al. ont réalisés la détection LIF directe d’acides
alkylphosphoniques dérivés avec du bromure de génaans du N,N-diméthylformamide
pour atteindre des limites de détection compriseee 2 et 17 ng.mt[79]. La détection par
conductimétrie a aussi été testée en tant que ihethlternative a la détection UV mais
conduit a une sensibilité similaire [66,67,80]. Temices techniques de détection ne sont
cependant pas sélectives. Kiemtzal. ont ainsi utilisé un dispositif CE-FPD (mode Pupo
réaliser la détection sélective d’acides alkylphlhaspques avec des limites de détection

comprises entre 0,1 et 0,5 ug.tl81].

3.5.3 Le couplage électrophorése capillaire—spectrométaenasse

Le couplage électrophorése capillaire—spectromdtienasse (CE-MS) est une technique
en plein développement depuis une quinzaine d’andéas un large domaine d’application
[82-85] dont quelques exemples sont cités danaragpaphe 1.4.3. Cette technique permet en
effet de bénéficier a la fois des avantages dedt&phorése capillaire (efficacité, faible
consommation d’échantillon, principes de séparatamctéristiques a I'électrophorése, etc.)
et des grandes capacités d’identification de latspmétrie de masse. Toutefois, trées peu
d’articles rapportent l'utilisation du couplage GES pour la détection de composés liés a la
CIAC. Ainsi, Kostiainenet al. [86] ont utilisé I'électrophorése capillaire coéel a un
spectrometre de masse equipé d’'une source ESidanent en mode d’ions négatifs et d’'un
analyseur triple quadripolaire (TQ) pour la détmetid’'acides alkyl méthylphosphoniques
(CH3-P(O)(OH)(OR)) issus de la dégradation d'agentsrateMmiques. Des limites de
détection d’environ 5 pg.mbont ainsi pu étre obtenues en CE-MS dans I'eag puec un
mode d’acquisition qui repose sur la détection riBigélectionnés (selected ion monitoring,
SIM) correspondant, dans ce cas, aux ions pseudcnlalres des composés analysés.
L’analyseur ne balaye ainsi que les rapports mlgcéénnés au lieu de balayer toute une
gamme de rapports m/z ce qui permet d’augmentanifisigtivement la sensibilité. Cette
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technique n’est cependant intéressante que dareslele la recherche de composés connus
dans un échantillon. Merciet al. [87,88] ont aussi employé un dispositif CE-ESI-pQur
détecter des acides alkyl méthylphosphoniques 3{@@)(OH)(OR)), alkyl
éthylphosphoniques ¢8s-P(O)(OH)(OR)) et alkylphosphoniques (R-P(O)(@HJans 'eau
pure et I'eau potable avec des limites de déteat®’ pg.mL* en mode d'acquisition SIM.

La réalisation d’expériences de spectrométrie desm&n tandem (ou MS-MS) en couplage
avec |'électrophorese capillaire (CE-MS-MS) a perrdiaméliorer les limites de détection
d’acides alkyl méthylphosphoniques & 0,1 pg'mgn utilisant le mode d'acquisition SIM
permettant de ne détecter que [lion fragment sjpggmf aux acides alkyl
méthylphosphoniques.

3.5.4 Les microsystemes [89]

Les avancées technologiques réalisées dans le denda la microfluidique et de la
microfabrication depuis une dizaine d’années ontmpe de développer des systemes
analytiques miniaturisés (microsystemes) utilisabb®ur un large domaine d’application
[90]. La miniaturisation des systémes analytiquesnet de bénéficier d'une grande rapidité
d’analyse, d’'une tres faible consommation d’échiamti d’'un haut niveau d’automatisation
simplifiant I'utilisation et d’un faible co(t.

Les microsystémes sont généralement constitué® gilague de verre ou de polymere de
qguelques centimétres carrés sur laquelle des naceax de quelques dizaines de
micrometres de coté ont été gravés par photolidpige ou par moulage dans le cas des
matériaux polymériques. Une deuxieme plaque plagnet de fermer les microcanaux
disposés le plus souvent en forme de T ou de ckddkectroosmose est le mode de transport
des fluides le plus adapté aux microsystémes. tlleeseffet techniqguement plus facile
d’'imposer une différence de potentiel entre deuxéexités d’'un microcanal que d’appliquer
une différence de pression nécessitant |'utilisatie vannes et de pompes plus difficilement
miniaturisables. Pour les mémes raisons, le moutgedtion électrocinétique (par différence
de potentiel) est beaucoup plus couramment emplgye le mode d'injection
hydrodynamique (par pression) (Figure 14).
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Figure 14 :Exemple de procédé utilisé pour I'injection eséparation de composés dans des microsystémes.

La majorité des microcanaux sont rectilignes madisest possible d’utiliser des
microcanaux en serpentin [91] ou en spirale [92)e électivité supplémentaire peut étre
introduite dans les microsystemes de différentesiénes : par fonctionnalisation de la paroi
des microcanaux, par utilisation de particules, ggnthése d’'un monolithe situ. Les
microsystémes offrent la possibilité de couplersm@urs étapes de l'analyse (filtration,
dérivation, préconcentration, digestion enzymaticete.) et de réaliser des expériences bi-
dimensionelles. Compte tenu des trés faibles dimeagles microsystémes, les techniques de
détection par fluorescence ou par électrochimiedSBsont souvent préférées a la détection
uVv.

Les faibles dimensions et les performances analgtigdes microsystemes sont
intéressantes pour les analyses de terrain. Lelaf®ament des microsystémes pour
'analyse des composés liés a la CIAC est donciqodidrement actif [96,97]. Plusieurs
articles rapportent ainsi [l'utilisation de microsymes pour l'analyse de produits de

dégradation d’agents neurotoxiques [98-101].
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3.6 Larésonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est unbnigge trés puissante pour la
détermination de structures et fournit des inforares tres complémentaires a celles obtenues
par spectrométrie de masse. Le principe de la RBINIlestré dans la Figure 15 et permet

d’observer la relaxation des moments magnétiquesdgaux.

i

T T T T T T
(e) 200 160 120 80 40 0

Time ‘ ‘ ‘

Figure 15 : Représentation du principe d’'une expérience RMA) :précession des moments magnétiques
individuels, 4, a la fréquence de Larmovy, autour du champ magnétique statique, (B) une impulsion
radiofréquence génere le champ magnétiquepBrpendiculaire a B de fréquencey, et incline le moment
magnétique net, M pour devenir le moment Mobservable (c) Mprécesse ensuite autour dgaBsa fréquence
spécifiquev; (d) cette oscillation induit un voltage dans ldine RMN qui est mesuré en fonction du temps (e)
I'application de la transformée de Fourier permetodnvertir ce signal temporel en un signal deUeége
(déplacement chimique) conduisant au spectre RMIS][1

Des séquences d’excitation plus complexes pernietienréaliser des expériences
bidimensionnelles trés utiles pour affiner la ddii@ation de structure. La RMN est
cependant moins utilisée que les techniques d’aaglyésentées précédemment en raison de
sa sensibilité limitée (généralement comprise eftret 10 pg.mt) pour la majorité des
composeés liés a la CIAC. Par ailleurs, le voluméchantillon nécessaire a une analyse RMN
est relativement important (500 pL au minimum) n@@de technique n’est pas destructive.
Les noyauxH, 3P, *°F et'3C sont les plus couramment observés pour I'analgseagents de
guerre chimique [102]. Les expériences RMIR et'°F sont des techniques de détection

sélectives, particulierement utiles pour réalisectiblage des agents neurotoxiques.
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Le traitement des échantillons liquides nécessaieat une analyse par RMN est simple.
Pour éviter une résonance trop importante du ndlfaues solvants protonés sont souvent
échangés avec un solvant deutéré (GDD4O, CD,Cl,). Lorsque I'évaporation du solvant
protoné nécessaire a I'échange de solvant n’estdpagable, le solvant deutéré peut étre
simplement ajouté a I'échantillon pour stabiliserdhamp magnétique. Une référence de
déplacement chimique doit ensuite étre ajoutéécéhéintillon (tétraméthylsilane polid et
3¢, CFC} pour *F et triphénylphosphate potiP) qui est finalement filtré avant I'analyse
par RMN. L'identification des composés est réalipaecomparaison avec des spectres RMN
de référence. La RMN peut étre utilisée lors desstd’aptitudes imposés par 'OIAC aux
laboratoires experts désignés. Dans l'avenir, lidgatiion de la RMN pour I'analyse des
composeés liées aux agents de guerre chimique oseradévelopper grace aux dernieres
avanceées technologiques telles que le couplage lavebromatographie en phase liquide
(LC-RMN) [103] ou avec la chromatographie superqué (SFC-RMN) [104].
L’augmentation de la fréquence du champ magnétapmiqué et l'utilisation des micro-

sondes et des cryosondes permettent d’améliosamisibilité.
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4. La mise en ceuvre du couplage électrophorése capitla-spectrométrie

de masse

4.1 Les interfaces CE-ESI-MS

La source d’ionisation par électronébulisation (B&rmet I'ionisation en phase gazeuse
de composés polaires ou chargés initialement pi®san solution (cf. partie 3.4.2). Cette
technique d'ionisation est donc particulieremenenbiadaptée a un couplage avec
I'électrophorése capillaire et constitue la soutienisation la plus largement employée en
CE-MS. Le transfert des analytes du capillaire jgda source d’ionisation ESI est assuré
par linterface CE-MS. Cette interface doit aussrmettre d’établir le contact électrique
nécessaire a la fois a I'application du champ étpet dans le capillaire de séparation et a
I'application du champ électrique requis pour l®gassus d’électronébulisation dans la
source d’ionisation. L’interface joue donc un rglemordial dans la mise en ceuvre du
couplage CE-MS. Il existe trois grands types diiisiee : I'interface coaxiale a liquide

additionnel, l'interface a jonction liquide et lterface sans liquide additionnel.

4.1.1 L'interface coaxiale a liquide additionnel

Le débit de I'électrophorése capillaire, corresponida une centaine de nL.Afirau
maximum, est insuffisant pour permettre la fornratibun nébulisat stable avec une source
ESI classique. En 1989, Smitkt al. [105] ont développé une interface CE-ESI-MS
permettant de délivrer un liquide additionnel deni@ee concentrique au flux arrivant de
I'électrophorése capillaire, avec un débit comerisre 3 et 6 pL.mih et compatible avec la
formation d’'un nébulisat stable. Une arrivée comigne de gaz nébulisant favorise la
formation du nébulisat (Figure 16). Le liquide dotdinel permet par ailleurs d’assurer le
contact électrique entre la pointe du capillaireséparation et le capillaire d’introduction.

Cette interface coaxiale a liquide additionnellagtlus couramment employée actuellement.
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Gaz nébulisant —

Liquide additionnel —s>  Céne de Taylor
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Figure 16 : Représentation d’'une interface CE-ESI-MS coaxdiguide additionnel.

Il est important de noter qu'il est préférable diser des électrolytes de séparation
volatils afin d’éviter des problemes de bouchageleyollution de la source d’ionisation. Le
choix des électrolytes de séparation utilisablex@mplage CE-MS est donc assez limité.
Ainsi, la majorité des applications CE-MS fait irtenir des électrolytes constitués d’anion
formiate ou acétate et d'un contre-ion volatilgak la cation ammonium.

Les propriétés physico-chimiques du liquide additil ont une forte influence sur
I'lonisation des composés en phase gazeuse etpmseguence, sur l'intensité du signal
obtenu. Ainsi, la formation du céne de Taylor estilitée par I'utilisation de solvants
possédant une faible tension de surface. La dimoimute la viscosité du solvant utilisé
conduit a la diminution de la taille des premiégesittelettes formées qui est associée a une
meilleure efficacité d’ionisation [106]. Le liquidedditionnel est donc généralement constitué
d’un solvant organique ou d’'un mélange solvant igyze/eau. L'ajout d’acide pour favoriser
la protonation en mode d’ions positifs ou I'ajo blase pour favoriser la déprotonation en
mode d’ions négatifs est souvent pratiqué.

Le débit de liquide additionnel joue aussi un rigportant sur la sensibilité. Kirbgt al.
ont ainsi réalisé des expériences montrant quetefigité du signal diminue avec
laugmentation du débit de liquide additionnel emt cexpliqué ce résultat par une
augmentation de la dilution de I'échantillon [10Iflest en effet admis que le signal obtenu en
ESI dépend de la concentration et non du débit iassd’analytes pour des débits
volumiques conventionnels de I'ordre de quelquesmirt! [108]. L'augmentation du débit
de liquide additionnel pourrait cependant avoirautre effet négatif sur la sensibilité. Il a en
effet été montré que le rayon des premiéres gettiésl formées en ESI augmente avec le
débit et conduit & une diminution de I'efficacitéodisation [106,108].
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4.1.2 L'interface a jonction liquide

En 1988, Henioret al.[109,110] ont développé l'interface CE-MS a joantliquide dans
laquelle le capillaire et le nébuliseur sont conée@ar un petit espace de 10 a 20 um rempli
par un liquide de contact (Figure 17).

capillaire CE— (1 MS

tension (kV)

capillaire
d’introduction
liquide de contact

Figure 17 :Représentation de l'interface a jonction liqui8s]

L'interface a jonction liquide est délicate a canst, moins robuste et fournit des résultats
moins reproductibles que linterface coaxiale auilig additionnel [111]. Une perte
d’efficacité de séparation et un élargissement gles sont souvent observés [85]. De nos

jours, l'interface a jonction liquide est peu gée.

4.1.3 L'interface sans liquide additionnel (sheathless)

L'interface sans liquide additionnel, développéel®87 par Olivarest al. [112,113],
permet d’éviter la dilution de I'échantillon par liguide additionnel et implique I'utilisation
de systémes d’électronébulisation miniaturisésyges « microspray » ou « nanospray ». Ces
sources fonctionnent en effet avec des débits d@mwne centaine de nL.minpour la
source « microspray » et d’environ 20-40 nL.thipour la source nanospray, qui sont
compatibles avec le faible débit de I'électropher&spillaire. La réduction du débit de
solution arrivant dans la source d’ionisation néttesla réduction du diametre interne du
capillaire d’introduction (10-20 pm pour la soureenicrospray » et 1-5 um pour la source
« nanospray ») ce qui permet de réduire la disperdu nébulisat responsable d’'une perte
d’ions et d’améliorer ainsi la transmission dessiqusqu’a I'analyseur. La réduction du débit
de solution arrivant dans la source d’ionisatiomdiot par ailleurs a la formation de
gouttelettes de plus petites tailles associées & meilleure efficacité d'ionisation se
traduisant par une amélioration de la sensibib&).[ Kelly et al. ont montré que, pour une
méme quantité injectée, l'interface sans liquidditamhnel permet d’améliorer la sensibilité
d’un facteur 10 par rapport a l'interface coaxialequide additionnel [114]. L’établissement

du contact électrique, permettant d’établir le chatectrique nécessaire a la séparation et le
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bY

champ électrigue nécessaire a I'électronébulisatioonstitue la principale difficulté
rencontrée avec les interfaces sans liquide addigélbo Une grande variété de dispositifs a
ainsi été développée [115].

Plusieurs systemes utilisent un seul capillairer @ssurer la séparation et la nébulisation
de I'échantillon. Un capillaire de séparation cigge est affiné & son extrémité pour former
une pointe de quelques micromeétres de diametrenaigui peut ensuite étre recouverte d’'un
métal (or [114,116] ou argent [117,118]), de caibfi19-121] ou d’'un polymeére conducteur
(mélange de polypropylene et de graphite [122]x @ssurer le contact électrique (Figure 18-
a). Malheureusement, le manque de stabilité méaandges dépdts conducteurs limite la
durée d'utilisation de ce type d'interface a quelgheures [115]. La stabilité des dépbts
métalliques peut toutefois étre améliorée par linjde silane [116], d’'oxydes de silicium
[123] ou de chrome [124] sous le dépbt. @aal. ont utilisé une fine électrode de platine (25
um) insérée dans le capillaire a 2 cm de son exéiRigure 18-b) pour assurer le contact
électrique [125]. La présence de I'électrode damscapillaire engendre cependant des

turbulences pouvant affecter la résolution [115].

a) dépot de matériau conducteur b) tension
|
tension ¢lectrode de platine inseree

Figure 18 : Représentation d'interfaces sans liquide addigbmmpliquant un seul capillaire ou le contact
électrique est assuré (a) par un dépdt de matéaaducteur a la point du capillaire ou (b) par étectrode
insérée dans le capillaire.

Le contact électrique peut aussi étre établi auenaiun fil d’'or de 25 um reliant la pointe
du capillaire au nébuliseur mais ce systéme netifomee qu’avec des capillaires de diametre

interne de 100 pum au minimum (Figure 19) [126].

tension

fil d’or
capillaire

Figure 19 : Représentation d’une interface sans liquide amftiel impliquant un seul capillaire ou le contact
électrique est assuré par un fil d’or reliant lanpodu capillaire au nébuliseur [115].
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Janini et al. ont développé une interface utilisable pendankdmmaines dans laquelle le
contact €électrique est assuré par une jonctiorede yoreux de 3-4 mm (Figure 20) [127].

électrolyte de électrode
séparation de platine

/o
réservoir \ tension
1 0

A
11
 — —

jonction de verre poreux

Figure 20 : Représentation d’une interface sans liquide amftfizl impliquant un seul capillaire ol le contact
électrique est assuré par une jonction de verreyrode 3-4 mm de large et située a 5 cm de la @alnt
capillaire.

D’autres interfaces sans liquide additionnel wgilis deux capillaires distincts pour la
séparation et la nébulisation. Les deux capillapeavent étre reliés par un tube en acier
[128], un tube de microdialyse (Figure 21) [129] on tube en T [130]. Cependant, la
construction des interfaces a deux capillairestrést délicate : les deux capillaires doivent
notamment étre parfaitement alignés. La jonctianecies deux capillaires génere souvent un

élargissement des pics.

Figure 21 : Représentation de l'interface CE-MS a microdialy#§ capillaire assurant la nébulisation, (B)
électrolyte de séparation, (C) tube de microdialymsysulfone), (D) résine époxy fixatrice, (E) digire de
séparation, (F) générateur de haute tension [129].

D’autres systemes utilisent trois capillaires : pour la séparation, un pour la jonction
électrique et un pour la nébulisation. Settlageal. ont ainsi utilisé une jonction en verre
poreux immergée dans une solution d’acide acétiju® [131]. Les systémes a trois
capillaires sont trés délicats a construire, s@émégalement peu robustes et ont une durée de
vie généralement limitée a cause de la fragilitétadenction en verre poreux.

Toutes ces interfaces sans liquide additionnel pomretteuses mais nécessitent encore
des améliorations importantes, notamment sur lecifitt de fabrication, leur robustesse et

leur durée de vie.
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4.2 Le couplage avec d’autres sources d’ionisation

Les différentes sources d’ionisation existantessgméent des propriétés souvent trés
complémentaires. Il est donc intéressant de dépelofpe couplage de I'électrophorese
capillaire avec d’autres sources d’'ionisation dékettronébulisation [85]. Takadd al.[132]
ont ainsi présenté une interface CE-APCI dévelogeéen le principe de l'interface coaxiale
a liquide additionnel. L’ionisation/désorption lasassistée par matrice (MALDI) est une
technique particulierement intéressante pour lygwelde molécules de haute masse qui est
devenue, avec I'ESI, une source d’ionisation incamable pour I'analyse de protéines.
L’échantillon & analyser est incorporé dans uneripgtconstituée de petites molécules
organiques, présente en large exces et possédambne absorption a la longueur d’onde du
laser. Le mélange matrice-échantillon doit étreodépsur une cible MALDI. Le dép6t solide
obtenu par évaporation du solvant est ensuite soardes irradiations laser (UV) répétées et
de courte durée (quelques nanosecondes) dans reesdionisation ou régne une pression
réduite. L’irradiation laser provoque un transfaiténergie important par excitation
électronique des molécules de la matrice qui induitésorption des ions formés par transfert
de proton entre la matrice photoexcitée et lesyéeml Des articles rapportent I'utilisation
hors ligne de I'électrophorése capillaire et destarce MALDI [133-136] consistant a
collecter les fractions arrivant du capillaire sme cible MALDI puis a incorporer la matrice
sur la cible avant de procéder a I'analyse. Récemnges systemes ont été développés pour
automatiser toutes les étapes de I'analyse (celldes fractions, dépbt, incorporation de la
matrice, ionisation, détection) permettant de paike couplage CE-MALDI en ligne [137-
139].
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4.3 Les applications du couplage CE-MS

Depuis une quinzaine d’'années, le couplage CE-MSdesgenu une technique tres
complémentaire aux techniques plus classiquemanlées a la spectrométrie de masse et
posséde un domaine d’application trés large ati@nfanalyse de petits ions a I'analyse de
macromolécules [82,85]. Le couplage CE-MS est aing$ utilisé pour l'analyse des
médicaments et de leurs métabolites [84,140,141pesimet la séparation de composes
énantiomeres [142] représentant un aspect padremient important de Il'analyse
pharmaceutique. Ainsi le couplage CE-MS a pu éiitesé& pour séparer des énantiomeres de
différents médicaments en utilisant des sélectebirmux tels que des cyclodextrines [143-
147], des éthers-couronnes [148] ou de la vancamydil49]. De nombreux articles
rapportent l'utilisation du couplage CE-MS poumiyse de peptides et de protéines [150-
153]. Les microsystemes permettent de nos jourgétjrer différentes étapes de I'analyse de
protéines telles que la séparation ou la digegimmymatique [154-157]. Le couplage CE-MS
est aussi particulierement intéressant pour I'ssealje métabolites polaires [158-160]. Enfin,
le couplage CE-MS est tres utilisé pour I'analyss domposeés liés a 'ADN [161-165], des
saccharides [166-169] ou pour I'analyse environngaie [170-175].
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5. Les méthodes de préconcentration en électrophoresapillaire

La sensibilité obtenue en électrophorese capillestelimitée par les trés faibles volumes
d’injection impliqués. Il est en effet recommandéaelui-ci ne dépasse pas 1 % du volume
du capillaire pour éviter une détérioration dedarfe des pics et une perte de résolution. Une
grande variété de techniques de préconcentrationéasmmoins utilisable en électrophorése
capillaire pour augmenter la quantité d’échantillofectée [176-180]. Ces méthodes de
préconcentration peuvent étre divisées en deuxdgsacatégories : les techniques simplement
basées sur la manipulation des phénomeénes de ioiggdectrophorétique et les techniques
impliquant l'utilisation d’effets chromatographicgie

5.1 Les techniques de préconcentration électrophoréticgs

5.1.1 La préconcentration et l'injection par amplificatiodu champ électrique
(FASS et FASI)

La technique de préconcentration par amplificatitnchamp électrique (FASS, field-
amplified sample stacking) a été introduite en 1p@® Mikkerset al. [181]. Cette méthode
de préconcentration consiste a introduire I'éctlantipar injection hydrodynamique dans un
capillaire rempli d’'un électrolyte de séparationplies forte conductivité que I'échantillon. Le
champ électrique régnant dans une zongd# inversement proportionnel a sa conductivité
(i) :

E; =1
Ki

ou j représente la densité de courant dans lela@pilLes analytes migrent donc rapidement
dans la zone échantillon de haut champ électriqﬂé% € HepEi) et sont ensuite fortement

ralentis lorsqu’ils pénétrent dans I'électrolyterégne un faible champ électrique. A la fin du
processus de FASS, les analytes sont rassemblé&sudi@nzone étroite et concentrée a la
frontiére entre la zone injectée et I'électrolytes qui permet d’injecter de plus grands
volumes d’échantillon (Figure 22).
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électrolyte échantillon électrolyte

Figure 22 :Représentation du principe de la préconcentrgtisramplification de champ (FASS).

Cependant, Burgi et Chien ont montré que le voldiimgection est limité a environ 10 %
du capillaire et que la différence de conductieitére I'électrolyte et I'échantillon devait étre,
idéalement, d’'un facteur 10 environ [182,183]. Pdes volumes d’injection ou des rapports
de conductivité plus élevés, les écoulements langimaqui résultent de la différence de
vitesse électroosmotique locale entre la zone ditloanet I'électrolyte, deviennent en effet
trop importants et entrainent une détérioratiotaderme des pics et une perte de résolution.
Les perturbations dues aux écoulements laminaieesrgmt étre réduites en supprimant
I'écoulement électroosmotique mais cette approctesasceptible d’augmenter la durée de
'analyse [184]. Généralement, la technique de FASBnet d’améliorer la sensibilité d’'un
facteur 5-10 [185].

