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Résumé

L’analyse de traces dans les fluides biologiques fiéggluemment précédée d’'une étape
d’extraction afin de limiter la présence d’intedgts. Ainsi, I'extraction sur phase solide
(SPE) est souvent utilisée en amont des technigégsratives, mais son manque de
sélectivité peut conduire a des co-extractions alaposés interférents nuisant a I'analyse.
L'utilisation d’outils basés sur une reconnaissamcdéculaire tels que les immunoadsorbants
(IS), utilisant des anticorps, ou les polyméresmpreintes moléculaires (MIP) qui sont des
polymeéres synthétiques avec des cavités compléirentie la molécule empreinte en taille,
forme et fonctionnalité, peut apporter de la sélgéta I'analyse. La miniaturisation d’un
systéme de séparation permet d’augmenter la shigsibes analyses. Ainsi, le couplage
d’'une extraction miniaturisée sur MIP présenteniérét par sa sélectivité. Celui-ci a donc été
étudié pour l'extraction de la cocaine et ses nuditals, la benzoylecgonine (BZE) et
'ecgonine méthylester (EME), comme molécules mesleldans diverses matrices
biologiques.

Les performances d’'une puce commerciale intégrantamal d’enrichissement, un canal de
séparation et une aiguille métallisée pour la faiomad’'un électrospray ont été initialement
évaluées. La méthode d’'analyse développée a madrgreellents résultats en termes de
sensibilité (limites de quantification de quelqaizaines de pg nit), et a donc été appliquée

a l'analyse de traces de cocaine et de BZE dansd’et les cheveux. Malgré les bons
résultats obtenus, le manque de spécificité deditd’extraction a finalement limité le

potentiel de la méthode miniaturisée, d’ou l'intad® intégrer un outil sélectif.

Pour confirmer la faisabilité d’'un MIP sélectif pola cocaine, des syntheses en format
conventionnel ont été étudiées. Apres optimisatdm la synthése et des protocoles
d’extraction, une excellente sélectivité a été mbéeen milieu organique pour la cocaine et
ses métabolites. Cependant, en milieu hydro-org@nay aqueux pour la BZE n’a pas été
retenue. Le MIP a par la suite été appliqué avecesua I'extraction sélective de la cocaine
d’extraits de cheveux, de sérum et d’urine. Pouttmme profit le potentiel sélectif du MIP
pour les trois molécules ciblées, une étape prkaldlextraction liquide-liquide a été
appliguée sur un échantillon urinaire, ce qui arperde mettre de nouveau en évidence le
potentiel du MIP pour la purification en milieu cplaxe.

La derniére partie de ce travail a consisté a syisr un MIP sélectif pour la cocaine dans un
format miniaturisé. La premiére approche a reposdassynthése de microparticules de MIP
par précipitation. Plusieurs parameétres clés deytdhéese ont été étudiés afin d’obtenir des
particules de NIP et de MIP de tailles proches gan3 Malheureusement, le MIP ainsi
obtenu ne s’est pas averé sélectif vis-a-vis dmtaine et ses métabolites, ni dans un milieu
organique ni dans un milieu aqueux. La deuxiemeamhe a consisté en la synthése de
monolithes de MIP dans des capillaires de silic@ {@m d.i.). Divers parameétres ont été
étudiés pour l'obtention d’'un monolithe de MIP avene morphologie appropriée au
couplage avec la nanochromatographie en phaseldéigue MIP ainsi sélectionné a présentée
une meilleure affinité pour la cocaine que le N#frespondant en milieu acétonitrile, et sa
synthese s’est avérée répétable en termes de nogghe@t de sélectivité. Un couplage a
donc été effectué et, si ce dispositif nécessitemnune étude plus approfondie, des résultats
tres encourageants ont été obtenus pour I'extraaio ligne de la cocaine d’échantillons
urinaires dopés.