La technique d’injection de I'échantillon par anfigition du champ électrique (FASI,
field-amplified sample injection) differe de la bedque FASS par le mode d’injection
électrocinétique qui est employé [186]. Lors d’umection €électrocinétique, les analytes sont
introduits dans le capillaire selon leur mobilitpparente par application d’'une tension.
Contrairement au mode d’injection hydrodynamique,quantité d’analytes introduits par
injection électrocinétique n’est pas limitée pawvtdume d'échantillon qui peut étre injecté
dans le capillaire. Cela explique pourquoi lesdacs de préconcentration obtenus en FASI
sont généralement plus élevés qu'en FASS [178,18€pendant, le mode d'injection
électrocinétique est trés sensible aux variatioascanductivité de I'échantillon et moins
reproductible que le mode d’injection hydrodynangigDe plus, I'injection électrocinétique
discrimine les analytes selon leur mobilité puistpseanalytes les plus mobiles (en mobilité
apparente) sont introduits en plus grande quathiits le capillaire que les analytes les moins
mobiles. Les performances de la technique FASI peiugtre améliorées en injectant, avant
I'échantillon, une zone trés peu conductrice gdeérant constituée d'eau pure pour

augmenter I'amplification du champ électrique [1&E3)].
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Les technigues FASS et FASI sont simples a mettre@euvre mais sont limitées a la
préconcentration d’analytes présents dans une aeatieé faible conductivité. En effet, la
préconcentration d’analytes présents dans une ceatie forte conductivité nécessite soit
I'utilisation d’électrolytes tres concentrés corshnt a des courants élevés et un effet Joule
important qui diminue ['efficacité de séparation ket résolution, soit la dilution de
I’échantillon dans un solvant organique (acétdeitpar exemple) dans lequel la conductivité
de I'échantillon est réduite [190-197].

5.1.2 La préconcentration de grands volumes d’échanti(loviSS)

La technique de préconcentration de grands voluttehantillon (LVSS, large volume
sample stacking) a été développée par Burgi etrChiepermet d’injecter un volume
d’échantillon de faible conductivité pouvant regméter jusqu’a 95 % du volume du capillaire
[198,199]. Un écoulement électroosmotique dirigés\M&ntrée du capillaire est généré par
I'application d’'une tension de polarité appropri¢egure 23-a, 1). Les espéces de vitesses
électrophorétiques opposées a la direction de Ulécoent électroosmotique sont concentrées
a la frontiere entre [I'électrolyte et la zone édHlm tandis que la matrice est
progressivement éliminée du capillaire qui se rénmgélectrolyte (Figure 23-a, 2). Cette
étape se traduit par une augmentation du courastir@elLorsque le courant atteint 80-95 %
de la valeur mesurée quand le capillaire est totahd rempli par I'électrolyte, la polarité de
la tension est inversée pour permettre la sépardtis analytes préconcentrés (Figure 23-a, 3)
[200].

Cette technique nécessite de suivre attentiven@rdllition du courant pour déclencher
I'inversion de la polarité au moment adéquat afévider une perte d’analytes. L'inversion de
polarité peut étre évitée dans le cas ou la mékiliectrophorétique des especes est supérieure
en valeur absolue a la mobilité électroosmotique epu introduisant un modificateur
d’écoulement électroosmotique (inverseur [201] oppsesseur [202,203]) dans I'électrolyte
(Figure 23-b). L’écoulement électroosmotique régriams la zone échantillon dépourvue de
modificateur d’écoulement électroosmotique doit étirigé vers I'entrée du capillaire pour
permettre I'élimination de la matrice (Figure 23-B). L’électrolyte, qui contient le
modificateur d’écoulement électroosmotique, remplibgressivement le capillaire (Figure
23-b, 2). Lorsque la quasi-totalité du capillaist emplie par I'électrolyte (Figure 23-b, 3),
I’écoulement électroosmotique s’inverse et entrd@neigration et la séparation des analytes
vers le détecteur. La techniqgue LVSS permet domugthenter la quantité d’échantillon
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injectée et d’améliorer la sensibilité d’'un factel@ [204] a 300 [205] par rapport a une
injection hydrodynamique classique. Cependantssge anions ou des cations peuvent étre

efficacement préconcentrés durant une méme analyse.

a) echantillon électrolvte b) ¢chantllon glectrolyte
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Figure 23 : Représentation du principe de la technique LVS@wa&c inversion de polarité : 1. un grand
volume d’échantillon est injecté par pression 2e usnsion de polarité négative est appliquée, lae zo
échantillon migre vers l'entrée du capillaire, ksalytes sont concentrés a la frontiere entre #atihon et
I'électrolyte, la matrice est éliminée 3. lorsqeecburant atteint la valeur optimale, la polargéiaversée et les
analytes sont séparés ; b) sans inversion de fgolaki un grand volume d’échantillon est injecaé pression, 2.
une tension de polarité négative est appliquéeotee échantillon migre vers I'entrée du capillales, analytes
sont concentrés a la frontiére entre I'échantiktn’électrolyte, la matrice est éliminée 3. lorsge courant
atteint la valeur optimale, les analytes migrems\Ve détecteur et sont séparés.

5.1.3 La préconcentration par médiation du pH (pH mediate

La méthode de préconcentration par médiation du (pH mediated) permet de
préconcentrer des analytes contenus dans des esatlécconductivité élevée [206-208]. Le
principe de cette technique pour la préconcentratd@nions est illustrée en Figure 24.
L’échantillon est introduit par injection électroétique dans un électrolyte contenant des
ions ammonium. Les cations contenus dans I'échamtiiNa par exemple) sont alors
remplacés par les cations ammonium de I'électroltes ions hydroxyde (base forte trés
mobile) sont ensuite introduits par injection élecinétique. Ces ions migrent tres
rapidement a travers la zone échantillon et nasénatl les ions ammonium ce qui permet de
réduire fortement la conductivité de I'échantilldra préconcentration par amplification du
champ électrique peut alors avoir lieu. Le mémengipe peut étre appliqgué a la
préconcentration de cations en utilisant un élgdFocomposé de la base conjuguée d’un
acide faible (acide acétique par exemple), puissahgtion d’acide fort contenant des ions H
tres mobiles (HCI par exemple). Les zones d’échantiet de solution utilisée pour la

neutralisation représentent souvent un volume itapordu capillaire. La longueur de
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capillaire disponible pour la séparation est atéduite, ce qui peut conduire a une perte de
résolution. Des facteurs de concentration jusqQ@fbis [208] peuvent étre obtenus.

flacon zone électrolyte
d’échantillon d’échantillon
cT—A o 5 <H o>

’ <@
Q(——GA_)G)-—) o0—> €. ‘-.—. el @

flacon zone
de base forte d’échantillon
trés mobile titrée
—— o> <>
&—> o0—> <

©

zone
peu conductrice

© =, ¢

)

© analytes (anions) @ base forte trés mobile de
I’échantillon (ex : OH)
A cations trés mobiles de [ cations de I’électrolyte
I’échantillon (ex : Na*) (ex : NH,")

Figure 24 : Représentation du principe de la préconcentratianions par médiation du pH.

5.1.4 L’isotachophorése (ITP) [209,210]

L’isotachophorese (ITP) permet de préconcentrer aesposés, méme lorsqu’ils sont
présents dans des matrices de forte conductivédé (2 mer [211-213], urine [214-217],
sérum [214,218,219], plasma [215] etc.). Contrageta I'électrophorése capillaire classique
(ou CZE, capillary zone electrophoresis), I'isotgghorese se déroule dans un milieu de
séparation discontinu constitué d'un électrolyteneng et d’'un électrolyte terminal qui
contiennent un ion meneur et un ion terminal resp@ment. Les ions meneur et terminal
doivent avoir une mobilité électrophorétique respement supérieure et inférieure a celles
des analytes a préconcentrer et doivent possédecharge de méme signe que celle des
analytes. Lorsque la tension est appliquée, leyytmsacommencent a se répartir en zones
ordonnées selon leur mobilité (état transitoirguFé 25). Lorsque I'état stationnaire de I''TP
est atteint, les zones d’analytes sont distinctesmgrent toutes a la méme vitesse
Vire=UmEv=HE=E=E=prEr. Les champs électriques locaux diminuent de zoneoee

depuis la zone d’ion terminal jusqu’a la zone d’oaneur (Figure 25).
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Figure 25 : Représentation du principe de l'isotachophorése.

La concentration d’'un analyte i qui est atteintéééat stationnaire ([i}a) est fixée par la

concentration de I'ion meneur ([M]) selon la redatisuivante [220]:

H; My THC)
Hm (Hi +|-1(;)

[i]stat=[M]

ou |4 Mm et e correspondent, respectivement, aux mobilités (alews absolues) de
'analyte i, de I'lon meneur M et du contre-ion tien meneur C. La longueur de la zone
d'analyte i de concentration ajustée asdi]ldépend de la quantite d'analyte injectée.
Contrairement aux expériences réalisées en CZEpless d’'analyte obtenues en ITP ne sont
pas séparées par des zones d’électrolyte. Les zbaeslytes sont donc adjacentes et
détectées sous forme de créneaux dont la longsegra@portionnelle a la quantité d’analyte
injectée. Les facteurs de concentration obtenu3Rrpeuvent étre tres importants mais I'lTP
permet de ne préconcentrer que des anions ou gueatiens pendant une analyse.

L'étape de préconcentration par ITP peut étre suiiine étape de séparation par CZE en
utilisant un systeme a deux capillaires coupléSKeCZE, combined isotachophoresis-
capillary zone electrophoresis) ou en utilisantsenl capillaire. Dans les systemes a deux
capillaires, un capillaire de préconcentration dem@tre interne important (200-500 pm)
permettant d’injecter un grand volume d’échantilEst couplé a un capillaire de séparation
de dimensions classiques au moyen d’une piece eb'éthantillon est injecté dans le
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capillaire de préconcentration entre les électesdyheneur et terminal, puis préconcentré par
ITP. Les zones d’échantillon concentrées sont emduansférées a I'entrée du deuxieme
capillaire rempli par I'électrolyte de séparatite. premier capillaire est vidé puis rempli par
I'électrolyte de séparation pour permettre la séfi@m des composés en CZE. Trois cas de
figures sont alors possibles [221] :

- I'électrolyte de séparation, I'électrolyte meneur I€lectrolyte terminal sont

distincts comme dans le cas représenté en Figure 26
« I'électrolyte meneur est utilisé comme électrolgeeséparation.

- I'électrolyte terminal est utilisé comme électralyte séparation.

capillaire capillaire
de préconcentration de séparation
~ "~ ™ @ e A ™
échantillon électrolyte
préconcentration o9, 8. de séparation

parttp - O LT "plfal%

‘ électrolyte
séparation électrolyte de séparation
par CZE O] de séparation E'EI? |Ag|@8 @

Figure 26: Représentation d’'une expérience de clTP-CZEs:atal'électrolyte de séparation, I'électrolyte
meneur et I'électrolyte terminal sont distincts.

Les étapes d'ITP et de CZE peuvent aussi étreséadidans un seul capillaire ou le mode
de migration par ITP est progressivement remplacéup mode de migration par CZE : on
parle alors d’isotachophorese transitoire (tITRnsient isotachophoresis). Ce dispositif est
beaucoup plus simple a mettre en ceuvre que lensgsiedeux capillaires puisqu’il peut étre
réalisé avec n'importe quel instrument commercaissmodification. La Figure 27 présente
les différentes étapes d’'une expérience tITP-CZEI'échantillon est injecté dans un
capillaire rempli avec |'électrolyte de séparatiqni est aussi utilisé comme électrolyte
meneur. L’électrolyte terminal est ensuite injeqiéis I'entrée du capillaire est plongée dans
I'électrolyte de séparation (électrolyte meneunrds I'application de la tension, les analytes
sont préconcentrés par tITP. L'interface entreetélolyte terminal et I'électrolyte meneur
devient diffuse, et I'électrolyte meneur pénétregressivement dans la zone d’électrolyte

terminal. Lorsque les ions meneurs rattrapent leslytes, le mode ITP permettant la
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préconcentration cesse pour laisser place au ma#eqGi assure la séparation des composés.
Une expérience de tITP-CZE peut aussi étre réalisée un électrolyte de séparation utilisé
comme électrolyte terminal et un électrolyte merigjgcté devant la zone échantillon. Il est
aussi possible d'utiliser une espéce présente eloment dans I'échantillon ou introduite
volontairement en tant qu’ion meneur ou ion terhina

En raison de la plus faible quantité d’échantiliojectée, la sensibilité obtenue en tITP-
CZE (avec un seul capillaire) est plus faible qedecobtenue en cITP-CZE (avec deux
capillaires couplés) [222] : des facteurs de cotraion compris entre 2 [213] et 400 environ
[209] sont rapportés en tITP-CZE et peuvent allessgy’a 10000 en cITP-CZE [223]. La
technique tITP-CZE est cependant beaucoup plusisianmettre en ceuvre.

Concentration
F 3
échantillon
électrolyte électrolyte de séparation
terminal = électrolyte meneur o
- » position
Concentration
A
(TP K
» position
Concentration
F N
fin de tITP
» position
Congcentration
F N
—— I
ALk
. » position

Figure 27 :Représentation des différentes étapes de tITP1€dlsée dans un seul capillaire.
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5.2 Les techniques de préconcentration chromatographices

La préconcentration des analytes peut aussi étreurés par des méthodes
chromatographiques telles que I'extraction sur praside (SPE) ou sur membrane (mPC)
[224,225]. Ces techniques permettent d’injectertrds grands volumes d’échantillon et
d’éliminer les composés issus de la matrice quéard pas retenus sur la phase stationnaire,
ce qui peut étre particulierement intéressant fianalyse d’échantillons biologiques riches
en interférents (sels, protéines, etc.). Une teplenidifférente, appelée préconcentration par
balayage (sweeping), repose sur I'extraction dedytes par une pseudo-phase constituée de

micelles de tensioactif qui migrent rapidement.

5.2.1 L’extraction sur phase solide (SPE)

La préconcentration de I'échantillon par extractisur phase solide (SPE) peut étre
réalisée en ligne avant une séparation par éldutrege capillaire [226]. Les phases
stationnaires apolaires de type silice grefféed€ Gis) sont les plus couramment employées.
Un volume important d’échantillon est introduit pajection hydrodynamique. Les composés
de I'échantillon qui ne sont pas retenus sur lssphsationnaire peuvent étre éliminés par un
rincage avec |'électrolyte de séparation. Les dralyetenus sur la phase stationnaire sont
élués au moyen d’un solvant organique jusqu’a t&ntu capillaire de séparation rempli par
I'électrolyte de séparation. La tension est algupliguée pour permettre la séparation des
composés. La phase stationnaire peut étre inséuéeurse courte section (quelques
millimétres) d’'un capillaire couplé au capillaire ¢éparation [227-229]. De plus grands
facteurs de préconcentration peuvent étre obtenustiksant un capillaire greffé avec la
phase stationnaire sur une longueur de 20 cm [Z38§.méthodes permettent d’augmenter la
guantité d’analytes injectée dans le capillaireswadterent les performances de séparation par
électrophorése capillaire. En effet, la présencdadghase stationnaire et I'utilisation d’'un
solvant organique pour éluer les composés peuwvatenient perturber les écoulements
électroosmotiques, ce qui peut conduire a une nseivieproductibilité des temps de
migration et a un élargissement des pics [224,2P%. ailleurs, la préparation de ces

dispositifs non commerciaux est délicate.
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5.2.2 La préconcentration sur membrane (mPC)

La section de capillaire contenant la phase stative, qui est utilisée pour la
préconcentration SPE, peut étre remplacée par inaenfembrane de polymére imprégnée
d’'une phase stationnaire (Figure 28). La précomagah sur membrane (mPC) procure une
grande capacité d’adsorption et permet de dimiteieolume de solvant organique utilisé
pour €luer les composés. La reproductibilité despte de migration est ainsi améliorée
[224,225,231,232].

tube en teflon
A membrane
——
i .
[ ]
capillaires

Figure 28 : Représentation d’un dispositif de préconcentrasianmembrane.

5.2.3 La préconcentration par balayage (sweeping)

Cette technique repose sur I'extraction et I'acclatnon des analytes dans une pseudo-
phase constituée de micelles de tensioactif quetse la zone échantillon dépourvue de
micelle (Figure 29) [233,234]. Les facteurs de praentration dépendent de l'affinité des
analytes pour les micelles [235-239]. Quiried al ont ainsi rapporté un facteur de
préconcentration supérieur a 5000 en utilisant ecetitchnique [233]. Différentes
configurations d’expériences de préconcentratiarbpiayage sont réalisables selon la charge
des analytes, la charge des micelles, la présantabsence d’écoulement électroosmotique.
Ce principe peut aussi étre utilisé avec des agamtgplexants ou des molécules de haute

affinité pour les analytes.

échantillon électrolyte avec micelles

Figure 29 : Représentation d’'une expérience de préconcenirptio balayage dans le cas d’analytes neutres
et d'un électrolyte composé de micelles de tensibationique migrant a la vitessg;u
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Chapitre II

Développement d’une méthode CE-MS pour la
détection et ’identification d’acides alkylphosphoniques

et alkyl alkylphosphoniques isomeéres

1. Introduction

La premiere étape de ce travail a consisté a dgpetoune méthode de détection et
d'identification d'acides alkylphosphoniques etybhbidkylphosphoniques dans I'eau pure et
dans des extraits de sol par couplage CE-MS. Joarmant a Mercieet al. et Kostiaineret
al., des composés isomeres ont été introduits dareahéllon afin d’évaluer la sélectivité de
I'électrophorese capillaire et les capacités dilifieation de la spectrométrie de masse. Le
dispositif CE-MS qui a été utilisé est constituérd électrophorese capillaire couplée a un
spectrométre de masse équipé d’'une source d'immgadr électronébulisation (ESI) et d'un
analyseur a piege ionique (ITMS), couplés par aterfiace coaxiale a liquide additionnel (cf.
paragraphe 1.4.1.1). Merciet al. et Kostiaineret al avaient utilisé un spectrométre de masse
différent, équipé d'une source ESI couplée a pietquadripble (TQ).

Dans un premier temps, un mélange de cing acidgfphbsphoniques dilués dans I'eau
pure, comportant les acides propylphosphoniquesagiropylphosphonique isomeres, a été
analysé par électrophorese capillaire en utilisauet détection UV indirecte. Ces expériences
réalisées en CE-UV ont permis la détermination mlacipaux parameétres de la séparation
(composition de I'électrolyte, milieu de séparatiphl, etc). L'électrolyte de séparation qui a
été utilisé est constitué d’anion sorbate et digdemine dans un milieu hydro-organique
méthanol-eau (40:60, v/v).

Avant de réaliser des expériences en couplage CEW4Sparametres de détection des
analytes par spectrométrie de masse, tels queotaditions d'ionisation et de piégeage des
ions ou le choix du mode d'ionisation, ont été msés en procédant a I'introduction directe
des composés. Les conditions de séparation déteesien CE-UV ont dO ensuite étre

adaptées a la détection par spectrométrie de massélectrolyte de séparation plus volatil,
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constitué d’anion acétate et de cation ammoniuminsi eté employé pour les expériences
CE-MS. La composition et le débit du liquide aduhimel constituent des paramétres
importants pour la sensibilité de détection desydesm

La méthode CE-MS développée a ensuite été utipis@e analyser des échantillons plus
complexes, constitués d'eau pure ou dextraits d& dopés avec les cing acides
alkylphosphoniques étudiés précédemment, auxqueds acides alkyl alkylphosphoniques
comportant des composés isomeres ont été ajoutts, Bes expériences CE-MS-MS ont été
réalisées pour obtenir une identification univoqies acides alkyl alkylphosphoniques

isomeres présents dans I'eau.
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2. Article

SEPARATION AND IDENTIFICATION OF ISOMERIC ACIDIC DE GRADATION
PRODUCTS OF ORGANOPHOSPHORUS CHEMICAL WARFARE AGENTS BY
CAPILLARY ELECTROPHORESIS-ION TRAP MASS SPECTROMETR Y

Mélanie Lagarrigue Anne Bossée Arlette Bégo§ Anne Varenng Pierre Garefl
Bruno Bellief

Journal of Chromatoqgraphy A137 (2006) 110-118.

! Département Analyse Chimique, Centre d’Etudes oucBet (DGA), 5 rue Lavoisier, BP 3,
91710 Vert-le-Petit

2 Laboratoire Electrochimie et Chimie Analytique olecNationale Supérieure de Chimie de
Paris (UMR CNRS 7575), 11 rue Pierre et Marie Guft231 Paris Cedex 05

Abstract

Capillary electrophoresis (CE) coupled to ion tnagss spectrometry (MS) was evaluated
for the separation and identification of chemicahriare agent degradation products
(alkylphosphonic acids and alkyl alkylphosphonidday Different analytical parameters
were optimized in negative ionization mode such etectrolyte composition (15 mM
CH3;COONH, pH 8.8), sheath liquid composition ((75:25:2, vjvMeOH/H,O/NH;OH),
nebulization and ion trapping conditions. A standamixture of five alkylphosphonic
(di)acids and five alkyl alkylphosphonic (mono)acidontaining isomeric compounds was
used in order to evaluate CE selectivity and MShitifieation capability. The obtained
electropherograms revealed that CE selectivity wasy limited in the case of alkyl
alkylphosphonic acid positional isomers, whereasmiaric isopropylphosphonic and
propylphosphonic acids were baseline separated MGEAS experiments provided an
unambiguous identification of each isomeric co-migrg alkyl alkylphosphonic acids thanks
to the presence of specific fragment ions. On timerohand, CE separation was mandatory
for the identification of isomeric alkylphosphoracids, which led to the same fragment ion
and could not be differentiated by MS-MS. The depeld method was applied to the analysis
of soil extracts spiked with the analytes (befarafter extraction treatment) and appeared to
be very promising since resolution and sensitiwire similar to those observed in purified
water. Especially, analytes were detected and ifitshin soil extract spiked at 5 pg-guith

each compound before extraction treatment.
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Key words: capillary electrophoresis, electrospray ionization, trap mass spectrometry,
CE-MS-MS, chemical warfare agent degradation prtsjyghosphonic acids, isomers, soll

extracts.

2.1 Introduction

Since implementation of the Chemical Weapons CaimwerfApril 1997), prohibiting the
development, production, stockpiling and use ofnaical warfare agents, efficient analytical
techniques have been developed for detection amtifitation of chemical warfare agents
and their degradation products in order to vetiy tompliance with this convention [1]. The
most lethal chemical warfare agents are nerve agarth as sarin, soman, tabun or VX [2].
Most of these toxic chemicals are generally eaddgraded by hydrolysis to first produce
alkyl alkylphosphonic acids and, secondly, alkylgploonic acids, as illustrated in Figure 1
[3].

R,——P g (0] \ o
I
RJ,L—O/RZ r—P—OH
0 OH ' om
y o2
R
\S_\_ /R /
oS alkyl alkylphosphonic
R, alkylphosphonic acid
nerve agents acid

Figure 1: Hydrolysis pathway of nerve agent.

Because of the volatility and thermal stability ohemical warfare agents, gas
chromatography (GC), which provides high separagifficiency [4], has been a widely used
separation technique. Several selective and/olitsendetection techniques can be used with
GC such as flame photometric detection (FPD), flaomézation detection (FID) or atomic
emission detection (AED) [5,6]. Mass spectrome{htS) detection has been also widely
used [7,8] and typically performed with electronpewt (El) or chemical ionization (CI)
sources. El generates very reproducible mass spatisplaying abundant fragment ions,
which can be compared to those compiled in a hbrer provide an unambiguous
identification of the compounds. On the other ha@dreduces the fragmentations and gives
complementary information on the molecular massweier, the major drawback of GC

concerns the analysis of chemical warfare agentadegjon products (e.g. alkylphosphonic
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acids). Indeed, the analysis of these polar andvotatiie compounds by GC, generally
requires a time-consuming chemical derivatizatdn [

Reversed-phase liquid chromatography (RPLC) has lzeenethod of choice for the
analysis of phosphonic acids, since neither prelamy chemical derivatization, nor the
transfer of the analytes in organic solvents isessary. This has made RPLC a very suitable
technique for the rapid screening of aqueous sayglextracts [9-11]. The absence of UV-
absorbing groups in most of the chemical warfarentgy and their degradation products
precludes usual UV detection. Therefore, mass speetric detection involving, in most
cases, electrospray ionization (ESI) or atmosphpri&ssure chemical ionization (APCI)
sources, has been widely used. Nevertheless, npesdra obtained with these kinds of
ionization sources do not produce enough diagnaste to allow unambiguous identification
of degradation products by comparison with masstspeompiled in a database as in GC-EI-
MS. MS-MS experiments are therefore required.

Capillary electrophoresis (CE) appears to be aerésting method for the analysis of
chemical warfare agent degradation products [I#]eéd, CE intrinsically allows powerful
separation of charged or very polar compounds, hwhie rapidly eluted and thus hardly
separated by RPLC. Moreover, CE provides high stioar efficiency, very low sample
consumption (in the nL range) and specific sepamagrinciples, thus appearing as an
attractive complementary technique to LC [13]. Bssathe majority of phosphonic acids
emerging from chemical warfare agent degradatian rast UV-absorbing, indirect UV
detection has been the most used technique [14NBpertheless, direct UV detection can
also be performed by complexation of these prodwdgth borate ion [22,23], but this
generally leads to poor detection sensitivity. kaseluced fluorescence (LIF) is a very
sensitive detection technique but requires priatvdazation of the compounds of interest
[24-26]. Flame photometric detection (FPD) [27] aothductivity detection [28,29] have also
been reported for the detection of chemical warésgradation products. Mass spectrometry
offers high sensitivity, without the need for sampkrivatization and is also a very powerful
technique for identification and structural anadysi the compounds. Nevertheless, as already
mentioned by Hooijschuur et al. [4] and despite dh@wing interest for the hyphenation of
mass spectrometry with CE since the last decadeaiious application fields, very few
articles have reported the use of CE-MS for thea&in of phosphonic acids [30,31].

The aim of this work was to develop an analyticatimod using CE-MS for detection and
identification of isomeric chemical warfare ageegchdation products in soil extracts. Prior
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to CE-MS experiments, a standard mixture of fivg/lphosphonic acids was analyzed by CE
using indirect UV detection, in order to set theinmalectrolyte conditions (electrolyte
composition, medium, pH, etc). These conditionsenteen adapted to provide compatibility
with MS detection. Isomeric alkyl alkylphosphonicds were then introduced in the sample
to further evaluate CE selectivity. Collision-in@dacdissociations, generated in the ion trap
(MS-MS experiments), were next investigated to iidgralkyl alkylphosphonic acids that
were not electrophoretically separated. Finallyjl sxtracts spiked with the studied
phosphonic acids (before or after extraction treanwere analyzed by CE-MS.

2.2 Experimental

2.2.1 Chemicals

Methylphosphonic acid (MPA), ethylphosphonic aciPA), propylphosphonic acid
(PrPA), and phenylphosphonic acid (PhPA) were pasell from Aldrich (St Quentin
Fallavier, France). Isopropylphosphonic acid (IPAethyl ethylphosphonic acid (MEPA),
ethyl methylphosphonic acid (EMPA), ethyl ethylppbsnic acid (EEPA), methyl
propylphosphonic acid (MPrPA) and propyl methylgtlosnic acid (PrMPA) were
synthesized at the Centre d'Etudes du Bouchet aprte w98 % purity P NMR).
Isopropylphosphonic acid, which is not commerciadlyailable, was synthesized by the
reaction of isopropylphosphonic dichloride with tweguivalents of benzylic alcohol. The
obtained bisbenzyl isopropylphosphonate was théjested to catalytic hydrogenation {H
with 10 % palladium on charcoal) in ethanol to proel isopropylphosphonic acid (melting
point: 64-67°C, purity >99 %). The structures & gtudied phosphonic acids are presented in
Table 1. Sorbic acid (>99 %) was purchased from EGtope (Zwijndrecht, Belgium),
ammonium carbonate and ammonium acetate were edt&iom Fluka (Buchs, Switzerland).
Methanol (HPLC grade), 25 % ammonium hydroxide sofuand 1 M sodium hydroxide
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) atistanolamine from Aldrich.
Formamide (Aldrich) was used as electroosmotic floarker. Purified water used throughout
was obtained from an alpha-Q system (Millipore, @uentin en Yvelines, France).
Electrolytes were filtered through a 0.2 um PVDPBlypinylidene difluoride) membrane
filters (Pall Life Sciences, MI, USA) before use.
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. . Main .
Mg MRS g R e ragmen ASonen

1 EEPA GHs C,Hs 138 m/z 137 m/z 109 [CHCH,]

2 MPrPA (CH)(CHy), CH; 138 m/z 137 m/z 105 [CGHOH]

3 PrMPA CH (CH3)(CH,), 138 m/z 137  m/z 95 [CHCH=CH;]
4 MEPA GHs CH; 124 m/z 123 m/z 91 [CiDH]

5 EMPA CH C,Hs 124 m/z 123  m/z 95 [CHCH,]

6 IPA (CH;),CH H 124 m/z 123 m/z 79 [GHCH,-CHg]
7 PrPA (CH)(CH,), H 124 m/z 123 m/z 79 [CHCH,-CH3]
8 EPA GHs H 110 m/z 109 m/z 79 [CHCH3]

9 PhPA GHs H 158 m/z 157 m/z 79 [Ele]

10 MPA CH H 96 m/z 95 m/z 79 [ChHi

Table 1 : Structures, migration orders and main fragmentdbserved on MS-MS spectra obtained by direct
introduction of samples containing one of the stddihosphonic acids.

2.2.2 CE-UV

Capillary electrophoresis experiments were performeith a HBPCE (Agilent
technologies, Waldbronn, Germany) equipped with\a dalbsorbance diode array detector.
Separations were realized in 50 um i.d. x 35 cm5(26n effective length) bare fused-silica
capillaries (Agilent Technologies, Massy, Frantellirect UV detection was carried out with
separation electrolytes composed of 10 mM sorbatecrmomophore ion and different
concentrations of ethanolamine to adjust the algter pH to desired values. pH values
reported throughout are those measured for theocagueart of the electrolyte. Electrolytes
were prepared in a (40:60, v/iv) MeOH®BImedium. Temperature was set to 25°C. Analytes
were hydrodynamically injected (50 mbar, 3 s) aafasation voltage was set to +20 kV.
Prior to first use, bare fused silica capillariesrgywashed with 1 M NaOH for 10 min, 0.1 M
NaOH for 10 min. After storage, capillaries wenasthied with 0.1 M NaOH for 5 min, water

for 10 min. Between runs, capillaries were rinseith wlectrolyte for 3 min.

2.2.3 CE-MS

An Esquire 3000 ion trap mass spectrometer (BruBermen, Germany) equipped with
an orthogonal electrospray ionization (ESI) sowes used in the negative ion mode for the
detection of the phosphonic acids. Nitrogen wasl @senebulizing gas at a pressure of 7 psi
(1 psi=6894.76 Pa) and as drying gas at a temperafl200°C and a flow rate of 5 L.nin

Optimized ESI source voltages were as follows: wpieedle at +3.5 kV, end plate offset at
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-500 V, capillary exit offset at -40 V, skimmer 1.-20 V, skimmer 2 at -10V, low mass cut-
off [32] (LMCO) at 50 Th. lon accumulation time wasitomatically set with ion charge
control (ICC) with a target of 10000 to avoid spabarge effects. The analytical scan range
for mass spectra was m/z 50-160 Th. CE-MS coupliag carried out using a sheath liquid
coaxial interface (Agilent Technologies). The shealiquid ((75:25:2, V/IVIV)
MeOH/H,O/NH,OH) was delivered by a syringe pump (Cole-Parmerngn Hills, IL, USA)
at a flow-rate of 4 pL.mif

CE-MS experiments were realized in 50 um i.d. xx86(21.5 cm effective length to UV
detector and 85 cm effective length to MS detechane fused-silica capillaries (Agilent
Technologies). A schematic drawing of the CE-MS pdimg is presented in Figure 2.
Polyimide coating was removed from the outlet & dapillary (1 cm) to favor the formation
of a stable electrospray. A CE column cutter (Agil€echnologies) was used to obtain a very
sharp and orthogonal cut of the capillary ends Wwh& mandatory for the stability of the
spray. The quality of the capillary ends was oftbacked and, if necessary, the capillary was
replaced. Separation electrolyte was composed oghli¥5ammonium acetate adjusted to pH
8.8 by ammonium hydroxide solution. Analytes weydrbdynamically injected (50 mbar, 10
s) and separation voltage was set to +20 kV. Neimgliand drying gas were turned off

during injection step.

CE capillary
(total length=85 cm)
l : sheath liquid
J—
nebulizing gaz
UV detection—{ H ﬂ
(effective length=21.5 cm)
H—electrode ; |
inlet vial ESI MS capillary

(sample or electrolyte) source

Figure 2 : Schematic drawing of the CE-MS system using atbHepid coaxial interface.
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2.2.4 Soil extracts

Local soil samples were spiked with analytes abacentration of 5 pgy Pressure-
assisted solvent extraction was realized with wibed 0 g of soil at 150 bar and 100°C [33]
in a Dionex ASE 200 instrument (Dionex, VoisindBletonneux, France). Soil extracts were
next percolated through a cation exchange cartr{@g&50WX8 resin, Biorad Laboratories,
Marnes-la-Coquette, France), then concentratedalyap evaporation to a volume of 1 mL
and finally filtered through 0.45 um nylon membrafiiéers before analysis. The same
treatment was also applied to blank local soil dangevoid of phosphonic acids, and the
obtained aqueous extract was subsequently spikédoantrolled concentrations of analytes
(50 pg.mLh).

2.3 Results and discussion

2.3.1 Separation of a standard mixture of alkylphosphauicls by CE-UV

The first step of this study was to develop a meéttoo the separation and identification of
alkylphosphonic (di)acids by CE-UV, in view of sef the main separation conditions. The
selected sample was a standard mixture constiaftede alkylphosphonic acids MPA, EPA,
PrPA, IPA and PhPA (Table 1) diluted in pure waer concentration of 50 pg.MLThe
isomeric isopropylphosphonic (IPA) and propylphasph (PrPA) acids were introduced in
the sample to evaluate CE selectivity.

Since the majority of the selected alkylphosphawas did not contain UV-absorbing
group, indirect UV detection was set up. SorbatéoranpKa=4.77) was selected as
chromophore for its high molar absorbance coefiicie=25 000 mof cm* at 254 nm) and
its electrophoretic mobility close to those of #ralytes [17]. Thus, analyses were performed
with a separation electrolyte composed of 10 mMbat and 9 mM ethanolamine at pH 5.7
in a purely agueous medium. At this pH value, alilgtes were mainly singly negatively
charged, according to their acidity constants (fkK3s<2.5 and 6.7<pK&8.2 [34]).
However, under these conditions, the alkylphosphawids IPA, PrPA and PhPA were not
separated (data not shown).

Consequently, the separation electrolyte was nesgpgred in water-methanol media in
view of modifying selectivity. Indeed, the presenoé organic solvents in separation

electrolytes alters the pKa and the solvation @flges, thus modifying their electrophoretic
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mobilities [35-38]. Moreover, the electroosmotiovil is also strongly influenced by the
addition of organic solvents [39-41], due to vaoas of viscosity, dielectric constant and
zeta potential. For instance, addition of methanalhe aqueous electrolyte in proportions
varying from 0 % to about 60 % markedly reducesdleetroosmotic flow, which led to an
extended separation window [42]. However, employamgelectrolyte composed of 10 mM
sorbate and 9 mM ethanolamine in a (40:60, v/v) MBQO medium did not enhance the
resolution between IPA, PrPA and PhPA (Figure 8idhough analysis time was dramatically
increased up to 50 min.

As electrolyte pH can strongly influence the retiolu between acidic analytes [43],
additional experiments were carried out by varyetfpanolamine concentrations in the
preceding electrolyte to adjust pH to desired valuEhe obtained electropherograms are
reported in Figures 3a-c. As expected, analysig wgnificantly decreased when pH value
increased from 5.7 to 8.8, due to an increasedatrelosmotic mobility. It can be noted that
the electropherogram obtained at pH 8.8 displaysrding peak for PhPA and a tailing peak
for MPA (Figure 3c) which testifies for the pertiey of sorbate as chromogenic co-ion, the
electrophoretic mobility of which being brackete¢g those of PhPA and MPA [44].
Moreover, a significant resolution enhancement aeseved as the pH value increased. In
effect, the five alkylphosphonic acids and, pattdy, isomers IPA and PrPA, were baseline-
separated at pH 8.8 within 15 min. These resulisbeaexplained by considering the variation
in charge states of the five alkylphosphonic a¢méa; between 6.7 and 8.2) resulting from
the variation of pH. The reversal of migration aglef EPA and PhPA between pH 7.4 and
8.8 (Figures 3b and 3c) can also be explained griation in charge state. Concerning the
successful separation of isomers IPA and PrPA aBgH(Figure 3c), it appeared that the
effective mobility of PrPA (linear isomer) was heghthan that of IPA (branched isomer),
which is contrary to current expectation of migvati orders based on the simplest
electrophoretic mobility models [45] and previougperimental observation [46]. This
migration order can be rather explained by a slijfference in the first acidity constants
(pKay) of isomers IPA and PrPA or by different solvasoof these isomers in the hydro-

organic medium.
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Figure 3: CE-UV analysis of a standard mixture of alkylphuspic acids in hydro-organic media at various
pH. Bare fused-silica capillary, 50 um i.d. x 35 @V detection at 26.5 cm). Background electrolytds mM
sorbate and (a) 9 mM ethanolamine (pH 5.7), (binM ethanolamine (pH 7.4) or (c) 12 mM ethanolanijnd
8.8) in (40:60, v/v) MeOH/ED mixture. Temperature, 25°C. Applied voltage: k20 Hydrodynamic injection,
50 mbar 3 s. Indirect UV detection at 254 nm. Atelgoncentration: 250 pg.ritleach in pure water. Analyte
abbreviations: see Table 1.

2.3.2 Separation and identification of a standard mixtafealkylphosphonic and

alkyl alkylphosphonic acids by CE-MS

The preceding CE-UV method appeared limited toidleatification of a rather restricted
mixture of chemical warfare agent degradation peteland its sensitivity may not be enough
for real matrices. Consequently, the developmena &€E-MS method was then studied,
keeping in mind that the optimal CE-UV electrolgi@nditions are not fully compatible with
CE-MS coupling because of the poor volatility oftste ion. Thus, more volatile electrolytes
such as ammonium carbonate or ammonium acetatw ldtested. In these conditions, only
phenylphosphonic acid (PhPA) could be UV-detectded aawavelength of 200 nm
(corresponding to the maximum absorbance of PhiP)vaas used as an indicator of the
separation progress. As the CE-MS analysis of tdegeadation products has been reported
in very few articles [30,31], the study was firsinducted with the previously used standard
mixture separation of five alkylphosphonic acidexh five alkyl alkylphosphonic acids were
added to the previous mixture to test the capadfityhis new methodology to discriminate a
large number of chemical warfare agent degradairoducts and especially, their positional
isomers.
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2.3.3 Optimization of the CE-MS separation

The electrospray ionization source was used in theggon mode, since deprotonated
forms of phosphonic acids ([M-H]are known to give better signal than protonataung
(IM+H]™") [10,30,47] and addition of formic or acetic adidguired to enhance protonation of
the analytes in positive ion mode, leads to then&dion of abundant backgrounds ions at low
m/z ratios, which are very inconvenient for thelgsia of small compounds [48]. In negative
ion mode, ion trappingonditions, providing the most abundant [M-Hiseudo-molecular
ions, were determined by infusing the standard uméxf five phosphonic acids diluted at
equal concentrations in a (1:1, v/v) MeOHHmixture (see experimental section). Exception
concerns the nebulizing gas pressure, which wasttiradjusted during CE-MS experiments
because of the resulting suction effect which erfices separation resolution [49] (data not
shown). The choice of the sheath liquid noticeabljuences the sensitivity in CE-MS
[50,51]. Sheath liquids composed of water and wbffie proportions of methanol, acetonitrile
or isopropanol were tested. The best results wbtaireed with a (75:25, viv) MeOH/O
mixture. In order to favor the formation of depnuaved [M-H] species, 2 % NMDH were
added to the sheath liquid [52]. The sheath lidloi rate, optimized at 4 pL.mih enabled a
good compromise between the dilution of the analyed the formation of a stable spray.
Interestingly, the mass spectrum, obtained by intughis alkylphosphonic acid mixture
displayed decreasing abundances of pseudo-molgétiel] ~ species as their molecular mass
decreased, which reveals that ionization efficieaigificantly decreases with analyte size
[30,47,53].

Concerning the composition of the separation edde, varying concentrations of
ammonium carbonate or ammonium acetate were t@stpdrely aqueous media. The best
signal-to-noise ratios were obtained at pH 8.8 tbanM ionic strength ammonium acetate
buffer and were better than the signal-to-noisesabbserved with indirect UV detection.
Satisfactory resolution and reproducible electromtstnand electrophoretic mobilities were
obtained without methanol addition to the elect®I{Figure 4). The migration orders of the
five model alkylphosphonic acids observed with tiES-compatible electrolyte were
identical to those previously observed with themid sorbate, 12 mM ethanolamine, pH 8.8
electrolyte in (40:60, v/v) MeOH/A®D mixture (Figure 3c). This result allows to exaud
possible influence of IPA and PrPA solvation by Inagiol on selectivity and resolution
(discussed in section 3.1) and confirms that thlkeictrophoretic separation is governed by the

difference in their acidity constants.

89



Chapitre Il : Développement d’une méthode CE-MS peodétection et I'identification d’acides
alkylphosphoniques et alkyl alkylphosphoniques &es

PhPA
0.8
PrPA
S IP.
— 0.6
¥ 0.6
z
oy
8 0.4
"
| |
02 FP
MPA
a) UI\J ]
0.0 D A T Y P
0 2 4 (] 8 10 12 14
1.2 time (min)
5\ 60
< 50 eof
= 40
L
% 30 2.480
2z ., PhPA
(=}
o
2 10
-
0 \
2 4 & 8 10
time (min)

Figure 4: CE-MS analysis of a standard mixture of alkylphusyic acids. Bare fused-silica capillary, 50 pm
i.d. x 85 cm (UV detection at 21.5 cm). (a) basakpelectropherogram; (b) extracted ion electropiyenm (m/z
95). Background electrolytes: 15 mM @EODONH, adjusted to pH 8.8 with NJ®H. Temperature, 25°C.
Applied voltage: +20 kV. Hydrodynamic injection, &tbar 10 s. Direct UV detection at 200 nm. MS ctods
are reported in experimental section with a shéigthid composed of (75:25:2, viv/iv) MeOH/&E/NH,OH.
Analyte concentration: 50 pg.rifleach in water. Analyte abbreviations: see Table 1.

Subsequently, five alkyl alkylphosphonic acids weawkded to the preceding standard
mixture at a concentration of 50 pg.fhLTwo groups of isomeric alkyl alkylphosphonic
acids, i.e. EEPA/PrMPA/MPrPA (M138 g.mol) and MEPA/EMPA (M=124 g.mof),
were selected (Table 1) in order to evaluate tlparsg¢ion selectivity of CE. The obtained
electropherogram is reported in Figure 5. At pH, 8 alkylphosphonic (di)acids mainly
bear a double negative charge, whereas the alkylphlosphonic (mono)acids are singly
negatively charged. Consequently, the effectiveilti@ls of the alkyl alkylphosphonic acids
are significantly lower than those of the alkylpplosnic acids. This allows to clearly identify
these two distinct subclasses on the electrophamogthe alkyl alkylphosphonic acids
migrating first, and the alkylphosphonic acids ratgrg later in counter-electroosmotic mode
under positive voltage (Figure 5). However, contriar the isomeric alkylphosphonic acids
IPA and PrPA which are baseline-separated, theluttsio between the isomeric alkyl
alkylphosphonic acids EEPA/PrMPA/MPrPA and MEPA/EMIB very poor.
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Figure 5: CE-MS analysis of a standard mixture of alkyl #kywsphonic acids and alkylphosphonic acids. (a)
base peak electropherogram; (b) extracted ionrelgtérogram (m/z 95). CE and MS conditions as tegoin
Figure 3 with a sheath liquid composed of (75:2%//v) MeOH/H,O/NH,OH. Analyte concentration: 50
pg.mL* each in water. Identification: 1, EEPA; 2, MPrR3\;PrMPA; 4, MEPA; 5, EMPA; 6, IPA; 7, PrPA; 8,
EPA; 9, PhPA; 10, MPA.

2.3.4 Identification by MS-MS detection

Mass spectra corresponding to the co-migratingesa alkyl alkylphosphonic acids
revealed the presence of weakly abundant fragneestformed by in-source fragmentations.
In order to further investigate these fragmentajdS-MS experiments were first performed
by directly introducing each phosphonic acid atoacentration of 5 pg.mtin (1:1, viv)
MeOH/H,O mixture into the mass spectrometer. The obtamads spectrum displayed an
abundant [M-H] ion corresponding to the analyte. The [M-ijn was mass-selected and
then subjected to low-energy collision-induced dltsstions (CID), giving rise to the
formation of fragment ions in relative abundancepeahding on the applied excitation
amplitude (\.p). The fragment ions observed from each phosphaxciit on the CID spectra
and their respective attributions are reportedablé 1. All the studied alkylphosphonic acids
lead to the formation of the same fragment ion & @9, which was attributed to O
species. This fragment ion is generated by the dd$R:1+H], Ry corresponding to the alkyl
group bonded to the phosphorous atom. A fragmemtgathway involving a proton transfer
Is proposed in Figure 6a. Consequently, isomers dRé PrPA can not be differentiated by
their fragmentations under low-energy CID. Moreerestingly, the alkyl alkylphosphonic
acids fragmentation pathways depend on the sizleeoR alkyl group bonded to the oxygen
atom. When Ris larger than a methyl group, the observed fragnan corresponds to the
loss of [R-H] [30] and is very abundant. A mechanism involyia proton transfer is
proposed in Figure 60N the other hand, when,Rs a methyl group, the fragment ion
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corresponds to the elimination of methanol andoseoved at a lower exterithis loss could
occur from [M-H] through the formation of an ion-dipole complexpagposed in Figure 6c.
The weak abundance of the methanol elimination sstggthat the energy required for this
fragmentation pathway is more important than far tdimination of [R-H] by a proton

transfer.
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Figure 6: Proposed fragmentation pathway for (a) [EPA-#]z 109 (b) [PrMPA-H]m/z 137 (R>CHs) and
(c) [MPrPA-H] m/z 137 (R=CHy).

The specific fragmentations of isomeric alkyl af{ybsphonic acids were further
exploited for their identification during CE-MS-M®&xperiments. Indeed, although the
formation of these specific fragment ions also ol by in-source fragmentations during
CE-MS experiments, they were not abundant enoudbeteasily detected. To increase in-
source fragmentations, the source voltages coulthtreased, which would unfortunately
also lead to a decrease in relative abundancéegirecursor ions. Alternatively, CE-MS-MS
allowed to enhance the signal of the fragment ibgsapplying appropriate excitation
amplitude and to preserve the signal of the precuisns at the same time, since the
acquisition module alternates MS and MS-MS scangofaatic MS-MS option, Esquire
Control Bruker software) during CE-MS-MS experinmgent

Finally, the electropherograms corresponding totdtal current ions (TIC) obtained in
MS and in MS-MS are reported in Figure 7. The MS-Bffctra obtained from different
successive slices of the first peak, correspontintpe m/z 137 precursor ion, revealed the
presence of the three specific fragment ions at 10&, m/z 105 and m/z 95, attributed to
EEPA, MPrPA and PrMPA, respectively (Table 1). e same way, the integration of the
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second peak, corresponding to the m/z 123 preciumsgied to MS-MS spectra displaying
m/z 91 and m/z 95 specific fragment ions, attridute MEPA and EMPA, respectively
(Table 1). According to the slightly successive empnce of the different specific fragment
ions, the following migration orders EEPA<MPrPA<A?PM and MEPA<EMPA can be

proposed.
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Figure 7: MS-MS spectra corresponding to each numbered pbtined in CE-MS analysis of a standard
mixture of alkyl alkylphosphonic acids and alkylgiphonic acids. CE and MS conditions as reportdeigare

3 with a sheath liquid composed of (75:25:2, vivMeOH/H,O/NH,OH. MS-MS conditions: excitation
amplitude, 0.90 Y, isolation width, 2 Th.