Abstract

An initial extraction procedure is usually needed the trace analysis of biological fluids to
reduce the amount of interfering compounds. Thosd phase extraction (SPE) is often
applied before the separation, but its lack of &elty can lead to the co-extraction of
interfering compounds compromising the analysisorder to increase the selectivity of the
analysis, selective tools, based on molecular mtog, can be used such as
immunosorbents, using antibodies, or molecularlyprinted polymers (MIP). MIP are
synthetic polymers possessing cavities which areptementary in size, shape and
functionality of the imprint molecule. Sensitivitgpeed and efficiency of the analysis can be
improved by downscaling the separation systemethes, miniaturization of the extraction
with a MIP can be interesting to couple it with teeparation on the same miniaturized
device. MIP miniaturisation was thus studied fog @xtraction from biological matrices of
cocaine and its main metabolites, benzoylecgor@#E] and ecgonine methyl ester (EME)
as model molecules.

The performances of a chip with an enrichment cblaranseparation channel and a metalized
nanospray tip were initially assessed. The optithemealysis method showed excellent results
in terms of sensitivy (limits of quantification affew pg mL*). It was therefore successfully
applied to cocaine and BZE trace analysis in uaimé hair extracts. Nevertheless, the lack of
selectivity of the SPE limited the potential of tbkip analysis, stressing the need for the
integration of a selective tool for the extraction.

The feasibility of a MIP selective for cocaine aitd metabolites was evaluated on a
conventional format. After the optimization of tegnthesis and the extraction protocol, an
excellent selectivity was obtained in organic, loydrganic and aqueous media for cocaine
and EME, but BZE was not retained in agueous amtidagrganic media. Selective cocaine
extraction from hair extracts, serum and urine sascessfully obtained. The MIP could not
retain cocaine metabolites in serum, while a prielary liquid-liquid extraction allowed their
selective extraction from urine samples prior talgsis.

The last part of this work was dedicated to thetlsgsis of a miniaturized cocaine-selective
MIP. The first approach consisted in the synthesidMIP microparticles by precipitation
polymerization. Many synthesis key parameters wstgied to obtain MIP and NIP
microspheres of about 3 um in diameter. Unfortugiatee obtained MIP microspheres were
not selective for cocaine and its metabolites ®eeiih organic nor in aqueous media. The
second approach consisted of monolithic MIP syntleesin situ on silica capillaries (100 pm
I.d.). Various parameters were studied to obtailMi#® monolith with a morphology
appropriate to its coupling with liquid nanochroogtaphy. The selected MIP exhibited a
higher affinity for cocaine in organic media th&e hon imprinted polymer, and the synthesis
was repeatable in terms of morphology and selégtiVhe coupling was thus performed and,
even though a deeper study of the device is negggsey interesting results were obtained
for the on-line extraction of cocaine from spiketha samples.
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Introduction

Les défis de la chimie analytique sont tres impuagacompte tenu du grand nombre de
substances a analyser dans divers domaines d'afptic (clinique, agroalimentaire,
environnemental, toxicologique...). En effet, 'argtly se trouve aujourd’hui face a des
substances de natures tres différentes, présediEstaneurs variables qui sont souvent assez
faibles (ng.mC* ou pg.mLY), et dans des échantillons qui sont souvent to¥sptexes,
comme c’est le cas des échantillons biologiquear Rare face a ces défis, I'analyste compte
avec un grand nombre d’outils performants pourlaasation tels que la chromatographie et
I'électrophorese, ainsi que des modes de déted®mplus en plus sensibles et sélectifs
comme c’est le cas de la spectrométrie de masseolyglage de la chromatographie liquide
avec la spectrométrie de masse a conduit a desggrognsidérables pour I'analyse de traces
dans des échantillons biologiques. Cependant,dedgnombre d’interférents retrouvés dans
ces matrices peut présenter une contrainte paueiljae car les modes d’ionisation associés a
la chromatographie en phase liquide subissent sbudes effets de matrice, a savoir la
suppression ou a l'augmentation des signaux, daspéésence de certains interférents. Une
attention particuliere est donc a porter sur ldtanaent de I'échantillon pour pouvoir
concentrer et purifier les analytes.