2.3.5 Analysis of soil extract by CE-MS

This newly developed protocol for CE-MS was theplieggl and evaluated for the analysis
of phosphonic acids in soil samples. The soil ses\ L0 g) were subjected to a treatment
commonly used in our laboratory, which consists ipressure-assisted solvent extraction by
water (100°C, 150 bar), followed by a purificatiof the soil extract through a cation
exchange cartridge [33]. The obtained aqueousesgtihict was finally concentrated by partial
evaporation to a volume of 1 mL.

In a first step, blank local soil extracts devofdany phosphonic acid, and extracts spiked
with the preceding ten phosphonic acids at a cdration of 50 pg.mt* each after the
treatment, were investigated for possible interfees and matrix effects. The corresponding
electropherograms (Figures 8a and 8b) were compairtid that of the standard mixture
diluted in water at the same concentration (Figyré/ery few interferences from soil matrix
were detected from the reconstructed total cul@MS electropherogram. The separations

obtained were also very similar with respect took&®on and sensitivity. The limits of
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quantitation (LOQ) obtained in pure water and ifl sg@tracts were reported in Table 2. It
should be noted that the LOQ of MPA is very pootaaese of the low ionization efficiency
and the broad peak shape of this analyte.

. . LOQin LOQ in
Mlgrrggﬁ)n COT&?und ( '\rf1gr1) [M-H]~ pure water local soil extract
g (Hg.mL?) (Hg-mLY)
1 EEPA 138 m/z 137 125 15
2 MPrPA 138 m/z 137 125 125
3 PrMPA 138 m/z 137 10 125
4 MEPA 124 m/z 123 15 20
5 EMPA 124 m/z 123 20 25
6 IPA 124 m/z 123 24 24
7 PrPA 124 m/z 123 25 25
8 EPA 110 m/z 109 60 60
9 PhPA 158 m/z 157 10 15
10 MPA 96 m/z 95 300 320

Table 2 : Limits of quantitation obtained in pure water @nda blank local soil extract for a signal-to noise
ratio of 10.

In a second step, a local soil sample was spikéhl the analytes at a concentration of 5
Hg.g* before treatment (i.e. extraction, percolatiorotiyh cation exchange cartridge and
concentration by evaporation). Observed resolufiéigure 8c) was similar to that obtained
with pure water spiked with the analytes at 50 |Lg'rand obtained sensitivity allowed the
detection of the ten analytes. These experimeraweth great promise for the detection and
identification of phosphonic acids in soil extrab{sCE-MS.
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Figure 8: CE-MS electropherograms of (a) a blank local satract devoid of any phosphonic acids ; (b) a
local soil extract spiked (after treatment) witke ten standard phosphonic acids at a concentratis@ pg.mL*
each and (c) a local soil sample spiked (beforatitment) with the ten standard phosphonic acids at a
concentration of 5 pgigeach. Soil sample treatment is reported in expsntad section. CE and MS conditions
as reported in Figure 3. * peak from soil matrix.

2.4 Conclusion

This work evaluated CE-MS as a new analytical tepha for the detection and
identification of polar chemical warfare agent detation products. A standard mixture of ten
phosphonic acids including isomeric compounds welected in order to evaluate the
selectivity and the identification capability ofightechnique. Even if the isomeric alkyl
alkylphosphonic acids were not separated by CEgifspdragmentations observed in CE-
MS-MS allowed their identification. This result uitrated the powerful identification
capability of mass spectrometry: indeed, this ungadus identification of isomeric co-
migrating compounds would have been impossible Withdetection. However, in the case
of isomeric alkylphosphonic acids IPA and PrPA, etthcould not be differentiated by their
MS-MS fragmentations, CE separation prior to MSdebn was mandatory. Thus, this study
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showed the great complementarity of CE and MSHeranalysis of phosphonic acids and the
interest of their hyphenation.

Finally, CE-MS appeared to be a very promising mephe for the detection and
identification of chemical warfare degradation prots in soil extract insofar as resolution
and sensitivity were preserved in this real maWiark is going on to enhance sensitivity (5
1g.g* in soil sample at present) by using electrophomgticoncentration techniques allowing
larger sample volume injection. In the future, thee of microchip CE-MS would be
considered for field analysis.
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3. Conclusion

La premiére étude réalisée en CE-UV a montré lmdfice importante du pH de
I'électrolyte sur la séparation des acides alkyfitmniques et, en particulier, pour les acides
isopropylphosphonique et propylphosphonique isomédra séparation de ces deux isomeres,
qui est obtenue par électrophorése capillaire, ttapsun résultat intéressant puisque la
séparation de ces deux composés par chromatogiaphige est impossible avec des phases
apolaires classiques de type silice greffée, eesmte I'utilisation de colonnes particulieres
constituées de carbone graphite poreux [54]. Géjparation a été attribuée a la différence de

constante d’'aciditépK'p-,52- entre ces diacides alkylphosphoniques isomeDess

mesures réalisées par potentiométrie montrent &t glie ces composés possedent des
constantes d'acidité (ou constantes de dissociati@pparentes) différentes
(PK'AH -/ a2- (PrPA)=8,18 etpK'p - a2~ (IPA)=8,44 a 25°C, pour une force ionique de 5
mM [55]) qui permettent d’expliquer les ordres degration observés. Des valeurs proches
(PK'AH -/ a2- (PrPA)=8,22 etpK'pp - ; a2~ (IPA)=8,43) ont pu étre déterminees a 25°C et a
une force ionique de 15 mM en CE-MS selon la pracgdécrite en annexe.

Les expériences réalisées en CE-MS ont permis ehabtine trés bonne séparation des
acides alkylphosphoniques sans ajouter de méttgand le milieu de séparation, ce qui a
permis d’'une part d'améliorer la reproductibilittsdemps de migration et, d’autre part, de
diminuer significativement la durée de I'analysa. domparaison des électrophérogrammes
obtenus en utilisant une détection UV indirecteg(ifé 3-c, [analytes]=250 pg.rit)ou la
spectrométrie de masse (Figure 4, [analytes]=5M}i¢) montre que les rapports signal-sur-
bruit obtenus en spectrométrie de masse sontplpgriants. La méthode CE-MS développée
a aussi permis de détecter les analytes dans tteit®re sol initialement dopés a 5 |il.g

Contrairement aux acides alkylphosphoniques isosnerdes acides alkyl
alkylphosphoniques isoméres ne sont pas séparédguarophorése capillaire. La différence
de constante d’acidité entre ces composés est feh iabuffisante pour permettre leur
séparation [56]. Cependant, des ions fragments ifspe&ds a chaque acide alkyl
alkylphosphonigue isomére ont pu étre observésntlwtes expériences CE-MS-MS et ont
permis d’obtenir une identification sans équivodies analytes présents dans l'eau. Ces
résultats confirment les puissantes capacités mtfiiitsation et, par conséquent, le grand
intérét de la spectrométrie de masse. L'électraggecapillaire reste cependant indispensable

pour la séparation des acides isopropylphosphorétjyeopylphosphonique qui ne sont pas
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différenciables en MS-MS dans les conditions @és (van Baagt al ont cependant montré
que les acides isopropylphosphonique et propylghmsgue isomeres pouvaient étre
différenciés en utilisant une source ESI couplée &iple quadripble en mode d’ions positifs
[57]).

La sensibilité obtenue en CE-ESI-ITMS pour les esidlkyl alkylphosphoniques dilués
dans I'eau (les limites de quantification, correggemt a un rapport S/N=10, sont comprises
entre 10 et 20 pg.mt) est comparable & celle rapportée par Merdel. et Kostiaineret al
en CE-ESI-TQ qui ont obtenu des limites de détadfiapport S/N=3) d’environ 5 pg.riten
utilisant le mode d’acquisition SIM [30,31]. Cepand, Mercieret al. ont pu atteindre des
limites de détection d’environ 0,1 pg.fhipour des acides méthylphosphoniques en CE-MS-
MS, en utilisant un mode d’acquisition SIM pararagbour ne détecter que I'ion fragment
spécifiqgue aux acides méthylphosphoniques [31]miogle d’acquisition SIM, disponible sur
les analyseurs a triple quadripdle, est plus séngile le balayage d’'une gamme de masse qui
a eté utilisé lors de notre travail, mais il ne tpétre employé que lorsque la nature des

composeés recherchés dans I'échantillon est connue.
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Chapitre III

Identification d’acides alkylphosphoniques et alkyl
alkylphosphoniques isoméres dans des extraits de sol
par CE-MS-MS et amélioration de la sensibilité dans

Peau pure par FASS

1. Introduction

Les expériences CE-MS-MS qui ont été décrites tankapitre précédent se sont avérées
particulierement utiles pour l'identification desides alkyl alkylphosphoniques isomeres
non-séparés par électrophorese capillaire et piesiams I'eau pure. Le travail présenté dans
ce chapitre Ill montre les résultats obtenus enMEEMS pour lidentification des analytes
présents, cette fois, dans un extrait de sol duii@dlement & 5 pgy

Le deuxieme point développé dans ce chapitre coad&ameélioration de la sensibilité en
CE-MS. En électrophorése capillaire, la sensibiisé en effet limitée par le faible volume
d’injection (quelques nanolitres) qui ne doit pa@passer 1 % a 2 % du volume du capillaire
pour éviter une détérioration de la forme des gicsine perte de résolution. Par ailleurs,
I'efficacité d’ionisation, qui est particulieremefatible pour les acides alkylphosphoniques de
plus faible masse (les acides éthylphosphoniqueéttylphosphonique en particulier) limite
aussi lintensité du signal. Il est donc apparu eséaire d'utiliser une méthode de
préconcentration des composés. Parmi les diffé&saetshniques de préconcentration qui ont
été présentées dans la partie 1.5, la techniqQuUEARS (cf. paragraphe 1.5.1.1) est la plus
simple a mettre en oceuvre. Des expériences de m&cwation des acides
alkylphosphoniques et alkyl alkylphosphoniqueséhladans de I'eau pure par FASS ont donc
été menées pour montrer la faisabilité de cettenigoe qui pourrait permettre d’améliorer la

sensibilité.
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2. Article

CE-MS-MS FOR THE IDENTIFICATION OF CHEMICAL WARFARE AGENT
DEGRADATION PRODUCTS

Mélanie Lagarrigue Anne Bossée Arlette Bégo§ Anne Varenng Pierre Garefl
Bruno Bellief

LC-GC North Americ&5 (2007) 2-6.

! Département Analyse Chimique, Centre d’Etudes aucBet (DGA), 5 rue Lavoisier, BP 3,
91710 Vert-le-Petit

2 Laboratoire Electrochimie et Chimie Analytique olecNationale Supérieure de Chimie de
Paris (UMR CNRS 7575), 11 rue Pierre et Marie Guit231 Paris Cedex 05

Abstract

The terrorist threat has encouraged the developrokranalytical techniques for the
detection and identification of chemical warfareeiaig degradation products. Capillary
electrophoresis (CE) presents interesting featsteh as high separation efficiency, low
sample consumption, and electrophoretic separatiogiples that are very complementary to
those of the most commonly used chromatographicnigaes. Its hyphenation with mass
spectrometry (CE-MS) provides very powerful idaosfion capabilities, explaining the
growing interest in CE-MS for a wide range of apgiions. A CE-MS method was thus
developed in this work for the identification ofgdphonic acids present in purified water and
soil extracts. CE-MS-MS appeared to be a partigukdficient tool for the identification of
isomeric alkyl alkylphosphonic acids. Moreover, lstes can be easily preconcentrated in-
capillary by using field-amplified sample stackitigenhance sensitivity in low-conductivity
matrices.
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2.1 Introduction

The different conflicts of the 2Dcentury were marked by the use of chemical weapons
Therefore, the Chemical Weapons Convention (CWC3 signed in 1993 and came into
force in 1997 in order to prohibit the developmeptpduction, stockpiling and use of
chemical warfare agents [1]. But today, the use cbemical weapons by terrorist
organizations represents a great threat. Thugjdtielopment of analytical techniques for the
detection and identification of chemical warfaresig has become essential.

Chemical weapons are divided into four groups: caedi (mustard gas), nerve (tabun,
sarin, soman, VX, and so forth), blood (hydrogeanige), and incapacitating agents. Nerve
agents, which are the most lethal chemicals, gépesae hydrolyzed over time to first
produce alkyl alkylphosphonic acids and then alkgphonic acids (Figure l1a) that can be
used to identify the present nerve agent. Gas caagnaphy (GC) has been used widely for
the detection of nerve agents but the analysiheif degradation products, which are less
volatile and more polar, requires a time consumahgmical derivatization [2]. Liquid
chromatography (LC) avoids the derivatization of thegradation products but very polar
compounds generally are separated with more diffica the most commonly used reversed-

phase mode.
a) nerve agents degradation products
o] 6] 0 o]
I \ hydrolysis [l I
F 5 OH OH
_R3
N
G-type agent V-type agent alkyl alkylphosphonic
(sarin, soman...) (VX,...) alkylphosphonic acids
acids
b) i I s i i i
_P—OH \/P\—OH \~P—OH N\ ~P—OH / AN P—OH
OH OH OH /  OH ./ OH
MPA EPA PrPA IPA PhPA
M, =96 M, =110 M, = 124 M, = 124 M, = 158
i i i i i
OH OH OH OH OH
EMPA MEPA EEPA L MPrPA
M, = 124 M, = 124 M, = 138 M, =138 M, = 138

Figure 1 : a) Nerve agent degradation pathway and b) strestaf the studied phosphonic acids. M=methyl,
E=ethyl, Pr=propyl, I=isopropyl, Ph=phenyl, PA=ppbsenic acid.

104



Chapitre 11l ; Identification d’acides alkylphosphoniques et aliidylphosphoniques isomeéres dans des extraits
de sol par CE-MS-MS et amélioration de la senséiians I'eau pure par FASS

Capillary electrophoresis (CE) represents an isterg alternative technique for the
analysis of nerve agent degradation products bedadksintrinsically allows the separation of
charged or polar species. Moreover, CE is knowpréwide high separation efficiency thanks
to the flat profile of the electroosmotic flow tlugh the capillary. Sample consumption is
very limited with typical sample injection volumbstween 1 and 20 nL. Therefore, CE with
indirect UV detection has been successfully usedHe separation of phosphonic acids [3-
10].

The major drawback of CE is the limited sensitivitghieved with the commonly used
UV detection. This is due to the very low injectegimple amount and to the small inner
diameter of the capillary (25—-100 um), represenéingry short optical pathlength for the UV
detection. Different electrophoretic preconcentratiechniques can be employed to enhance
sensitivity, such as field-amplified sample stagk{RASS), transient isotachophoresis (tITP),
or sweeping [11]. More sensitive detection techagjoan also be used, such as laser-induced
fluorescence (LIF), requiring the derivatizationtbé analytes or mass spectrometry (MS).
CE-MS is patrticularly interesting thanks to the jeoful identification and structural
characterization capabilities of MS.

The great potential of CE-MS has encouraged theldpment of CE-MS interfaces most
commonly involving the use of electrospray ioniaat(ESI) sources. Liquid junction CE-MS
interfaces (Figure 2a) were developed in 1988 [d#] presented drawbacks such as peak
broadening. Sheath liquid coaxial interfaces (Fegeio) were developed in 1987 [13] and are
now the most used because they are easy to ussoamdercially available. Sheath liquid is
required for the electric contact and the formatidra stable electrospray, the CE flow-rate
being by far too low, but it causes partial dilatiof the analytes reducing the sensitivity. To
avoid this dilution, sheathless CE-MS interfacesehheen developed to allow the use of
nanospray ionization sources that are compatiktle thie low CE flow-rates and are known to
provide better ionization efficiencies. The majdficulty is the establishment of the electric
contact that can be ensured by an in-capillarytedde (Figure 2c) [14] or by a gold-coated
nanospray tip (Figure 2d) [15]. Moreover, sheathlieserfaces generally have a limited life-
time (less than 1 h), but several groups are wgrkin their life enhancement [16]. Finally,
CE-MS interfaces also have been developed for systems including a CE separation and
an ESI emitter [17] or for CE-matrix-assisted ladesorption ionization (MALDI) coupling
[18].
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a) liquid junction nebulizing gas b) sheathliquid |nebulizing gas
(4-10 psi) (3-6 pL.min™) (4-10 psi)
CE capillary — L = FrMs  CE capilary == £ Ms
tension (kV) e
c) d)
nebulizing gas nebulizing gas gold-coated
nanospray tip
. AN
CE capillary-£5 o— MS CE capillary —= Ms
internal
electrode (kV) tension (kV)

Figure 2 : Different CE-MS interfaces a) liquid junction iniece b) sheath liquid coaxial interface c)
sheathless interface with internal electrode anshdpthless interface with gold-coated nanosppay ti

Despite this growing interest in CE-MS, only Kosten and colleagues [19] and Mercier
and colleagues [20] have reported the use of teehnique for the identification of
phosphonic acids in purified or tap water. Durihg present work, a CE-MS method was
developed for the detection and identification @bgphonic acids in pure water and soil
extracts. The selectivity and identification cafitibs of CE-MS-MS were evaluated by
introducing several isomeric analytes (Figure Ii)the sample. Finally, field-amplified

sample stacking was carried out for sensitivityamgement in low-conductivity matrices.

2.2 Experimental

2.2.1 Chemicals

The structures of the studied phosphonic acidspsesented in Figure 1b. PrMPA,
MPrPA, EEPA, EMPA, MEPA and IPA were produced a tentre d’Etudes du Bouchet
(Vert-le-Petit, France) at >99 % purity'® NMR). MPA, EPA, PrPA and PhPA were
purchased from Aldrich (St Quentin Fallavier, Frayc

2.2.2 Electrolyte

The separation electrolyte was composed of 15 mivhamum formate (Fluka, Buchs,
Switzerland) adjusted to pH 8.8 with 25 % ammonhydroxide solution (Merck, Darmstadt,

Germany). Purified water used throughout was obthiinom an alpha-Q system (Millipore,
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St Quentin en Yvelines, France). Electrolytes wéhered through a 0.2 um PVDF

membrane filters (Pall Life Sciences, MI, USA) befoase.

2.2.3 Apparatus

CE separations were performed with a®BEE (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) in 50 um i.d. x 85 cm bare fused-silicpilaies (Agilent Technologies).
Polyimide coating was removed from the outlet oé ttapillary (1 cm) to promote the
formation of a stable electrospray. Analytes werdrbdynamically injected (50 mbar, 10 s),
the separation voltage was set to +20 kV and thepé¢eature to 22°C. Between runs,
capillaries were rinsed with electrolyte for 3 min.

An Esquire 3000 ion trap mass spectrometer (BruBermen, Germany) equipped with
an orthogonal electrospray ionization (ESI) sowes used in the negative ionization mode.
Nitrogen was used as nebulizing gas (7 psi) anéhgrgas (200°C, 5 L.mif). ESI source
voltages were as follows: spray needle at +3.5d0\{ plate offset at -500 V, capillary exit
offset at -40 V, skimmer 1 at -20 V, skimmer 2 &0 -V, low mass cut-off at 50 Th. lon
accumulation time was automatically set with ioargje control (ICC) with a target of 10000
to avoid space-charge effects. The analytical saage for mass spectra was m/z 50-500 Th.
A sheath liquid coaxial interface (Agilent Techngiles) was used for CE-MS coupling. The
sheath liquid, composed of (75:25:2, v/viv) methamater-ammonium hydroxide mixture,

was delivered at 4 puL.mihby a syringe pump (Cole-Parmer, Vernon Hillsniiis).

2.2.4 Soil sample treatment

Soil samples (10 g) were spiked with the analytes pg.g- and subjected to pressure-
assisted solvent extraction with water at 150 bat 400°C [21] in a Dionex ASE 200
instrument (Voisins le Bretonneux, France). Soitrats were next percolated through a
cation exchange cartridge (AG50WX8 resin, Bioradbdratories, Marnes-la-Coquette,
France), then concentrated by partial solvent ensjom to a volume of 1 mL and finally
filtered through a 0.45 um nylon membrane filtezfobe analysis.
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2.3 Results and discussion

2.3.1 Optimization of analytical conditions

A sample composed of alkylphosphonic acids MPA£86 g.mol"), EPA (M,=110
g.mol®), PrPA (My=124 g.mof"), PhPA (M,=158 g.mof) diluted in a (1:1, v/v) methanol-
water mixture at 1 pg.nitwas analyzed by direct introduction in the masspmeter to
optimize the source and ion trapping conditionthannegative ionization mode, providing the
best responses of these analytes. The correspodiigspectrum reported in Figure 3
showed that, as already observed by Kostiaie¢nal. [19], the abundance of the
pseudomolecular ions corresponding to the anatlédeseased as the number of carbons in the
alkyl chain decreased, due to a decreasing ioniz&ificiency.

2.0
[PhPA-H]
157
X 15
*
- [PrPA-H]
E 1.0 123
22 [EPA-H]
0.5 109
[MPA-H]
95
0.0 + - + - - v Lt - - - + - - - + ¥
60 80 100 120 140 160 180 200

miz

Figure 3 : MS spectrum obtained by direct introduction obanple composed of alkylphosphonic acids MPA
(M,,=96 g.mol") , EPA (M,=110 g.mof), PrPA (M,=124 g.mof’), PhPA (M,=158 g.mof) diluted in a (1:1,
v/v) MeOH/H,0O mixture at 1 pg.mEt The optimized source and ion trapping conditians described in
experimental section.

Nebulization gas pressure was optimized during CE-dkperiments because of the
suction effect influencing the migration times aedolution. The sheath liquid composition
and flow-rate strongly affect sensitivity. Diffetesolvent mixtures (acetonitrile, methanol,
isopropanol, water) were tested and best signabtse ratios were obtained with a (3:1, v/v)
methanol-water mixture containing 2 % ammonium bydie solution to favor the
deprotonation of the analytes improving the pseutleaular ion abundances. A flow-rate of
4 uL.min® provided the best compromise between the formatioa stable spray and an

acceptable dilution of the analytes.
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The separation electrolyte is an essential paranf@t€E analysis. Its pH determines the
ionization degree of the analytes, which influendbsir electrophoretic mobilities and
consequently, can affect the selectivity stron§lfe demonstrated in a previous work [22]
with CE-UV experiments that a pH 8.8 electrolytepded a baseline separation of all
alkylphosphonic acids, and particularly the IPA a@dPA isomers due to their different
acidity constants inducing different ionization dceggs. The electrolyte pH also determines the
ionization of the silanol groups of the capillargily which controls the electroosmotic flow
and, hence, the analysis time. The electrophoretbility of the electrolyte co-ion is also
very important because it influences peak shapeeder, CE-MS requires the use of volatile
electrolyte co-ions (carbonate, acetate or formdte)s reducing the choice for electrolyte
species. The final electrolyte composition for thiserk was 15 mM ammonium formate
adjusted to pH 8.8 with 25 % ammonium hydroxideisoh.

2.3.2 CE-MS-MS analysis of soil extracts
A local soil sample spiked with the 10 analytegy(f¢ 1b) at a concentration of 5 |§.g

was subjected to pressure-assisted solvent exinacthen percolated through a cation
exchange cartridge and next concentrated by padlaent evaporation to a volume of 1 mL
(see conditions described in experimental sectibhg obtained aqueous soil extract finally
was analyzed by CE-MS in the optimized conditioasadibed previously.

The obtained CE-MS electropherogram (Figure 43jlayed few interfering species from
the soil matrix. Contrary to the alkylphosphoniadacthat were all separated by CE, the
isomeric alkyl alkylphosphonic acids were not safed because of their very close acidity
constants, inducing very close charge states. CEWBSexperiments were then carried out
and revealed the formation of three fragment idns/a 109, m/z 105 and m/z 95 from the
precursor ion m/z 137 corresponding to the firsakpéEEPA, PrMPA, MPrPA) and the
formation of two fragment ions at m/z 91 and m/z fé&m the precursor ion m/z 123
corresponding to the second peak (MEPA, EMPA) (Fegdb). The detailed study of the
fragmentations of each isomeric alkyl alkylphosphomcid was realized by direct
introduction and reported previously [22]. Thisoaled us to specifically attribute the
fragment ions m/z 109, m/z 105 and m/z 95 obsefvech the precursor ion m/z 137 to
EEPA, PrMPA and MPrPA, respectively. In the samg,wae fragment ions m/z 91 and m/z
95 observed from the precursor ion m/z 123 corneded to EMPA and MEPA, respectively.
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Finally, CE-MS-MS experiments provided an unambiggimentification of each comigrating
isomeric alkyl alkylphosphonic acid in soil extsawithout interference from soil ions,
illustrating the great capabilities of MS for iddictation. On the other hand, CE separation
was mandatory for the identification of isomerikygphosphonic acids, which led to the same

fragment ion and could not be differentiated by MS-
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Figure 4 : a) Electropherogram corresponding to the analysis local soil sample spiked with alkyl- and
alkyl alkylphosphonic acids at 5 pg.gach. b) MS-MS spectra corresponding to the adigylphosphonic
acids. Separation electrolyte: 15 mM HCOONdjusted to pH 8.8. Separation voltage: +20 kVdidgynamic
injection (50 mbar, 10 s).

2.3.3 Sensitivity enhancement in spiked water.

All analytes were detected at 5 pd.ip spiked soil samples thanks to the concentration
step of the extraction treatment. Neverthelespuie water, the smallest analytes were hardly
detected under a concentration of 50 pg'niEigure 5a). The sensitivity was first limited by
the decreasing ionization efficiency as the siz¢éhefanalyte decreased, but also by the very
low injected sample amount. Indeed, in the abseicstacking, the maximum injection
volume is 1-2 % of the capillary volume to avoidakition loss and peak shape deterioration.
Different
preconcentration [11]. The simplest one is fieldséified sample stacking (FASS) [23,24]

electrophoretic techniques can be carriedt for in-capillary sample
which is achieved by using a separation electrobft@igher conductivity than the sample
solution. This provides a lower electric field imetelectrolyte zone than in the sample zone
(E=j/x). Consequently, the analytes slow down when tleagh the boundary between the
low-conductivity sample zone and the high-conduttielectrolyte zone. The analytes are
thus concentrated into a narrow zone at this bayndauthorizing the injection of larger
sample volumes. As a proof of feasibility, a sangdlpure water spiked with the analytes at 5

ng.mL* was injected hydrodynamically at 50 mbar for 80wdich represents a 8-fold
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increase in sample volume (5 % of the capillaryuvod) as compared with previous standard
injection conditions. Injection times up to 150 ere tested but did not provide better peak
heights. The obtained electropherogram (Figure sblmwed that all analytes were stacked
perfectly without any loss of resolution and detecat the 5 pg.mt level, demonstrating an

8-fold sensitivity enhancement in pure water. Ntdtat FASS cannot be used with this

separation electrolyte to enhance sensitivity il satracts because of their too high

conductivity.
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Figure 5 : Electropherogram of a standard mixture of ten lalend alkyl alkylphosphonic acids at (a) 50
pg.mL* each and (b) 5 pg.riLeach in pure water. Separation electrolyte: 15 R®OONH, adjusted to pH
8.8. Separation voltage: +20 kV. Hydrodynamic itiggt (a) 50 mbar, 10 s; (b) 50 mbar, 80 s. 1:EEPA
2:MPrPA ; 3:PrMPA ; 4:MEPA ; 5:EMPA ; 6:IPA ; 7:PAP, 8:EPA ; 9:PhPA ; 10:MPA.

2.4 Conclusions

CE-MS-MS has appeared to be a powerful tool for detection and identification of
phosphonic acids in contaminated soil sample. lddeisomeric co-migrating alkyl
alkylphosphonic acids are differentiated by specifagment ions. On the other hand, the
identification of the isomeric alkylphosphonic axidPA and PrPA was only provided by CE
selectivity. All analytes can be easily detected &vel of 5 ug.g in soil samples thanks to
the extraction treatment and at a level of 5 pg'niL low-conductivity aqueous matrices,
applying FASS. Sensitivity could be further imprdva aqueous matrices and soil extracts
by implementing other preconcentration technique ss transient isotachophoresis.
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3. Conclusion

Ce travail montre que des expériences CE-MS-MS greudtre réalisées pour identifier
de maniéere univoque des acides alkyl alkylphospjwes isomeres présents dans des extraits
de sol, malgré la présence des interférents de osdtrice. Par ailleurs, les expériences de
préconcentration par FASS ont permis d'améliorselssibilité d’'un facteur 8 dans I'eau pure.
Cependant, la technique FASS développée n'a pésreappliquée a la préconcentration des
analytes contenus dans des extraits de sol emrdisda conductivité trop élevée de cette
matrice.

Ces premiers résultats ouvrent des perspectiveéreggantes pour utiliser la
préconcentration par FASS dans des matrices emgroantales de faible conductivité mais
montrent aussi qu’une autre technique de précoratemt doit étre envisagée pour la
préconcentration des analytes dans des matricexphductrices telles que les extraits de sol

ou des matrices biologiques.
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Chapitre IV

Amélioration de la sensibilité dans des matrices de faible

conductivité par FASS en CE-MS

1. Introduction

La technique de préconcentration par FASS qui alétéite dans le chapitre Il présente
qguelques limitations. En effet, selon cette premigrocédure de FASS, la conductivité de
I'échantillon est déterminée par la concentratiea d@nalytes. Or, le rapport de conductivité
entre I'électrolyte et I'échantillon influence fartent les performances du processus de FASS
en termes de concentration et de résolution. Esémprence, les résultats obtenus en utilisant
cette technique peuvent varier selon la conceotraies analytes, ce qui est incompatible
avec la réalisation d’analyses quantitatives. Hbaues, le pH de I'échantillon constitué des
acides alkylphosphoniques et alkyl alkylphosphoegjulilués dans l'eau pure est aussi
déterminé par la concentration des analytes (phvitan). Cette différence importante de pH
entre I'électrolyte et I'échantillon génére destpdrations (écoulements laminaires) néfastes
pour la résolution. Le travail présenté dans ceitieaa donc pour objectif de développer une
nouvelle procédure de préconcentration par FASS$mgure une répétabilité et une linéarité
du signal satisfaisantes, permettant d’envisagetilifation de cette méthode pour des
analyses quantitatives.

Le principe de la nouvelle procédure de FASS decdans ce chapitre consiste a
introduire dans I'échantillon une solution de faatai d’ammonium, dont la concentration
permet de fixer la conductivité et le pH de I'édiilam aux valeurs désirées. Il est ainsi
possible de contréler la valeur du rapport de cotidité entre I'électrolyte et I'échantillon
qui influence les performances de la préconcentigtar FASS et de pouvoir obtenir un pH
homogene dans tout le capillaire permettant de tdimies écoulements laminaires
responsables d’'une perte de résolution. Cette leunethode de FASS a été développée
dans un premier temps pour la préconcentratioradalytes dans I'eau pure, puis appliquée a
des matrices environnementales de faible condti&tiVieau potable et I'eau de riviere.
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2. Article

FIELD-AMPLIFIED SAMPLE STACKING FOR THE DETECTION O F CHEMICAL
WARFARE AGENT DEGRADATION PRODUCTS IN LOW-CONDUCTIV ITY
MATRICES BY CE-MS.

Mélanie Lagarrigue Anne Bossée Arlette Bégo$ Nathalie Delaundy Anne Varenng
Pierre Garefl, Bruno Bellief
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91710 Vert-le-Petit

2 Laboratoire Electrochimie et Chimie Analytique olecNationale Supérieure de Chimie de
Paris (UMR CNRS 7575), 11 rue Pierre et Marie Cid&231 Paris cedex 05

Abstract

Preconcentration of chemical warfare agent degi@uatroducts (alkylphosphonic acids
and alkyl alkylphosphonic acids) in low-conductwihatrices (purified water, tap water and
local river water) by field-amplified sample stacyi (FASS) was developed for capillary
electrophoresis (CE) coupled to ion trap mass speetry. FASS was performed by adding a
mixture of HCOONH and NHOH in appropriate concentrations to the samples @iowed
to control the conductivity and the pH of the saenpl order to obtain FASS performances
that are independent of analyte concentration.ifith@ence of different parameters on FASS
(conductivity ratio between the sample and the B@&ection volume and concentration of
BGE) was studied to determine the optimal condgi@md was rationalized by using the
theoretical model developed by Burgi and Chien.odd)correlation was obtained between
the bulk electroosmotic velocity predicted by tmedel and the experimental value deduced
from the migration time of the electroosmotic flawarker detected by MS. This newly
developed method was successfully applied to tlaéysis of tap water and local river water
fortified with the analytes and provided a 10-falensitivity enhancement in comparison to
the signal obtained without preconcentration pracedThe quite satisfactory repeatability
and linearity for peak areas obtained in the 0.F&mL" concentration range allow
quantitative analysis to be implemented. Limitsdefection of 0.25 to 0.5 ug.riLfor the
alkyl alkylphosphonic acids and of 0.35 to 5 pg:fior the alkylphosphonic acids were

reached in tap water and river water.
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Key-words: alkylphosphonic acids, CE-MS, chemical warfare &ageegradation

products, environmental matrices, field-amplifiednple stacking.

2.1 Introduction

Alkyl alkylphosphonic acids (RP(O)(OH)(OR)) and alkylphosphonic acids {R
P(O)(OH})) result from the hydrolysis of G-type and V-typerve agents such as tabun, sarin,
soman and VX over time. These nerve agent degmadatioducts are subjected to the
Chemical Weapons Convention (CWC) [1] which entenmetd force in April 1997. The
Organization for the Prohibition of Chemical Weapd@®@PCW) ensures the compliance with
the CWC by proceeding to inspections, on-site amslgnd sampling followed by off-site
analysis that can be performed by a network of ex|adoratories which are regularly
subjected to OPCW proficiency tests. The most wideded separation techniques that are
employed for the determination of chemical warfagents and their degradation products are
gas chromatography and liquid chromatography [2]thdugh less used, -capillary
electrophoresis (CE) displays specific intereststfi@ analysis of chemicals related to the
CWC thanks to its intrinsic capabilities for theabysis of polar compounds such as
phosphonic acids, its high separation efficien@ryvdow sample consumption and separation
principles which are very different, and conseglyenery complementary to those of
chromatographic techniques. Several articles hawe tieported the use of CE for the analysis
of nerve agent degradation products [3]. Becaussetlitompounds are generally devoid of
chromogenic groups, they have often been detecs@ng undirect UV detection [4-11].
However, the sensitivity of conventional UV-vis éetion is limited by the very short optical
path length corresponding to the small inner diameif the capillary (25-100 pm).
Consequently, more sensitive detection techniqaes Ibeen used for the detection of nerve
agent degradation products such as conductivi®; 18], laser-induced fluorescence [13,14],
flame photometric detection [15,16] and mass spewtry (MS) [17-19]. The latter is
particularly interesting because it provides veoyprful identification capabilities. The great
complementary of CE and MS for the identificationcbhemicals related to the CWC was
reported in our previous works [20,21].

Sensitivity can also be improved by using in-capyllpreconcentration techniques which
allows to increase the injected sample volume. Voieme is usually limited to ca 1 % of the

capillary volume in the absence of preconcentrafiozcedures to avoid resolution loss and
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peak shape alteration. The different preconcentragchniques that can be used in CE are
widely described in the literature [22-26] and gaiflg rely on the same principle, namely the
reduction of a large injected sample plug into orand concentrated zones of analytes. The
simplest preconcentration technique is field-angadifsample stacking (FASS) which only
requires the use of a background electrolyte (B&GH)igher conductivity than the sample.
The fact that local electric field is inversely postional to conductivity results in a high
electric field in the hydrodynamically injected salenzone, providing a high analyte velocity
in this low-conductivity region. Consequently, whanalytes penetrate into the low electric
field of the BGE zone, they slow down and are cotregéed into narrow bands. The
conductivity ratio between the BGE and the samplerdtio) strongly influences the
performances of FASS with respect to sensitivitlyagrcement and resolution.

In a previous article, we described the developraedtoptimization of a CE-MS method
for the detection and identification of chemicalrfaee agent degradation products (alkyl
alkylphosphonic acids and alkylphosphonic acidspune water and soil extracts [20]. Good
identification capabilities were obtained, partanly when using CE-MS-MS for the
identification of co-migrating isomeric alkyl alkyhosphonic acids, but the sensitivity was
limited by the low injected sample amount and teétively low ionization efficiency
obtained for analytes of low m/z ratios (ethylphospic acid and methylphosphonic acid).
Thus, a brief investigation of FASS was undertakken the preconcentration of alkyl
alkylphosphonic and alkylphosphonic acids in wapgior to CE-MS. This approach,
however, presented two drawbacks. First, the inapordifference between the pH of the
sample (about 4) and that of the BGE (8.8) led tadarimental mismatch of the
electroosmotic velocities between these two zathes, limiting the injected volume to ca 5 %
of the capillary volume. Secondly, the conductivéilyd the pH of the sample depended on
analyte concentration. This induced a variationtha y ratio and consequently of FASS
performances with analyte concentration, whicmempatible with quantitative analysis. In
the present work, a more detailed investigatioivarfous parameters (BGE compositign,
ratio, injection volume) has been performed, sa thaerall FASS performances can be
controlled independently of analyte concentrationcompliance with quantitative analysis
requirements. Finally, this newly developed methedis successfully applied to

environmental low-conductivity matrices (local t@pd river waters).
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2.2 Experimental

2.2.1 Chemicals and sample solutions

Methylphosphonic acid (MPA, purity98 %), ethylphosphonic acid (EPA, puri98 %),
propylphosphonic acid (PrPA, puri95 %), phenylphosphonic acid (PhPA, purt§8 %)
and ethyl methylphosphonic acid (EMPA, purt98 %) were purchased from Aldrich (St
Quentin Fallavier, France). Isopropylphosphoniada@PA), methyl ethylphosphonic acid
(MEPA), ethyl ethylphosphonic acid (EEPA), methybpylphosphonic acid (MPrPA) and
propyl methylphosphonic acid (PrMPA) were synthediat the Centre d’Etudes du Bouchet
and were>98 % purity ' NMR). The structures of the analytes are reporiefable 1.
Ammonium formate (purity>99 %) was obtained from Fluka (Buchs, Switzerland).
Formamide and anhydrous D(+)-glucose used as etsttrotic flow markers were purchased
from Aldrich. Methanol (HPLC grade), 25 % w/w amman hydroxide solution and 1 M
sodium hydroxide were from Merck (Darmstadt, Germarurified water used throughout
was obtained from an alpha-Q system (Millipore,(&tentin en Yvelines, France). Stock
solutions of phosphonic acids were prepared bytidduthe compounds in water at a
concentration of 10 mg.mL The samples analyzed by CE-MS were prepared frese
stock solutions diluted in the different studiedtncas (purified water, tap water, local river
water) to obtain final concentrations of analytasging from 0.5 to 5 pug.mL The mixtures
of HCOONH, and NHOH, that were used to control the pH and the cotidtic of the
sample, were added in a (1:10, v/v) mixture/samggie to limit the dilution of the sample.

compound EEPA MPrPA PrMPA MEPA EMPA IPA PrPA EPA PhPA MPA
migration ;. 2. 3. 4, 5, 6. 7 8. 9 10
order
R C:Hs (CHg)(CHy), CHs; CHs CH; (CHg)CH (CH3)(CHy), CHs CgHs CH;,
R, CHs  CHs (CH)(CH), CHs GoHs H H H H H
My 1 138 138 138 124 124 124 124 110 158 96
(g.mol")
[M-H]-
137 137 137 123 123 123 123 109 157 95
(m/2)
main
fragment 109 105 95 91 95 79 79 79 79 79
ion (m/z)

Table 1: Structures of the studied alkyl- {4R(O)(OH))) and alkyl alkyl- (R-P(O)(OH)(OR)) phosphonic
acids, migration orders and mass-to-charge ratioshe corresponding pseudo-molecular ions and main
fragment ions observed on mass spectra in negativnode.
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2.2.2 Instrumentation

A HP°CE capillary electrophoretic system (Agilent Teclogies, Massy, France)
equipped with a UV absorbance diode array deteests used for CE-MS coupling. The
employed mass spectrometer was an Esquire 300Qrapn mass spectrometer (Bruker,
Bremen, Germany) equipped with an orthogonal edeptiay ionization (ESI) source. The
CE-MS hyphenation was carried out with a coaxiakath liquid interface (Agilent
Technologies). The ion trap mass spectrometer wad in the negative ion mode with the
following optimized ESI source voltages: spray reed +3.5 kV, end plate offset at -500 V,
capillary exit offset at -40 V, skimmer 1 at -20 8kimmer 2 at -10 V, low mass cut-off [27]
at 50 Th. lon accumulation time was automaticadtyvgith ion charge control with a target of
10000 to avoid space charge effects. The analycah range for mass spectra was m/z 50-
500 Th. The presented electropherograms correspotmebase peak electropherograms
(BPE) m/z 60-160 Th. Nitrogen was used as nebuyizgas at a pressure of 7 psi (1
psi=6894.76 Pa) and as drying gas at a temperaf@@0°C and a flow rate of 5 L.minThe
sheath liquid ((75:25:2, v/viv) MeOHM/NH,OH) was delivered by a syringe pump (Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL, USA) at a flow-rate ofid.min’. Nebulizing and drying gas were

turned off during injection step.

2.2.3 Separations conditions

CE-MS experiments were performed in 50 um i.d. xcBbbare fused-silica capillaries
(Agilent Technologies) with 21.5 cm effective lelngb UV detector. To favor the formation
of a stable electrospray, a CE column cutter (Agileechnologies) was used to obtain a very
sharp and orthogonal cut of the capillary ends thiedpolyimide coating was removed from
the outlet of the capillary (1 cm). Prior to firsise, bare fused silica capillaries were
successively washed with 1 M NaOH and 0.1 M NaOH 10 min each. After storage,
capillaries were flushed with 0.1 M NaOH for 5 nand water for 10 min. Between runs,
capillaries were rinsed with electrolyte for 3 milectrolytes were filtered through 0.2 pm
PVDF (polyvinylidene difluoride) membrane filtergfore use. Temperature was set to 22°C
and separation voltage was set to +20 kV. Formarfdde % v/v in water) and anhydrous
D(+)-glucose (500 pg.nitin water) were used as electroosmotic flow markerdJV and
MS detection, respectively.
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The BGEs were composed of 30 mM, 50 mM or 75 mM DDIBI, adjusted to pH 8.8
with NH,OH 25 %. Analytes were hydrodynamically injectedd@n50 mbar for variable
injection times. The conductivities of the diffetdBIGEs and samples that were used in this
study were determined by measuring current intgrasita function of applied voltage within
a range where the linearity of Ohm’s law was vedfi The conductivities were easily
deduced from Ohm'’s law after rearrangement:

4L
K=
nds2V

(1)

where | is the measured current intensity, V is\tbikage applied to the capillary; @ the
inner diameter and L is the total length of theilkaqy. Calibration was realized with
solutions of 0.1 M and 0.01 M KCk£1.288 and 0.1413 S:hmat 25°C, respectively).

2.3 Results and discussion

The sample conductivity is a crucial parameter FASS experiments because it
determines the value of theatio (=«xgce/xs), which strongly influences the performances of
FASS. Indeed, ideally, analyte concentration shdxddenhanced by a factpr{28]. In this
work, FASS was performed by adding a mixture of HiINMH, and NHOH to the sample, so
that the sample conductivity was controlled by &adeled concentrations of HCOOMNIEnd
NH4OH, and not by the analyte concentration. It wéear laerified that the conductivities of a
blank sample and a sample spiked with the analfges pg.mr') were equal after the
addition of the same mixture of HCOOMNNnd NHOH. Moreover, the HCOONHand
NH4,OH concentrations, that were added to the sampes welected to adjust sample pH to
the same value as that of BGE pH, and hence ta laminar flow due to difference in the
local electroosmotic velocities, which are respblesfor a resolution loss.

Optimal conditions ofy ratio, injection volume and BGE concentration widspect to
detection sensitivity were investigated in CE-M$iglang. Prior to this, the conductivities of
different solutions of HCOONHadjusted to pH 8.8 with N\M®H were measured (see section
2.2.3) to determine the conditions for whigtb, 10 or 15 with BGEs composed of 30 mM,
50 mM or 75 mM HCOONH adjusted to pH 8.8 with NJDH, as reported in Table 2.
Different injection volumes corresponding to 5 %,% or 15 % of the capillary volume were
tested.
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=5 v=10 v=15

30 mM HCOONH, + 10 mM NH,OH (pH 8.8)

BGE =0.294 S.1it ; vo=1.51 1G° m. s>
BGE added 5 mM HCOONH, 2 mM HCOONH, 1.4 mM HCOONH
to the sample 1.8 mM NH,OH 0.75 mM NHOH 0.5 mM NH,OH
Kk (S.m) 0.058 0.030 0.019
Veo(10° m.sY) 2.17 2.42 2.49
BGE 50 mM HCOONH,+16.7 mM NH,OH (pH 8.8)
kece=0.491 S.nt ; ve=1.37 10° m.s"
BGE added 9 mM HCOONH, 4 mM HCOONH, 2.25 mM HCOONH
to the sample 3 mM NH,OH 1.4 mM NH,OH 0.85 mM NHOH
K (S.m?) 0.099 0.049 0.032
Veo(10% m.sY 1.99 2.17 2.41
BGE 75 mM HCOONH, + 23 mM NH,OH (pH 8.8)
Kece=0.757 S.it ; ve=1.31 10° m.s*
BGE added 15 mM HCOONH 6 mM HCOONH, 4.1 mM HCOONH
to the sample 10 mM NH,OH 2.1 mM NH,OH 1.5 mM NH,OH
K (S.m?) 0.151 0.074 0.049
Veo(10° m.sY 1.86 2.12 2.22

Table 2: HCOONH, and NHOH concentrations in BGEs and added to samples, amtesponding
conductivities and electroosmotic velocities. Caottlities were measured as described in section32.2
electroosmotic velocities were deduced from theratign time of the electroosmotic flow marker dé¢ecby
MS.

2.3.1 Influence of FASS on electroosmaotic velocity

The CE-MS experiments that were performed in thiskwevealed that the migration
times of phenylphosphonic acid (PhPA), which w&gmaas model analyte, decreased as the
y ratio and the injection volume increased (TableTB)js can be explained by the increase in
the bulk electroosmotic velocityvyf) which is defined as the average of the local
electroosmotic velocities in the low-conductivignsple plug $es) and the high-conductivity
BGE (esce) Weighted by their respective lengths [28,29]:

Vp =X Vest(1-X, )VencE (2)
where x=ln/L.

The local electroosmotic velocity) can be expressed as a function of the localradect
field in zone i (f where i corresponds to the sample zone or toB@B&) and the local
electroosmotic velocity measured in homogeneousditions (o) under the uniform electric
field Eg (Eo=V/L):

Vi :DeOiEE(i 3)

The local electric field in sample zonesfr in BGE (Ecg) can be expressed as:
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_ YEo
= =0 4
S 1+(Y-1)Xa ()
Eo
E = 5
BGE T (y-Lxg (5)

The values of Eve andv, were thus calculated using the experimental vabdies,; and

ki (Table 2) and were reported in Table 3.

MS MS OV
Xa Esce Es VeBGE Ves Vp VagGe  IphPa Veo Veo

kv.m? kv.m?) 10°m.sH) (10°m.sH) (10°m.sHh (10°m.sl) min (10° m.st) (102 m.sh)
a) BGE=30 mM HCOONH;, adjusted to pH 8.8

v=5.1 0.05 1952 9938 1.3 92 17 040 170 1.7 15

‘s mfﬂamggONH 010 1667 853 11 79 18 068 145 18 16

+1.8mMMNHOH 0.5 1455 744 0.9 69 1.8 0.89 134 1.8 1.6
7=9.7 0.05 16.41 158.7 1.1 163 1.8 0.76 157 1.8 1.8

+o m,fﬂamggONH 0.10 1260 121.9 0.8 125 2.0 1.2 11.7 2.0 27
+0.75mMNHOH 0.15 1023 989 0.7 102 2.1 1.4 10.8 2.1 2.1
v=15.2 0.05 1378 2088 0.9 221 1.9 11 153 1.9 17

‘14 n?l\impéeoow 010 974 1476 06 156 2.1 15 100 21 19
+05mMMNHOH 015 753 1142 0.5 121 22 1.7 9.3 2.2 1.9

b) [BGE]=50 mM HCOONH , adjusted to pH 8.8

7=5.0 0.05 19.63 976 1.1 83 15 0.36 197 15 1.5

‘9 m,fﬂamglce)ONH 010 1684 837 1.0 71 16 061 159 16 16
+3mMNHOH 015 1474 733 0.9 62 1.7 0.81 142 1.7 1.6
y=10.1 0.05 16.17 163.4 0.9 151 1.6 0.71 171 1.6 1.6

+4 ml\s/lalr:rl]ggONH 0.10 1231 1245 0.7 115 1.8 1.1 129 1.8 18
+1.4mMNHOH 015 994 1005 0.6 93 1.9 1.3 112 1.9 1.9
7=15.3 0.05 13.72 210.0 0.8 215 1.8 1.04 16.5 1.7 1.7

+ 008 %?\Amﬁlgoow 010 968 1482 0.6 152 20 15 123 1.9 1.9
+0.85 MM NHOH 0.15 7.48 1145 0.4 117 21 1.7 103 2.0 2.0

¢) [BGE]=75 mM HCOONH, adjusted to pH 8.8

7=5.0 0.05 19.60 982 1.1 77 1.4 0.33 250 1.3 1.3

‘15 msﬁml_%%ONH 010 1680 841 0.9 66 15 057 189 14 1.3
+10MMNHOH 015 1470 736 0.8 58 1.6 0.75 150 15 1.5
7=10.3 0.05 16.07 1652 0.9 149 1.6 0.70 229 14 14

‘6 m,\sﬂamg'(‘;ONH 010 1220 1255 0.7 113 17 11 146 1.6 15
+21mMNHOH 015 984 1011 0.6 91 1.8 1.3 124 1.8 1.8
7=15.3 0.05 13.73 209.8 0.8 198 1.7 1.06 18.1 1.5 15

va1 glampéeooNu 010 969 1481 05 131 1.9 13 131 18 17
+15mMMNHOH 015 7.49 1144 0.4 108 2.0 1.6 114 1.9 1.7

Table 3 Bulk electroosmotic velocityvf) and laminar flow velocityw,scg calculated according to the model
developed by Burgi and Chien [27,28], migrationdamof PhPA detected in MSy($A4"%) and experimental
values of the electroosmotic velocity calculatazhfrMS (eo"%) and UV (eo ") detection of EOF markers as a
function of they ratio and the reduced injection lengthfar BGEs composed of a) 30 mM, b) 50 mM and c) 75
mM HCOONH, adjusted to pH 8.8. The sample was composed oériagytes diluted in water at 5 pg.fhL
Other separation and detection conditions: seéosesc®.2.2 and 2.2.3. The values g’ andve,"® differing
from thev, values by less than 0.11én.s' were indicated in bold characters.
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A scheme illustrating the different cited parameterns presented in Figure 1. As expected,
these calculations demonstrated that the locatraldteld strength in the sample zone was
higher than the local electric field strength ire tBGE, inducing a high electroosmotic
velocity in the sample zonexd). This allowed to easily understand the increasdulk
electroosmotic velocity with largenjection volumes, due to the higher contributidnves
[30]. On the other hand, these calculations algdaéx the increase in, with increasingy

ratio.
Lb
_—
LaBGE
® ~ ©

Ues

v Ve

= EOEEN

BGE sample BGE

KBGE> VeoBGEs EBGE ~ KS, Veos, Es
I‘Xa X(X

Figure 1. Scheme representing the different parameters ims¢ide model developed by Burgi and Chien
[28,29].

The calculated values of the bulk electroosmotilaity were then compared to those
obtained experimentally by injecting a short plugetectroosmotic flow marker mixture
before the sample in all experiments. The electrmtie flow marker mixture contained
formamide and glucose in order to measure the &lel&troosmotic velocity from UV ")
and MS (eo"°) detections in the same experiment. Indeed, forimwas UV-detected at
200 nm after a moving distance of 21.5 cm, whegdasose was characterized by a major
[2M-H]  ion at m/z 359 and a less abundant [M-leh at m/z 179 (M=glucose) on mass
spectra after a moving distance of 85 cm. The nbthivalues fome,’ andves'~ were
reported in Table 3. These values were generally, not always, close to each other.
Nevertheless, the agreement between the experimentes for the electroosmotic velocity
deduced from the MS electroomotic flow markeg.{°) and the calculated values fog
(Table 3) is markedly closer than that obtainednfrthe UV electroomotic flow marker
(veo”’). This result demonstrated the interest of usimdvis-responsive electroosmotic flow
marker in CE-MS experiments. Indeed, in CE-MS agunfation, the effective length of the
UV detection, which is imposed by the geometryhaf tassette, is relatively short (21.5 cm).
This resulted in the UV detection of the electroosmflow marker occuring at the very
beginning of the FASS process. On the other hdra detection of an electroosmotic flow
marker at the end of the capillary (85 cm) by M®vied a value for the electroosmotic

velocity which was averaged over the full lengthtted capillary. This could explain why the
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agreement between the calculated and experimdetat@smotic velocities was better from
MS than from UV detection of the electroosmotianflmarker.

Eventually, the model developed by Burgi and Chweich did not take into account the
electroosmotic flow dynamics during FASS as did rilman [31] and Pittman [32], seemed to
be sufficient to explain the evolution of the budectroosmotic velocity in our case.
However, the adequation between theoretical cdions and experimental measurements
seemed to decrease with increasing concentratibB&G& (Table 3). This could be due to
increasing Joule heating resulting from the incee@s the current intensity inside the

capillary.

2.3.2 Search for a compromise between sensitivity anolugen

Increasingy ratio should result in an increase in the conediain and a decrease in the
length of the zones of analytes after FASS [28]htiwever, also increases the mismatch
between the local electroosomotic velocities ingheple and in the BGE, which generates
laminar flows and induces broadening of the zonedastacked. Consequently, the best
results are obtained when a proper compromise usddoetween the adverse effects of
sample stacking and laminar flows. It was assurhatithe perturbations induced by laminar
flows in the sample zone can be neglected, dubdashort time that analytes spend in this
zone [28]. The laminar flow velocities in the BGEdsg can be expressed as follows [28]:

VaBGE = Vb ~VeBGE (6)

The calculated values far,sge Were reported in Table 3. As expected, the caledla
laminar flow velocities in the BGE regionagce) increased when theratios or the injection
volumes increased. This could explain the decr@agbe resolution between isomers IPA
(peak 6) and PrPA (peak 7) (for which we demonstrathat the CE separation was
mandatory for their identification [20,21]), thab® observed experimentally with increasing
y ratios ¢=5, 10 or 15) or injection volumes (correspondingbt%, 10 % or 15 % of the
capillary volume) as illustrated in Figure 2a. Tlaninar flow velocity seemed to also
influence the signal intensity. Indeed, the vaoiatof the peak intensity corresponding to
PhPA (peak 9), taken as model analyte, as a functidhey ratio and the injection volume
(Figure 2b) revealed that the signal intensity éased betweep=5 andy=10, but decreased
when they ratio and/or the injection volumes were too higa. (wheny=15 and/or when the
injection volume corresponded to 15 % of the capyllvolume). This decrease in signal

intensity could be due to the important peak shaferation induced by the high velocity of

125



Chapitre IV : Amélioration de la sensibilité danssdmatrices de faible conductivité par FASS en CE-M

laminar flow. According to these results, the bestnpromise between sensitivity and
resolution was reached fgr8 and an injection volume corresponding to 8 %hefcapillary

volume. These optimal values are in accordance thibke reported by Burgi and Chien [28].

1.2 3.0 b)
a) |
104 =
25 =
= 08t . = . 0
. e} @
306 O 8 2.00] a Q
2 E
S 04 ~ O
& o A S1sA
0.2 ~
0.0 o) 1.0
5 10 15 5 10 15
Injected volume (%Vcap) Injected volume (% Vcap)

Figure 2: a) Resolution obtained between the peaks correlpgrio IPA and PrPA (peaks 6 and 7) and b)
peak intensity corresponding to PhPA (peak 9) fffeint injection volumes (5, 10 or 15 % of thepitlary
volume) andy ratios (trianglesy=5; squares y=10; circles:y=15). Resolution and peak intensity obtained in the
optimal conditions (=8 and injection volume=8 % of the capillary volunza® indicated by a black diamond.
The samples were composed of the analytes dilatedhter at 5 pg.nit and of HCOONH and NHOH in the
appropriate concentrations mentioned in Table 2.

Experiments were then performed in these optimizshditions with different
concentrations of BGE (30 mM, 50 mM and 75 mM HCQ@QMdjusted to pH 8.8) in order
to evaluate the influence of the concentration GHon signal intensity. The corresponding
electropherograms were reported in Figure 3 andaled that the signal intensity slightly
decreased on going from a 30 mM to a 50 mM BGE,raaxd dramatically decreased with a
75 mM BGE. This should be due to a competition leetwthe ionization of electrolyte
species and the analytes in the ionization soufdbeo mass spectrometer. Eventually, the
best results were obtained with a BGE composedahBl HCOONH, adjusted to pH 8.8, a
y ratio of 8 and an injected volume correspondin@ t& of the capillary volumén these
conditions, a 10-fold sensitivity enhancement waisimed, in comparison to that produced in
the absence of any preconcentration procedure, vétid a maximum injected volume

corresponding to 0.6 % of the capillary volume.
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Figure 3: Electropherograms of a standard mixture of alkyie alkyl alkylphosphonic acids obtained with a
BGE composed of a) 30 mM, b) 50 mM and c¢) 75 mM KM, adjusted to pH 8.8. The injection volume
corresponded to 8 % of the capillary volume. Thenogl value of they ratio (=8) was obtained by adding a) 3
mM HCOONH, and 1.1 mM NHOH (pH 8.8), b) 5 mM HCOONHand 1.8 mM NHOH (pH 8.8) and c) 8.5
mM HCOONH, and 3 mM NHOH (pH 8.8) to the samples containing the analgites pg.mL* each in water.
BPE: base peak electropherogram. EIE: extractedlestropherogram for glucose ([2MiH

2.3.3 Applications to tap water and local river water

This newly developed approach was then appliedntor@nmental matrices: tap water
and local river water. First, the conductivities ldbnk tap and local river waters were

measured. The conductivities of tap water(.055 S.rit) and river water=0.053 S.rit)
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were too high to obtainyaratio of 8 with the BGE composed of 30 mM HCOONdljusted

at pH 8.8 £sce=0.294 S.r1). This is why, a BGE composed of 50 mM HCOONdijusted

at pH 8.8 ¢sce=0.491 S.ri1) was used. A solution of HCOONHind NHOH was added to
river and tap water samples spiked with the analf@ 5 pg.mL) in order to obtain final
concentrations of 1.4 mM HCOONHNd 0.5 mM NHOH (pH 8.8). This allowed to set the
conductivity of the samples to 0.061 S.and 0.064 S.thin river and tap water respectively,
providing y ratios around 8yE8.0 and 7.7, respectively). The obtained electeopirams
(Figure 4) showed that the signal intensity, inhboases, was very close to that obtained in
pure water, demonstrating that this method was saiable for sensitivity enhancement in

tap and river waters.
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Figure 4: Electropherograms of a) tap water and b) locakrriwater spiked with alkyl- and alkyl
alkylphosphonic acids at 5 pg.mleach obtained with a BGE composed of 50 mM HCO@Bitjusted to pH
8.8 and an injection volume corresponding to 8 Y%hefcapillary volume. The optimal value of theatio (=8)
was obtained by the addition of 1.4 mM HCOON&hd 0.5 mM NHOH (pH 8.8) to the samples. Other
separations and detection conditions: see sec®@2® and 2.2.3.
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2.3.4 Reapeatability, linearity and LOD

The reapeatabilities for peak areas measured iroptienized conditions for the three
matrices spiked with the ten analytes at 5 pg‘reach were very satisfactory: RSD (n=6)
were 2.7-3.9 % in purified water, 2.4-3.9 % in tapter and 2.3-3.3 % in river water. The
linearity of the response obtained in MS was deiteechwith analyte concentrations ranging

between 0.5 and 5 pg.rilin the three matrices (Figure 5).
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Figure 5: Peak areas obtained in optimized CE-MS conditior® pure water, b) tap water and c) river water
spiked with the alkyl- and alkyl alkylphosphonididein the 0.5-5 pg.mt concentration range. Dotted lines
represent least-squares regression straight-lines.
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The linearity was good in this concentration rafgethe three matrices, as testified by
correlation coefficients reported in Table 4. Thanfirmed that this FASS method yielded
enrichment performances that are independent dfteneoncentration and thus compatible
with quantitative analysis. Finally, the limit oetkction (LOD) corresponding to a 3:1 S/N
ratio were determined from the BPE m/z 60-160 THailews: 0.25 ug.mL* for EEPA,
MPrPA and PrMPA, 0.5 pg.mifor MEPA, EMPA, PrPA and IPA, 0.35 pg.filfor PhPA,

2 pg.mL* for EPA and 5 pg.mt for MPA. The signal-to-noise ratio, however, cam b
enhanced by a factor 2 in the extracted ion elpbgoogram (EIE) mode, which allows to
extract the signal corresponding to a given m/io fadbm the total ion current.

Not surprisingly, MPA and EPA were detected at Brgtoncentrations, owing to their lower
intrinsic response in ESI-MS detection [19,33]. Eus reason, repeatability and linearity for

MPA in the 0.5-5 mg.mt: range were not given either.

EEPA+PrMPA

MPIPA EMPA+EMPA IPA PrPA EPA PhPA
a) y=663829x y=224215x y=109597x y=122530x y=47928x y=149132x
-136550 -44363 -11613 -19061 -18904 -2514
R?=0.998 RB=0.998 RB=0.998 RB=0.9993 RB=0.997 B=0.994
b) y=540049x y=208025x y=99929x y=114875x y=40236x y=164266x
+62060 -832 +6087 -8450 -352 -9569
R?=0.994 B=0.993 RB=0,998 RB=0.996 B=0.991 RB=0.997
o) y=532088x y=191878x y=92827x y=114722x y=35790x y=155942x
+34992 +29436 +18336 -9654 +8621 +4407
R’=0.998 R=0.994 R=0.996 R=0.998 R=0.993 R=0.993

Table 4: Equations for the least-squares regression strliigs (n=5) and corresponding correlation
coefficients obtained for the determination of MSponse linearity in a) pure water, b) local tag enriver
water (Figure 5).

2.4 Conclusion

Our results show that FASS can be applied profitablthe preconcentration of nerve
agent degradation products in real low-conductiwigtrices (tap and river waters) prior to
quantitative analysis by CE-MS. The first step o hewly developed method consisted in
the determination of sample conductivity. This a#al to evaluate the concentration of BGE
that has to be added to the sample to obtain aldeiBGE to sample conductivity ratip (
ratio). They ratio was then precisely set to its optimal va(ye8) that was confirmed
experimentally in this work by adding a HCOONW NH,OH mixture in appropriate
concentrations to the sample. Moreover, the additibthe HCOONH / NH;OH mixture
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allowed to set the same pH in the sample as inB&&, which limits laminar flows
responsible for resolution loss. Finally a 10-fskhsitivity enhancement was obtained in tap
and river waters by hydrodynamically loading a skmwlume corresponding to 8 % of the
capillary volume. The repeatability and the lingaof the peak areas in the 0.5-5 pg:mL
concentration range were good. Although the LOEBA (2 pug.mr) and MPA (5pg.mL)
were limited by their low ionization efficiency,¢h_OD of all other studied analytes were in
between 0.25 and 0.5 pg.mlmeeting the LOD requirements of OPCW related yaisi(1
ng.mL?h [34].

FASS, however, is not adapted to the preconceoiraif analytes in high-conductivity
matrices: another preconcentration method is thequired to treat such samples
conveniently. Our current efforts are focussed sseasing transient isotachophoresis for the
preconcentration of alkylphosphonic acids in sair@&cts or biological samples and for the

enhancement of the preconcentration factor.
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3. Conclusion

Bien que la nouvelle procédure de FASS décrite danschapitre n’ait pas permis
d’augmenter significativement le gain en sensibiliiar rapport aux premiéres expériences
présentées dans le chapitre lll, le principal difjele ce travail, qui consistait a obtenir une
méthode de préconcentration par FASS compatible des analyses quantitatives et adaptée
a des matrices environnementales, a été atteint.

Les conditions optimales assurant le meilleur camps entre préconcentration et
résolution ont été déterminées en étudiant l'infeee du rapport de conductivité entre
I’échantillon et I'électrolyte, du volume d’injectn et de la concentration de I'électrolyte. Les
effets de la variation de ces parametres sur kepgede migration et la résolution ont été
expliqués en utilisant le modele théorique dévedopar Burgi et Chien. Les différentes
expériences réalisées ont montré que la valeua dé@dsse électroosmotique globale prédite
par ce modele était trées proche de celle mesurpériexentalement a partir du temps de
migration du marqueur d’écoulement électroosmotidgtecté en spectrométrie de masse.

Le rapport optimal de conductivité entre I'échdatil et I'électrolyte a pu étre atteint
grace a l'addition d’une solution de formiate eardmonium de concentration adaptée dans
I'échantillon. Cette méthode a pu étre utilisée cageccés pour la préconcentration des
analytes dans des matrices environnementales ble feonductivité. La bonne répétabilité
des aires de pics a pu étre vérifiée. La linéahitésignal est apparue tres satisfaisante, ce qui
démontre que les résultats obtenus sont bien indép¢s de la concentration des analytes
dans I'échantillon.

Le facteur de concentration qui a été obtenu (1€) fest conforme a celui qui peut étre
classiquement observé en FASS et a permis d’obdesilimites de détection inférieures a 1
ng.mL* pour la plupart des analytes, conformément augesdes de I'OIAC pour I'analyse
de composés liés a la CIAC.
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Chapitre V

Amélioration de la sensibilité dans des matrices

de forte conductivité par isotachophotrése transitoire en

CE-MS

1. Introduction

La technique FASS décrite dans le chapitre prédédésst pas applicable a la
préconcentration des analytes contenus dans desesale forte conductivité sans nécessiter
une dilution importante de I'échantillon afin deduére sa conductivité. Cette approche
n'étant pas satisfaisante, I'objectif du travaiégenté dans ce chapitre a consisté a développer
une nouvelle méthode de préconcentration permetfanméliorer la sensibilité de détection
d’analytes contenus dans des matrices de forteuctindé. La technique de préconcentration
par isotachophorése transitoire (cf. paragraphd.fp est alors apparue comme la plus
intéressante puisqu’elle ne nécessite pas la meatddn des instruments commerciaux
contrairement aux systemes a deux capillairesp@fagraphe 1.5.1.4) ou les manipulations
délicates du capillaire qui sont nécessaires pomregrendre des expériences de
préconcentration sur phase solide (cf. paragrafh2.1) ou sur membrane (cf. paragraphe
1.5.2.2). Enfin, la technique de préconcentraticar ppalayage (cf. paragraphe 1.5.2.3),
impliquant l'utilisation d’'un électrolyte de séptdom composé de micelles de tensioactif,
semble peu compatible avec une détection par speétrie de masse.

Ce chapitre décrit donc le développement d'unertigete tITP-CZE-MS pour améliorer
la sensibilité de détection des produits de dédgiaua’agents de guerre chimique contenus
dans des matrices de forte conductivité. Pour catide, un échantillon constitué de cinq
acides alkyl méthylphosphoniques issus de la dagmaddu VX, R-VX, sarin, cyclosarin et
du soman a été utilisé. Ce mélange de composé&s esgfet beaucoup plus représentatif d’'un
prélevement réel que I'échantillon qui avait étiéisdt jusqu’a présent et qui comportait de
nombreux composeés isomeres afin d’évaluer la geiteécet les capacités d’identification du

sy s

couplage CE-MS. La technique de tITP-CZE-MS a é&¢etbppée dans un premier temps
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pour I'analyse des cing acides alkyl méthylphosjipaes contenus dans des extraits de sol,
puis a été appliquée a l'analyse d’échantillonsridai de rat dopés par les analytes. La
détection et l'identification de composés liés agents de guerre chimique contenus dans
des échantillons biologiques (urine, plasma, séretm) est particulierement importante. Les
échantillons biologiques peuvent en effet représelels seuls échantillons disponibles pour
prouver une agression lorsqu’'un prélévement enmgorental est impossible. Cela peut
notamment étre le cas pour la mise en évidenceodgpasés tres volatils qui sont tres
rapidement évaporeés et, en conséquence, indétestdhhs I'environnement. Toutefois, ces
composes volatils peuvent avoir été absorbés parvigtime. Les agents peuvent alors étre
présents dans les fluides biologiques sous forbre [jparticuliérement dans 'urine) ou sous

une forme associée avec une protéine (particuli@néatans le plasma).

136



Chapitre V : Amélioration de la sensibilité dansaeatrices de forte conductivité par isotachopherés
transitoire en CE-MS

2. Article

ANALYSIS OF NERVE AGENT DEGRADATION PRODUCTS IN HIG H-
CONDUCTIVITY MATRICES BY ON-LINE TRANSIENT ISOTACHO PHORESIS
PRECONCENTRATION AND CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS
SEPARATION COUPLED TO MASS SPECTROMETRY.

Mélanie Lagarrigue Anne Bossée Arlette Bégo$ Nathalie Delaundy Anne Varenng
Pierre Garefl, Bruno Bellief

! Département Analyse Chimique, Centre d’Etudes oucBet (DGA), 5 rue Lavoisier BP 3
91710 Vert-le-Petit

2 Laboratoire Electrochimie et Chimie Analytique olecNationale Supérieure de Chimie de
Paris (UMR CNRS 7575), 11 rue Pierre et Marie Cid&231 Paris cedex 05

Abstract

Preconcentration of nerve agent degradation pred(alkyl methylphosphonic acids)
contained in high-conductivity matrices using tians isotachophoresis (tITP) was
performed to enhance sensitivity of capillary algghoresis coupled to mass spectrometry
(CE-MS). The separation conditions of the five sgddalkyl methylphosphonic acids in CE-
MS were first optimized. The presence of methandhe separation medium was required to
obtain a good separation of the analytes underteowhectroosmotic flow conditions. Thus,
a background electrolyte (BGE) composed ofsCEONH, pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v)
MeOH/H,O mixture was used. Preconcentration by ITP wasdad by the BGE acting as
leading electrolyte (LE) while a terminating eletyte (TE), consisting of 100 mM glycine
pH 10 (NH,OH) in (35:65, v/v) MeOH/HO mixture injected before the sample, was used.
Different leading ions (formate or acetate) andddacentrations were tested. The best results
were obtained with a LE composed of 30 mM3sCBONH, pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v)
MeOH/H,O mixture for the analysis of soil extracts foddi with the analytes. The loading
length of the TE zone was optimized. Surprinsinglye initial pH of the TE, which
determines the initial mobility of the terminatingn, appeared to markedly influence the
resolution and the sensitivity. This tITP-CZE-MSthad was then adapted for the analysis of
rat urine sample fortified with the analytes, whrelguired the use of a more concentrated LE
(50 mM). Limits of detection between 4 and 70 ng’ni. soil extract, and between 5 and 75

ng.mL* in rat urine were reached from extracted ion etgtterograms (EIES).
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Key words: alkyl methylphosphonic acids, nerve agent degradagiroducts, soil extract
analysis, rat urine analysis, transient isotachogdis, capillary zone electrophoresis-mass
spectrometry.

2.1 Introduction

The development of analytical techniques for thiecteon and identification of chemical
warfare agents is of growing interest due to thelémentation of the Chemical Weapons
Convention (April 1997) and the increase of theaest threat. Nerve agents are the most
lethal type of chemical warfare agents, but areegadly rapidly hydrolyzed to produce first
specific alkyl alkylphosphonic acids and next npefic alkylphosphonic acids. In the case
of a chemical aggression, nerve agent degradatimatupts can be detected in environmental
matrices (water, air, soil, etc.) or in the biokaifluids of the victims (urine, plasma, blood,
etc.).

Although less used than gas or liquid chromatogyapapillary electrophoresis (CE) has
been recognized as an interesting technique foseparation of chemical warfare agents [1],
but it generally suffers from a low concentratiognsitivity, which is due to the limited
injection volume (ca 1 % of the capillary volumeden classical conditions). A variety of
electrophoretic preconcentration techniques, howessn be used to enhance sensitivity in
CE [2-5]. Preconcentration principles based on tetedield amplification such as field-
amplified sample stacking (FASS), field-amplifieahgple injection (FASI) or large volume
sample stacking (LVSS) can be applied to analytesgmt in matrices of lower conductivity
than the background electrolyte (BGE), but they raverelevant when this condition is not
fulfilled. The preconcentration of analytes cong&lnn high-conductivity matrices [6] such as
sea water [7-9], urine [10-13], serum [10,14-17ptasma [11] prior to CZE separation can
be performed using isotachophoresis (ITP). ITP daikace in a discontinuous separation
medium composed of a leading electrolyte (LE) amerainating electrolyte (TE) containing
co-ions of higher and lower effective mobility, pestively, than those of the analytes to be
preconcentrated. The compounds, whose effectivalitnedare not comprised between those
of the leading and terminating ions, are diffused.

ITP and CZE can be hyphenated using a two-capilargngement (combined ITP-CZE,
cITP-CZE) [18] or in a single-capillary arrangemétransient ITP-CZE, tITP-CZE) [6,19-
21]. In cITP-CZE, the first capillary, which is genally of wider inner diameter (200-500
pnm), is used for the preconcentration of the amealyty ITP. Concentrated analyte zones are
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next diverted towards the second capillary (of sitzd dimensions) where CZE separation
occurs. In tITP-CZE, the sample zone is surrouraed zone of TE and a zone of LE in the
capillary filled with the BGE. The analytes are centrated by ITP until the BGE co-ions
penetrate the sample zone. ITP conditions are tllemore satisfied and the analytes are
afterwards separated in CZE mode. The BGE canflereht from both the LE and the TE,
but in some cases, the BGE can act as either ther Tie LE. Furthermore, the terminating
or leading ion can be initially present either iname injected ahead or after the sample zone
(tITP induced by the separation medium), or ingample zone (tITP induced by the sample
composition).

Direct coupling of ITP to mass spectrometry (ITPIMfas first described by Udseth
al. [22]. ITP was already used as preconcentratiohnigae prior to CZE-MS to enhance
sensitivity in both the two-capillary (cITP-CZE-MS}11,23,24] and the single-capillary
(tITP-CZE-MS) [25-27] arrangements. In this work,R was used to enhance sensitivity of
CE-MS for the detection of alkyl methylphosphonids, which are specific degradation
products of nerve agents, in high-conductivity meas (soil extract and rat urine). Indeed,
field-amplification based preconcentration techesjuwhich we previously implemented for
the case of low-conductivity matrices [28,29], cainbe applied in the present case because
of too high conductivities of these matrices. To kbnowledge, this is the first application of
tITP-CZE-MS for the detection of nerve agent degtimh products.

2.2 Experimental

2.2.1 Chemicals and sample solutions
Ethyl methylphosphonic acid (EMPA, purity >98 %)dapinacolyl methylphosphonic
acid (PMPA, purity >98 %) were purchased from Adtri(St Quentin Fallavier, France).
Isopropyl methylphosphonic acid (IMPA), isobutyl tmg@phosphonic acid (iBMPA) and
cyclohexyl methylphosphonic acid (ChMPA), were $wsized at the Centre d’Etudes du
Bouchet and were >98 % purity'® NMR). The structures of the analytes are repoirted
Figure 1.
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Figure 1 : Structures of the studied alkyl methylphosphomidsiand their corresponding nerve agents.

Ammonium acetate (purity >99 %) and ammonium foer(@urity >99 %) were obtained
from Fluka (Buchs, Switzerland) and glycine (pur29.8 %) from Calbiochem (Fontenay-
sous-Bois, France). Formamide (purity >99 %) anlydrous D(+)-glucose (purity >99 %)
were purchased from Aldrich. Methanol (HPLC grad®),% ammonium hydroxide solution
and 1 M sodium hydroxide were from Merck (Darmstadermany). Purified water used
throughout was delivered by an alpha-Q system {pdite, St Quentin en Yvelines, France).
Samples and electrolytes were filtered through2apOn PVDF (polyvinylidene difluoride)
membrane filters (Pall Life Sciences, Ml, USA) befoase.

Blank soil extracts were prepared from 10 g of lamal samples that were submitted to
pressure-assisted solvent extraction with watek5&t bar and 100°C in a Dionex ASE 200
instrument (Dionex, Voisins le Bretonneux, Frani&)]. The obtained aqueous soil extracts
were next percolated through a cation exchangeridget (AG50WX8 resin, Biorad
Laboratories, Marnes-la-Coquette, France), thencemtnated by partial evaporation to a
volume of 2 mL (corresponding to an enrichment daaif 5) or to a volume of 1 mL
(corresponding to an enrichment factor of 10). Amuge soil extracts were finally filtered
through 0.45 pm nylon membrane filters (Pall Lilge®ces, MI, USA). Urine samples from
healthy rats were filtered through 0.2 um PVDF meanb filters and (1:1, v/v) diluted with

water. Stock solutions of alkyl methylphosphoniadacwere prepared by diluting the
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compounds in water at a concentration of 100 pg.mihe samples analyzed by CE-MS
were prepared from these stock solutions dilutethéndifferent studied matrices (soil extract
or rat urine) to obtain final concentrations of #ralytes of 5 pg.mt.each.

2.2.2 Instrumentation

A HPCE capillary electrophoretic system (Agilent Tedogies, Massy, France)
equipped with a UV absorbance diode array detewtrs used for CE-MS coupling. The
employed mass spectrometer was an Esquire 300Grapn mass spectrometer (Bruker,
Bremen, Germany) equipped with an orthogonal edeptiay ionization (ESI source). The
CE-MS hyphenation was carried out with a coaxiabath liquid interface (Agilent
Technologies). The ion trap mass spectrometer \wad in the negative ion mode with the
following optimized ESI source voltages: spray feed +3.5 kV, end plate offset at -500 V,
capillary exit offset at -40 V, skimmer 1 at -20 Skimmer 2 at -10 V, low mass cut-off
(LMCO) at 50 Th [31]. lon accumulation time was @uttically set with ion charge control
(ICC) with a target of 10000 to avoid space chaffects. The analytical scan range for mass
spectra was m/z 50-500 Th. Nitrogen was used aslin#ly gas at a pressure of 7 psi (1
psi=6894.76 Pa) and as drying gas at a temperaf@0°C and a flow rate of 5 L.minThe
sheath liquid ((75:25:2, v/viv) MeOHM/NH,OH) was delivered by a syringe pump (Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL, USA) at a flow-rate ofd.min". Nebulizing and drying gas were

turned off during injection step.

2.2.3 Separation conditions

CZE-MS and tITP-CZE-MS experiments were performed0 pm i.d. x 90 cm bare
fused-silica capillaries (Agilent Technologies) wi21.5 cm effective length to UV detector.
Prior to first use, bare fused silica capillariesrgywashed with 1 M NaOH for 10 min, 0.1 M
NaOH for 10 min. After storage, capillaries weresfied with 0.1 M NaOH for 5 min, and
water for 10 min. Between runs, capillaries weresed with BGE for 3 min. Temperature
was set to 22°C and separation voltage was se2Qk¥.

For tITP-CZE-MS, the LE and the TE were prepared {85:65, v/v) MeOH/KD hydro-
organic medium. pH values reported throughout hoseé measured for the aqueous part of
the electrolyte. The BGE was used as LE and wagosad of 30 mM or 50 mM ammonium

acetate adjusted to pH 8.8 by ammonium hydroxidetisa (the concentration values
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reported throughout correspond to the final conegioins in the hydro-organic medium). The
TE consisted of 200 mM or 333 mM glycine adjustedotd 10 by ammonium hydroxide
solution in (35:65, v/iv) MeOH/ED. TE was hydrodynamically injected (250 s at 50amb
corresponding to 14 % of the capillary length) befdhe sample (200 s at 50 mbar,
corresponding to 11 % of the capillary length). rhRamide (0.1 % v/v in water) and
anhydrous D(+)-glucose (500 pg.thin water) were used as electroosmotic flow markers
UV and MS detection, respectively.

The conductivities of soil extract and rat urinengées, that were used in this study, were
determined (at 25°C) by measuring current interastya function of applied voltage within a
range where the linearity of Ohm’s law was verifiégthe conductivities were easily deduced
from Ohm'’s law after rearrangement:

4L
K=
nd.V

(1)

where | is the measured current intensity, V isubitage applied to the capillarye & the
inner diameter and L is the total length of theiltagy. Calibration was realized with
solutions of 0.1 M and 0.01 M KCk£1.288 and 0.1413 S:hmat 25°C, respectively).

2.3 Results and discussion

2.3.1 CZE separation of the analytes

The first step of this work consisted in the deteation of the separation conditions
leading to the separation of the five studied alkg@thylphosphonic acids by CZE-MS. The
resolution obtained with a BGE composed of 15 mM3;CBIONH, pH 8.8 (NHOH)
prepared in a 100 % aqueous medium was relativety fFigure 2a). Therefore, different
BGEs composed of 15 mM GHOONH, pH 8.8 were prepared in different water-methanol
media. Indeed, the presence of organic solvenhénseparation medium can modify the
selectivity due to the alteration of the dissooatconstants and the solvation of analytes. The
addition of organic solvents also strongly influescthe electroosmotic flow, due to the
variations of viscosity, dielectric constant andazeotential [32]. The electropherograms
obtained in CZE-MS with different solvent compasiis of the separation medium were
reported in Figures 2b-d and revealed that thelugsno increased as the proportion of
methanol in the separation medium increased. Asfsatory separation of the five studied
alkyl methylphosphonic acids was thus obtained wathBGE composed of 15 mM
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CH3COONH, pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v) MeOH/HO (Figure 2d). The reduction of the
electroosmotic flow with increasing proportion oethanol in the BGE led to an enhanced
resolution. Despite the resulting increase in thalysis time (40 min), the reduction of the
electroosmotic flow is interesting for ITP experme because ITP performances are known

to be enhanced under reduced electroomotic flowditions [6,12,21,23].
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Figure 2 : Influence of the proportion of methanol in the aegtion medium on resolution. Electropherograms
obtained in CE-MS for the separation of the fived#d alkyl methylphosphonic acids diluted at 50npig* in
water with a BGE composed of 15 mM gFDONH, pH 8.8 (NHOH) in a) 100 % HO, b) (10:90, v/v), ¢)
(20:80, v/v) or d) (35:65, viv) MeOHA®. Other CE and MS conditions as reported in expental section.
Hydrodynamic sample injection: 50 mbar, 10 s. Idigation: 1, PMPA; 2, ChMPA,; 3, iBMPA; 4, IMPA, 5,
EMPA.

2.3.2 Influence of the nature and the concentration efltk

A tITP method was next developed to enhance seitgiaf CZE-MS for the detection of
alkyl methylphosphonic acids present in soil exsaepresenting high-conductivity matrices
(x=0.90 S.m" andx=0.45 S.rit for blank soil extract samples corresponding tdoament
factors of 10 and 5, respectively). Different paedens must be taken into account, such as:
the choice of the tITP-CZE configuration (i.e., P Tnduced by the separation medium or by
the sample composition [21]), the composition & BGE, the LE and the TE (nature of the
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species, concentration, pH, etc.), and the injackmgth of the sample, the LE and the TE.
Moreover, in view of detection by mass spectrometrg choice of the different electrolytes
(BGE, TE and LE) is limited to volatile species.

The tITP-CZE-MS experiments, that were performednguthis work, involved a tITP
step induced by the separation medium the BGE gesnLE. Experiments were performed
using a LE composed of 15 mM @EIOONH, pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v) MeOH/HO
or 15 mM HCOONH pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v) MeOH/HO for the analysis of a soil
extract corresponding to an enrichment factor ah8 fortified with the analytes at 5 pg.mL
! The TE was introduced in the capillary before gmmple because of the counter-
electroosmotic flow conditions (Figure 3). It wasmgposed of 100 mM glycine pH 10 in
(35:65, v/iv) MeOH/HO. Next, a sample constituted of a soil extractiffed with the
analytes at 5 ug.mtand corresponding to 11 % of the capillary lengds injected. The
capillary inlet was then dipped into the BGE, aighhvoltage was applied.

BGE S TE BGE=LE @
@ VoS Do S LE
cp Vep Vep

Figure 3 : Scheme representing the configuration of the {CIHE-MS experiments and the electrophoretic
velocity of the leading ion (/) the terminating ion @¢'%) and the analytes ).

Sharper peaks were obtained with the LE composetis5omM CHCOONH, pH 8.8
(NH4OH) in (35:65, v/iv) MeOH/KHO (data not shown). This could be both due to tweet
dispersion of the analyte zones which is achievied &cetate anion acting as leading ion and
BGE co-ion, because its effective mobilityefx-42.4 10° cn?.vV™'s?) is closer to the
mobility of the analytes (ca -25 P@n?.V™'.s") than that of formate anion {3=-56.6 10°
cn”.Vis?h.

Additionnal experiments were then performed usinndgacomposed of 15 mM or 30 mM
CH3;COONH, pH 8.8 (NHOH) in (35:65, v/v) MeOH/KHO with a TE consisting of 100 mM
or 200 mM glycine pH 10 (NEDH) in (35:65, v/v) MeOH/KHO, respectively. During ITP, the
concentrations of the different zones are adjusiedording to the LE concentration.
Therefore, the TE concentration was increased ptiopally to the LE concentration in order
to facilitate this adjustment. Surprisingly, thgrgl intensity was not significantly enhanced
by using 30 mM acetate ion as compared with 15 nebtade ion for the analysis of a soil

extract corresponding to an enrichment factor af8 fortified with the analytes at 5 pg.thL
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However, in the case of the analysis of a soilaettcorresponding to an enrichment factor of
10 and fortified with the analytes at 5 pg.Mmisharper peaks and higher signal intensity were
obtained with 30 mM acetate ion (Figure 4a) thathvib mM acetate ion (Figure 4Db).
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Figure 4 : Influence of the LE concentration on resolutior a@nsitivity for the analysis of a soil extract
corresponding to an enrichment factor of 10 andified with the analytes at 5 pg.iiL Electropherograms
obtained with a) LE: 30 mM C{€£OONH, pH 8.8 in (35:65, v/v) MeOH/HD and TE: 200 mM glycine pH 10
in (35:65, v/v) MeOH/HO and b) LE: 15 mM CECOONH, pH 8.8 in (35:65, v/v) MeOH/D and TE: 100
mM glycine pH 10 in (35:65, v/v) MeOHA®. Hydrodynamic sample injection (50 mbar, 20Hs)drodynamic
TE loading (50 mbar, 250 s). Other CE and MS cadmatit as reported in experimental section. Idemtifon: 1,
PMPA; 2, ChMPA,; 3, iIBMPA; 4, IMPA; 5, EMPA.* integfing soil ion.

Thus, the increase in the LE concentration alloteednalyze soil extracts corresponding
to higher enrichement factors. The influence ofdbecentration of the soil extract on the ITP
performances, could be explained by considering tree (or several) anionic macro-
component(s) of the soil extract could be presesuticient concentration, according to the
enrichment factor, to act as destacker(s) andithpair the ITP process. Indeed, experiments
perfomed using CE with indirect UV detection foetletermination of anions in blank soil
extracts, revealed the presence of S, NO; and HPG”. Conversely, above a critical
value, the LE concentration ensured the stackinf@fanalytes against the destacker(s) [33].
Experiments were also performed with 50 mM acetate but the signal intensity was
slightly lower than that obtained with 30 mM acetain. This could be due to an increase in
the competition between the ionization of the LE@ps and of the analytes in the ionization

source of the mass spectrometer as the LE contentv@as increased.
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2.3.3 Influence of loading length and initial pH of theETon tITP-CZE-MS
performances

With this type of tITP-CZE configuration (Figure,3he time during which the analytes
stay stacked in ITP increases on loading longeedites [6]. Consequently, the ITP time can
be modulated by varying the loading length of tike(Figures 5a-c).
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Figure 5 : Influence of the loading length of the TEgjl on resolution and sensitivity. Electropherograms
obtained for the analysis of a soil extract coroegfing to an enrichment factor of 10 and fortifieith the
analytes at 5 pg.mtwith loading lengths of the TE corresponding told)%, b) 11 % and c), 8 % of the
capillary length. Other CE and MS conditions a§igure 4a. Identification: 1, PMPA; 2, ChMPA,; 3,NIPA;

4, IMPA; 5, EMPA.* interfering soil ion.

These experiments showed that longer TE loadinggsesponding to longer ITP times,
led to sharper peaks and higher signal intensttycah, however, also be observed that
resolution decreased particularly for the first tweaks (corresponding to PMPA and
ChMPA) with longer ITP time. Indeed, with this typétITP-CZE configuration induced by
the separation medium where the BGE acts as theslb&er-migrating analytes, which are
detected first in counter-electroosmotic mode, &aa longer time stacked in ITP compared
to faster analytes [21]. The zones corresponding/dever analytes are consequently sharper
when passing the detector. However, the probalwfityeing detected as they are still in ITP
stack and, consequently, not baseline-separatadpie important for slower analytes. This

explains the particularly poor resolution obserbetiveen PMPA and ChMPA, which have
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lower effective mobilities. On the other hand, éasinalytes leave the ITP stack first and are
consequently more dispersed when passing the detethis explains why the peak
corresponding to EMPA (peak 5), is more broadehad those corresping to other analytes.
However, even if the resolution between PMPA andVA is very poor with a loading
length of the TE corresponding to 14% of the capjlllength, this value, which corresponds
to the highest signal intensity, was selected asmap value. Indeed, the co-migrating
analytes PMPA and ChMPA, and all other analytes, lma easily identified thanks to the

different mass-to-charge ratios corresponding ¢r fiseudo-molecular ions that are observed
on MS spectra (Figure 6).
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Figure 6 : MS spectra corresponding to the studied alkyl giptiosphonic acids present at 5 ug:hib a
soil extract corresponding to an enrichment facbrl0. LE: 30 mM CHCOONH, pH 8.8 in (35:65, v/v)
MeOH/H,O, TE: 200 mM glycine pH 10 in (35:65, v/v) MeOHBL CE and MS conditions as in Figure 5a. *

interfering soil ion.

The influence of the initial effective mobility dhe terminating ion, was studied by
performing experiments with different values of thiial pH of the TE (pH 10, 9.8 or 9.2).
The calculated initial effective mobility of therteinating ion, the leading ion and the
analytes, determined in a 100 % aqueous mediungiea in Table 1.
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terminating ion=glycine analytes leading ion=acetat
pKa 9.78 2.19<pKa<2.34 [34] 4.76
u®(10° cmz.vis? -37.4 -42.4
-3.8* (pH=8.9)
Het (10° cm2.V1.sh) 7.1 (pH=9.2) -30<pr<-23** -36.8%

-16.4* (pH=9.8)
-19.1* (pH=10.0)

* calculated with PeakMaster 5.1, for 200 mM glyeit different pH (NEOH) in HO, with ionic strength correction.
** determined experimentally with a BGE compose®6fmM CHCOONH, pH 8.8 (NHOH) in H;0.
*** calculated with PeakMaster 5.1, for 30 mM @EOONH, pH 8.8 (NHOH) in H,0.

Table 1 : Effective mobility of the terminating ion, analgtand leading ion determined in a 100 % aqueous
medium.

The obtained electropherograms (Figures 7a-c) sticivat the increase in the initial
effective mobility of the terminating ion (due toetincrease in the initial pH of the TE) led to
sharper peaks and higher signal intensity. Thiggesigan increase in the ITP time with
increasing initial mobility of the terminating iorindeed, with this type of tITP-CZE
configuration, the time during which an analyteystsstacked in ITP, increases as the
difference of mobility between the analytes andt#reninating ion decreases [19]. However,
our experimental results (Figures 7a-c) seem singribecause the initial pH of the TE zone
is rapidly adjusted according to the LE conditioAscording to the work of Mossedt al.
[35], the adjusted value of the pH of the TE zoar be estimated at 8.9, which corresponds
to a very low mobility of the terminating ion (Ta&bl). Consequently, the time during which
the terminating ion has a higher effective mobijlityducing longer ITP time, should be very
short. Results reported in Figures 7a-c demonstinatethis period, nevertheless, significantly
influence resolution and sensitivity. Note that thegportant diffusion of the analyte zones
observed at pH 9.2 (Figure 7a) was probably dughéoinitial effective mobility of the

terminating ion which was not sufficient to ensuFe process.
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Figure 7 : Influence of initial pH of the TE on resolutiondasensitivity. Electropherograms obtained for the
analysis of a soil extract corresponding to anogmient factor of 10 and fortified with the analyss pg.mr
using a TE composed of 200 mM glycine in (35:6%) WleOH/H,O at a) pH 9.2, b) pH 9.8 and c¢) pH 10

adjusted with NEHOH. Other CE and MS conditions as in Figure 6. tifieation: 1, PMPA; 2, ChMPA; 3,
iBMPA,; 4, IMPA; 5, EMPA.

Under optimized conditions (Figure 6), tITP provdd® sensitivity enhancement of about
40-fold for injection of a sample of soil extracaving an enrichment factor of 10, as
compared with the classical injection procedurdah{\ai sample injection length corresponding
to 0.6 % of the capillary length). Limits of detect (signal-to-noise ratio of 3) were
determined from base peak electropherogram (BPEBOH200 Th (Table 2a). The signal-to-
noise ratio, however, can be enhanced in the dgttaion electropherogram (EIE) mode

(Table 2b), which allows to extract the signal esponding to a given m/z ratio from the
total ion current.

PMPA ChMPA iBMPA IMPA EMPA
migration order 1 2 3 4 5
a) LOD in soil extract (ng.mL™)
from BPE m/z 50-200 Th 9 35 35 80 200
; ; -1
b) LOD in soil extract (ng.mL™) 4 12 12 30 70
from EIEs

Table 2 : Limits of detection of the studied alkyl methylpionic acids in soil extracts corresponding to an

enrichement factor of 10 determined from a) BPE BUz2200 Th and b) EIEs. CE and MS conditions as in
Figure 6.
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2.3.4 Application of tITP-CZE-MS for the preconcentratioinanalytes in rat urine

The tITP-CZE-MS technique, developed for the analgé soil extracts, was then adapted
for the analysis of a high-conductivity biologicahtrice consisting in rat urine$3.21 S.rit)
fortified with the studied alkyl methylphosphonicids at 5 pg.mL. For rat urine analysis,
strong diffusion of the analytes was observed thi#n 30 mM LE. A more concentrated LE
(50 mM) had to be used. Moreover, the dilutionaifurine sample (1:1, v/v) with water was
required. This could be due to the high concermtnadf anions that can act as destackers in rat
urine [33].

The analysis of a blank rat urine sample by tITFEEMS revealed the presence of a very
abundant interfering anion in the migration randetlee analytes (Figure 8a). The MS
spectrum corresponding to this interfering ion igpd an abundant ion at m/z 178 (Figure
8b) and tITP-CZE-MS-MS experiments (Figure 8c) edgd a loss of C& which suggested
the presence of a carboxylic acid group. This abserved at m/z 178, could be attributed to
an adduct ion corresponding to lactate anion ({(CH)(OH)COO)(H20)4(NH3)]).

m/z 178

a)

1.0

0.5

40 ! 45 ) 50 ! 55 " time (min)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Figure 8 : Analysis of a blank rat urine sample by tITP-CZESMand tITP-CZE-MS-MS. a)
Electropherograms obtained for the tITP-CZE-MS wsial of a blank rat urine sample (1:1, v/v) diluteidh
water, b) MS spectrum corresponding to the abuniaetfering ion observed between 46 and 48 min @nd
MS-MS spectrum corresponding to the abundant iatiexd ion m/z 178 obtained with an excitation vg#eof
0.60 V,, and an excitation width of 1 Th. LE : 50 mM ¢EOONH, pH 8.8 in (35:65, v/v), TE : 333 mM
glycine pH 10 in (35:65, v/v) MeOHH®. Loading length of the TE: 14 % of the capilldeyngth. Injection
length of the sample: 11 % of the capillary length.

Because of the presence of this abundant integfeidm, the analytes cannot be all

detected from the base peak electropherogram (BPEH0-200 Th, as shown in Figure 9a.
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The signal-to-noise ratio, however, can be enhaicetie extracted ion electropherogram
(EIE) mode (Figure 9b).
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Figure 9 : Analysis of rat urine (1:1, v/v) diluted with watand fortified with the analytes at 5 ug.iby
tITP-CZE-MS. a) BPE m/z 50-200 Th and b) EIEs cgpmnding to PMPA (EIE m/z 179), ChMPA (EIE m/z
177), iBMPA (EIE m/z 151), IMPA (EIE m/z 137) andMIPA (EIE m/z 123). CE and MS conditions as in
Figure 8. * interfering rat urine ion.

The limits of detections (signal-to-noise of 3) weletermined in rat urine from BPE m/z

50-200 Th (Table 3a). Limits of detections can bleasced using EIEs (Table 3b).

PMPA ChMPA iBMPA IMPA EMPA
Migration order 1 2 3 4 5
a)LOD in rat urine (ng.mL ™)
fom BPE 50-200 Th 10 38 38 120 220
; ; -1
b) LOD in rat urine (ng.mL ™) 45 13 13 20 75
from EIEs

Table 3 : Limits of detection of the studied alkyl methylphonic acids in rat urine diluted (1:1, v/v) with
water determined from a) base peak electropherog(BPE) m/z 50-200 Th and b) extracted ion
electropherograms (EIEs). CE and MS conditionsdigure 8.

The limits of detections obtained in soil extra(table 2) and in rat urine (Table 3)
showed an increasing tendency as the apparent ityobhitd the size of the analytes
decreased. This was due in part to the fact tleatithe during which an analyte stays stacked
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in ITP mode decreases as the effective mobilitthefanalyte increases and to the fact that, as
already observed, the ionization efficiency deaesagoon decreasing molecular size [28,36-
38].

2.4 Conclusion

Transient ITP was successfully used prior to CZE-MSthe preconcentration of alkyl
methylphosphonic acids in high-conductivity matsicich as soil extract and rat urine. This
preconcentration technique provided a 40-fold $emtyi enhancement as compared to the
results obtained in CZE without any preconcentrapoocedure. The limits of detections in
soil extract and in rat urine were between 9 an@ @@ mL* from BPE m/z 50-200 Th and
between 4 and 75 ng.riLfrom EIEs. tITP performances could be further emea by
suppressing electroosmotic flow. tITP-CZE-MS indlid®y the separation medium with the
TE acting as the BGE could also be evaluated. bhddxs configuration could be interesting
to favor the preconcentration of analytes havirghar effective mobility, also corresponding

to those of lower molecular size having lower i@tian efficiency.
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3. Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre montnentagechnique de préconcentration par
isotachophorese transitoire (tITP) peut étre d@dipour ameéliorer la sensibilité de détection
d’acides alkyl méthylphosphoniques contenus dasswa#rices de forte conductivité par CE-
MS. Des limites de détection comprises entre D6tr&y.mL™* ont ainsi pu étre atteintes pour
des acides alkyl méthylphosphoniques contenus danextrait de sol a partir du signal
obtenu en mode BPE (base peak electropherogrania amme de masse m/z 50-200 Th.
De meilleures limites de détection, comprises e#dtet 70 ng.mL, ont pu étre obtenues en
utilisant le mode EIE (extracted ion electropheang) qui permet d’extraire, du courant d’ion
total, le signal correspondant aux rapports m/z afesdytes. La technique tITP-CZE-MS a
ensuite été appliquée a l'analyse d’acides alkythgiphosphoniques présents dans l'urine de
rat. Cependant, un interférent particulierementndiaat, issu de l'urine de rat et dont le
rapport m/z et la mobilité sont proches de ceuxatesytes, a été observé. Les analytes qui
comigrent avec cet interférent, ne peuvent dore ddtectés qu’en utilisant le mode EIE. Des
limites de détection des acides alkyl méthylphosjduees contenus dans l'urine de rat
comprises entre 10 et 220 ng.then mode BPE (m/z 50-200 Th) et entre 4.5 et 7Bhg.
en mode EIE ont été atteintes.

Le traitement de I'’échantillon d’urine de rat, regpour les analyses par tITP-CZE-MS, a
simplement consisté a filtrer et diluer I'échawtill(1:1, v/v) avec de I'eau pure. Ce traitement
d’échantillon tres simple et rapide, permet d’eagex |'utilisation de cette méthode pour
réaliser un criblage de métabolites dagents newigties (acides alkyl
méthylphosphoniques) contenus dans l'urine de €. résultat est particulierement
intéressant puisqu’il semble mettre en évidencauamtage de la CE-MS par rapport a la LC-
MS. Des travaux réalisés au laboratoire sur lactiéte de métabolites d’agents neurotoxiques
dans l'urine de rat par LC-MS, ont en effet mong@’'un traitement significatif de
I’échantillon (passage sur cartouche échangeusmatitns puis sur cartouche SPE)Gtait
requis avant I'analyse pour éviter une suppresdiorsignal ou une pollution de la source,
dues aux nombreux sels présents dans cette matrice.

Une méthode de quantification du métabolite du nsafi’acide isopropyl
méthylphosphonique) retrouvé dans l'urine d'uninbxiqué au sarin, a été développée au
laboratoire en LC-MS, et a montré les résultatganis (Tableau 3) :
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0,5 DLsg 0,1 DLsg
| (51ugkg) | (10,3 pg.kg)
5 heures apres _|1ntOX|cat|on 800 350
(ng.mL")
24 heures aprés 1|ntOX|cat|on 350 50
(ng.mL")
29 heures aprés intoxication
1 35 5
(ng.mL")

Tableau 3 : Concentration d’acide isopropyl méthylphosphoniguésent dans I'urine de rats intoxiqués au
sarin (injecté par voie sous cutanée) récoltée Grelse 24 heures ou 29 heures aprés une intoxication
correspondant a 0,5 4ou 0,1 Dlg,. Les résultats correspondent a la moyenne desntrations mesurées
chez trois rats d’environ 300 g. Traitement de itier avant analyse par LC-MS: passage sur cartouche
échangeuse de cations puis sur cartouche SRBDSpositif LC-MS : micro-colonne greffée £ spectrométre

de masse équipé d'une source d’ionisation parréleébulisation et d'un triple quadripdle fonctionhan mode
d’acquisition par filtrage sélectif de I'analyte (iiple Reaction Monitoring, MRM).

Ces résultats obtenus en LC-MS montrent que ldsmpesinces de la méthode tITP-CZE-MS,
qui permet d'atteindre une limite de détection ‘@eidle isopropyl méthylphosphonique de
120 ng.mL* en mode BPE et de 40 ng.then mode EIE dans I'urine de rat, doivent encore
étre améliorées. La suppression de I'écoulemermtrélessmotique est, par exemple, connue
pour améliorer les performances de I'IlTP car edenet de minimiser les perturbations dues
aux différences d’écoulement électroosmotique desalifférentes zones et, le plus souvent,
de prolonger I'lTP, permettant ainsi d’approchevataage I'état stationnaire [6,12,21,23]. I
pourrait aussi étre intéressant de développer uéthade de tITP-CZE-MS impliquant
I'utilisation d’'un électrolyte terminal agissantadégment en tant qu’électrolyte de séparation.
Dans cette configuration, les analytes les plusile®k{en mobilités effectives) resteraient
plus longtemps préconcentrés en mode ITP que Egtan les moins mobiles. Cela pourrait
permettre d’améliorer la sensibilité de détecties dnalytes de plus petite taille qui sont aussi

les composés possédant les plus faibles efficati@sisation.
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Conclusion générale et perspectives

L’entrée en vigueur de la Convention d’'Interdictibes Armes Chimiques depuis 1997 et
'augmentation de la menace terroriste nécessleedgéveloppement de méthodes d’analyse
permettant d’identifier des agents de guerre chimigLors de ce travail, des méthodes
d’analyse par couplage électrophorése capillaiestspmétrie de masse (CE-MS) ont été
développées pour la détection et lidentificatioe g@roduits de dégradation d’agents
neurotoxiques (acides alkyl alkylphosphoniques ifipées et acides alkylphosphoniques
non-spécifiques) contenus dans des matrices emgroantales (eau potable, eau de riviere,
extrait de sol) et biologiques (urine de rat). Leumlage CE-MS s’avere en effet
particulierement intéressant pour I'analyse dedelaposés chargés ou tres polaires et permet
de bénéficier des principes de séparation partigjlide la grande efficacité de séparation et
de la tres faible consommation d’échantillon deet&ophorese capillaire, alliés a la
sensibilité et aux grandes capacités d’'identifozatie la spectrométrie de masse.

La premiere partie de ce travail a consisté a évala sélectivité et les capacités
d’identification du couplage CE-MS pour l'analyséaades alkyl alkylphosphoniques et
alkylphosphoniques contenus dans I'eau ou desitxtia sol. Les expériences CE-MS-MS
se sont avérées particulierement efficaces poutifter des acides alkyl alkylphosphoniques
isoméres malgré leur comigration, grace a la pessatiions fragments spécifiques. La
séparation par CE est toutefois indispensable gifiérencier les acides alkylphosphoniques
isomeres qui sont indiscernables en MS-MS. L'endendle ces premiers résultats a donc
permis de mettre en évidence la grande complénintkr I'électrophorese capillaire et de la
spectrométrie de masse pour l'identification dedpits de dégradation d’agents de guerre
chimique contenus dans I'eau ou des extraits de sol

Deux méthodes de préconcentration électrophorétigue ligne ont ensuite été
développées pour améliorer la sensibilité de déiecta préconcentration par amplification
du champ électriqgue (FASS) a ainsi permis d’amétida sensibilité d’'un facteur 10 et
d’atteindre des limites de détection des acideg allkylphosphoniques comprises entre 0,25
et 0,50 pg.mL dans des matrices environnementales de faibleuctinidé (eau potable et
eau de riviere). La répétabilité et la linéarité slgnal satisfaisantes qui ont été obtenues

permettent d’envisager I'utilisation de cette tage pour réaliser des analyses quantitatives.
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Une méthode de préconcentration par isotachophomsesitoire (tITP) a ensuite été
développée pour améliorer la sensibilité de déiacti’acides alkyl alkylphosphoniques
contenus dans des matrices de forte conductiwteéajede sol et urine de rat) en CE-MS. La
méthode tITP-CZE-MS développée a ainsi permis diame la sensibilité d'un facteur 40
environ et d'atteindre des limites de détection aeiges alkyl alkylphosphoniques contenus
dans un extrait de sol ou de I'urine de rat congsrientre 9 et 220 ng.nilen mode BPE
(base peak electropherogram) m/z 50-200 Th, et deewentre 4 et 75 ng.riflen mode EIE
(extracted ion electropherogram).

Ce travail permet d’envisager de nombreuses pdrgpsclLe couplage CE-MS semble
bien adapté a I'analyse de matrices complexes w@trgib permettre d’éviter ou de simplifier
le traitement d’échantillon nécessaire avant I'gs@l L’analyse de produits de dégradation
d’agents de guerre chimique contenus dans d’autragices complexes, telles que les
liquides de décontamination, riches en sels e¢esidactifs, pourrait donc étre développée.

Les recherches effectuées sur les méthodes diidatittn d’agents de guerre chimique
contenus dans des d’échantillons biologiques sonutedement importantes. Il serait donc
intéressant de poursuivre le développement de taadé de tITP-CZE-MS, qui a été mise au
point pour détecter les métabolites spécifiquegetits neurotoxiques dans l'urine de rat, afin
d’améliorer encore les limites de détection etat@kr son application & d’autres échantillons
biologiques comme le plasma.

Des méthodes CE-MS pourraient par ailleurs étreeld@pées pour analyser des
composés neutres liés aux agents de guerre chim@@gla nécessiterait I'introduction de
sélecteurs dans le milieu de séparation tels gue cgelodextrines ou des micelles de
tensioactif. La principale difficulté résideraibad dans I'incompatibilité de ces sélecteurs peu
volatils avec la détection par spectrométrie desmaBes méthodes de remplissage partiel
pourraient par exemple étre développées pour empémh réduire l'introduction de ces
composés dans le spectrométre de masse. Il poauaii étre intéressant d'évaluer le
couplage CE-MS pour la détection et I'identificatide toxines protéiques (phytotoxines par
exemple) ou non-protéiques (mycotoxines par exemptésentes dans des liquides de
biocollecte. Enfin, a plus long terme, les techegUCE-MS dévelopées pourraient étre
intégrées dans des microsystémes qui sont paéiiealient intéressants pour I'analyse de
terrain.
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Annexe

Détermination de la premiére constante d’acidité des
acides propylphosphonique et isopropylphosphonique
par CE-MS

1. Théorie

La dissociation d’'un diacide Atpeut étre décrite par les équilibres suivants :

— - + th —
AH; + H,O 5 AH™ + H;O KAHZ/AH_ =Ka,
AH +HO S A" +H0" KN _ , =Ka
La constante thermodynamique de dissociation dpdee AH (KfAhH_ a2 = Ka;) est

définie par la relation suivante :

K th _VH0* Va2 [H30*][A2 ]
AH-/A? Y - [AH ]

AH

ou les termes représentent les coefficients d’activité des espget les termes entre crochets

correspondent aux concentrations molaires. En déreit quepH = —Iog(yH30+ [H30%]),

la constante thermodynamique de dissociation dalkaAH, pKX‘H_ [ a2- o Peut étre définie

comme :

Yaz-
YAH -

th = oH-logA2 ] -
PK AL~/ a2- =PH Iog[AH_] log

La constante d'acidité apparemt&' - /52~ €st définie par la relation suivante :

. _ [A27]
K a2 =pH-log——
PK AH-1A2 =P g[AH']
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Le coefficient d’activité d’un ion i) présent dans une solution diluée a 25°C peut étre

exprimé selon la théorie de Debye-Hiickel [1] :

051z; %I

-logyj =———+~
N 033l

ou z représente la charge de I'espéce i, et | la favogque de la solution. La valeur du
parameétre a, qui correspond au diametre de l'isnlvaté, est un paramétre généralement
inconnu dont la valeur est comprise entre 1 et 10 modéle de Giintelberg [2] fixe la
valeur du paramétre a & 3 A, ce qui permet d’exgrife coefficient d’activité selon la

relation suivante :

“logy, = 95% 2|
| l+\/T

La force ionique | de la solution est définie comme

| = 055 j]z;2
j

ou [j] et z correspondent & la concentration et a la chargeudes les espéces présentes dans

la solution.

2. Détermination de constantes d’acidité par électropbrese capillaire [3-7]

La mobilité effective de I'espéce Augg )Adépend de son degré d'ionisation et des

mobilités absolues des formes M-plloAH_) et AZ (ugz_ ) selon :

A [AH"] 0 (A2 ] 0

Heff™ = — 5= - Han- Ta2- - Ho 2
[A“T]+[AHT]+[AH ] [AT]+[AHT]+[AH] A

Expérimentalement, la mobilité effective peut émcalée a partir du temps de migration de

I'analyte (t,) et du marqueur d’écoulement électroosmotigage gelon la relation suivante :

A _ Ltot'—dét( 1 _ij
Heff =

Vo ltn e
ou Lyt correspond a la longueur totale du capillaire g & la longueur comprise entre
I'entrée du capillaire et la fenétre de détectidmrsgue les composés sont détectés par

spectrométrie de massegeEL ¢y).
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La constante d'aciditepK'py-p2- d'une espece peut étre déterminee en reportant

I'évolution de sa mobilité effective en fonction caH de I'électrolyte. La valeur de

PK'aH-/a2- correspond au point d’inflexion de la courbgnsoidale obtenue, qui peut étre

déterminé grace au logiciel Origin 6.0. Il est imtpat de noter que les différents électrolytes
utilisés pour la détermination de constantes digidoivent posséder la méme force ionique
pour pouvoir attribuer la valeur de la constantacilité déterminée a une force ionique

donnée.

3. Résultats obtenus

Un échantillon constitué des acides propylphospiniet isopropylphosphonique dilués
& 100 pg.ml* dans I'eau pure a été introduit dans un capilldge85 cm x 50 um d.i. par
injection hydrodynamique (50 mbars, 5 s). Les epées ont été réalisées en CE-MS dans
les conditions de détection décrites dans le Creapit L'injection de I'échantillon a été
répétée trois fois pour chaque valeur du pH desd®#blyte de séparation. Les différents
électrolytes de séparation de force ionique égale @M, qui ont été utilisés pour déterminer
les deux constantes d’acidité sont décrits danBaldeau 1. La température de la cassette

contenant le capillaire a été fixée a 25°C.

. e I Pouvoir tampon
composition de I'électrolyte pH (MM)  (mM/unité deppH
CH;COOH 20 mM + triéthanolamine 15,03 mM 4,97 15 8,78
CH;COOH 15 mM + triéthanolamine 30 mM 7,77 14,99 17,51
CH,COOH 15 mM + triéthanolamine 35 mM 7,9 14,99 20,03
CH,COOH 15 mM + triéthanolamine 40 mM 8,06 14,99 21,93
CH,COOH 15 mM + triéthanolamine 45 mM 8,11 14,99 23,42
CH;COOH 15 mM + triéthanolamine 55 mM 8,25 14,99 25,58
CH;COOH 15 mM + triéthanolamine 60 mM 8,31 14,99 26,4
CH;COOH 15 mM + triéthanolamine 80 mM 8,49 14,99 28,64
CH,COOH 15 mM+ NH; 25 mM | 9,27 15,01 13,98
CH;COOH 14,95 mM + NH; 50 mM | 9,86 15 24,72
CH;,COOH 14,72 mM + NH, 2000 mM | 10,61 14,99 33,29

Tableau 1 :Composition, pH, force ionique et pouvoir tampoal¢ulés avec le logiciel PeakMaster 5.1) des
différents électrolytes de séparation qui ont éiésés pour la détermination des constantes ditcidvec
pKa(CH,COOH)=4,76 ; pKa(éthanolamine)=7,76 ; pKa()}tHi)=9,25.

Les mobilités effectives des acides propylphospiuomiet isopropylphosphonique ont été

calculées puis reportées en fonction du pH dedtédéyte. La valeur dupK'py-a2 de
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chacun de ces deux composés a été déterminée ardlogiciel Origin 6.0 a partir de la

courbe sigmoidale obtenue (Figure 1).

464 ™ IPA
y e {1 ® PrPA
|“eﬂ‘moyenne]05 cm>.V 1~S]) 44 [ ' s

pH | IPA  RSD% PIPA  RSD% 1 1
497 | 877 Li6 2877  1LI6 424

o 1
777 | 38 664 IR 079 ~>' 40 4
790 | 3308 654 M3 050 . 1 ,

g 33 pK,(PrPA)=822 /8
806 | 3331 078 3502 025 5 | ~8 -
S11 | 3417 643 3595 038 S 364 " N\
825 | 3532 061 3723 08! = 34 1 O.I; pK, (IPA)=8,43
831 | 3564 075 3750 073 F | 1}
849 | 3693 057 3875 038 = 324 s
927 | 4276 039 438 032 30 4
986 | 4379 035 444 025 1
1061 | 4440 105 4440 108 28 4
T T I T T I I
5 6 7 8 9 10 11
pH

Figure 1: Evolution des mobilités effectives des acides igppiphosphonique et
propylphosphonique (exprimées en valeurs absoliedpnction du pH de I'électrolyte de

force ionique 15 mM.

Les valeurs dgK'p-/a2 Obtenues expérimentalement pour 1=15 mM coomdpnt a
8,22 pour l'acide propylphosphonique et a 8,43 pkaride isopropylphosphonique. La
constante thermodynamique de dissociatipKX‘H_/Az_, qui est indépendante des
conditions de séparation, peut étre calculée emigeant la valeur expérimentale de

PK'aH-/a2- - Pour des électrolytes de force ionique egal® aM, la correction correspond a

I'addition du terme suivant :

Vaz _ 051zp2 )1 _ 05Uzpn- 21

-lo = 022-006= 016
gVAH— 1+4/1 1+4/1
Les valeurs dq)KX‘H_ /a2 Sont donc égales a 8,38 pour I'acide propylphosjguz et 8,59

pour l'acide isopropylphosphonique. Ces valeurst smoches des constantes d’acidités
apparentes mesurées par Creftal. par potentiométrie a 25°C et pour une force ioaide 5

mM (8,18 pour I'acide propylphosphonique et 8,4dip&acide isopropylphosphonique [8]).
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4. Conclusion

Ce travail montre que des constantes d’acidité @auétre déterminées en CE-MS ce qui
est particulierement intéressant pour des compgsésont transparents dans I'UV. Les
déviations relatives standard (RSD) qui ont étéemies pour les valeurs des mobilités
effectives répétées trois fois pour un méme pH dworines. Cependant, les temps de
migration des analytes obtenus aux différents pht assez longs (entre 6 et 11 minutes) en
raison de la longueur importante du capillaire egti nécessaire pour réaliser des expériences
CE-MS. Les temps d’analyse pourraient étre écowméstilisant, par exemple, un inverseur
d’écoulement électroosmotique. Par ailleurs, laxdes électrolytes utilisables est limité aux

électrolytes volatils en CE-MS.
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Résumé

L’entrée en vigueur de la Convention d’Interdictides Armes Chimiques depuis 1997 et
laugmentation de la menace terroriste nécessitentdéveloppement de méthodes d'analyse
permettant d’identifier des agents de guerre chimigLe couplage électrophorése capillaire-
spectrométrie de masse (CE-MS) présente des pr&pridtéressantes pour I'analyse de composés
chargés ou trés polaires tels que les produits é&dgadation d’agents neurotoxiques (acides alkyl
alkylphosphoniques spécifiques et acides alkylphosjgues non-spécifiques).

Le développement d’'une méthode CE-MS pour 'anatys@ mélange constitué d'acides alkyl
alkylphosphoniques et alkylphosphoniques compodastcomposés isomeéres, a permis d’évaluer la
sélectivité et les capacités d’identification dwglage CE-MS. Les expériences CE-MS-MS se sont
avérées particulierement efficaces pour identifies acides alkyl alkylphosphoniques isoméres non
séparés en CE, tandis que la séparation par CHEnhdispensable pour différencier des acides
alkylphosphoniques isomeéres indiscernables en MS-D8ux méthodes de préconcentration
électrophorétique en ligne ont ensuite été dévéleppour améliorer la sensibilité de détection. La
préconcentration par amplification du champ élgogi (FASS) a ainsi permis d’améliorer la
sensibilité d’'un facteur 10 dans des matrices enviementales de faible conductivité (eau potable et
eau de riviére). Des limites de détection des acidleyl alkylphosphoniques comprises entre 0,25 et
0,50 pug.mL* ont été atteintes. La préconcentration par isoalsbrése transitoire (tITP) a ensuite été
développée pour améliorer la sensibilité de déiacti'acides alkyl méthylphosphoniques contenus
dans des matrices de forte conductivité (extraisaeet urine de rat) en CE-MS. La méthode tITP-
CZE-MS a ainsi permis d’améliorer la sensibilitémfacteur 40 environ et d’atteindre des limites de
détection des acides alkyl méthylphosphoniquesecmst dans un extrait de sol et de I'urine de rat
comprises entre 9 et 220 ng.thL

Mots-clés :agents de guerre chimique, analyse d’échantilbdolegiques, analyse environnementale,
couplage électrophorése capillaire-spectrométrimasse, préconcentration électrophoprétique.

Summary

The implementation of the Chemical Weapons Conwargince 1997 and the increasing terrorist
threat, promote the development of analytical madshproviding the identification of chemical
warfare agents. Capillary electrophoresis couptethass spectrometry (CE-MS) presents interesting
properties for the analysis of charged or very palampounds such as nerve agents degradation
products (specific alkyl alkylphosphonic acids ath-specific alkylphosphonic acids).

Development of a CE-MS method for the analysis ahiature of alkyl alkylphosphonic and
alkylphosphonic acids containing isomeric compoural®wed the evaluation of selectivity and
identification capabilities of CE-MS coupling. CESYMS experiments appeared to be a particularly
efficient tool for the identification of co-migraty isomeric alkyl alkylphosphonic acids; whereas CE
was mandatory for the identification of isomeriky#phosphonic acids which cannot be differentiated
in MS-MS. Two electrophoretic preconcentration teghes were then developed to enhance
sensitivity of CE-MS. Thus, field-amplified sampdéacking (FASS) provided a 10-fold sensitivity
enhancement in low-conductivity environmental ntatsi (tap water and river water). Limits of
detection of alkyl alkylphosphonic acids betweer250.and 0.50 pg.mt were reached.
Preconcentration by transient isotachophoresisPftiias next developed to enhance sensitivity for
the detection of alkyl methylphosphonic acids cimad in high-conductivity matrices (soil extract
and rat urine) by CE-MS. The developed tITP-CZE-M@thod provided a 40-fold sensitivity
enhancement and limits of detection of alkyl mgthglsphonic acids contained in soil extracts and in
rat urine between 9 et 220 ng.fL

Key words: chemical warfare agents, biological sample anglysnvironmental analysis, capillary
electrophoresis - mass spectrometry coupling, relplsbretic preconcentration.
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