Un essor de la miniaturisation des systéemes agabsi a été observé ces dix dernieres
années, notamment pour lintégration des diversepe8 de l'analyse (traitement de
I'échantillon, séparation, détection) dans un skspositif miniaturisé (u-TASMicro Total
Analysis Syste)nCette tendance se justifie par la nécessitéédaine les temps d’analyse
ainsi que les quantités d’échantillon utiliséesisnaaissi par la possibilité d’automatisation et
d’études de terrain. Des dispositifs de traitententéchantillon en formats miniaturisés sont
couramment utilisés pour réduire les quantitéstdiatillon analysées. Cependant, ces outils
miniaturisés de traitement de I'échantillon sonjoard’hui associés a des méthodes de
séparation en format conventionnel. lls ne sontdmas intégrés dans un systeme analytique
miniaturisé, et automatisable. La séparation chtographique a tout de méme déja été
effectuée dans des microsystémes, mais elle a sbéte appliquée a des échantillons purs.
En effet, les faibles dimensions des microsystécoespliquent la détection des analytes car
de faibles volumes sont injectés, nécessitant alonsode de détection trés sensible. En plus,
le grand nombre d’interférents des matrices congderuit a I'analyse. Des dispositifs
intégrant donc une étape de pré-traitement poucg@néentrer et purifier I'échantillon et une
étape de séparation sont préconisés. Un systemeuag intégrant un canal de pré-
concentration, un canal de séparation et une Bgd#é nanoélectrospray qui permet son
couplage avec la spectrométrie de masse est alljaudisponible. Les performances de ce
systeme seront évaluées dans le chapitre Il deagailt pour I'analyse de la cocaine et son




métabolite principal choisies comme molécules meglglour 'analyse de traces dans des
milieux biologiques. Seules des phases hydroph@&besouvant donc conduire a la co-
extraction de molécules interférentes sont dispesib

Il est aujourd’hui possible de mettre en ceuvre amgorts plus spécifiques pour réaliser
I'extraction sur phase solide. En effet, il existes supports d’extraction développant des
interactions spécifiques avec les analytes enrtigsage d’outils biologiques tels que des
anticorps (immunoadsorbants) ou des aptameéresoglgprbants) et qui génerent un
mécanisme de rétention au cours du procédé d'e¢xtmadasé sur la reconnaissance
moléculaire des analytes ciblés. Les anticorpsemtést I'avantage d’avoir une affinité tres
importante pour leur antigenes et donc de con@dudes rendements d’extraction élevés, mais
le temps et le colt de synthese d’anticorps cibbés une molécule donnée sont assez éleves.
En ce qui concerne les aptameres, leur affinité pesipetites molécules est souvent moins
importante que celle des anticorps, mais ils pdenettout de méme une extraction tres
spécifiqgue. Néanmoins, la disponibilité des apt@a®&st encore assez restreinte et requiert de
la biologie moléculaire pour leur développementeldmtre stratégie consiste a utiliser des
outils biomimétiques, il s'agit des polyméres a esimies moléculaires (MIRViolecularly
Imprinted Polymers Ces supports sont en effet des polyméres qusquest des cavités
ayant une complémentarité stériqgue et fonctionnd#ela molécule cible. lls présentent
'avantage d’étre stables chimiqguement et de pdreane grande diversité d’applications et
de formats. Ce type de support sélectif peut cluestun véritable apport pour le traitement
de I'échantillon pour des dispositifs miniaturis€gpendant, une mise au point de la synthése
et des procédures d’extraction a I'’échelle macnosge est tout d’abord nécessaire.

Dans le cas des molécules modéles choisies, lanseases deux métabolites principaux, la
benzoylecgonine (BZE) et 'ecgonine méthylester EMa faisabilité de MIP sélectifs a déja
été prouvée dans la littérature mais sans applitata des échantillons réels. Donc, dans le
cadre de ce travail, I'optimisation de la synthéds MIP sélectif pour la cocaine et ces
métabolites a été effectuée. Suite a la synthase 1P, sa caractérisation peut se faire dans
le milieu de synthese ou les interactions spéafégeont les plus fortes. Cette étude permet de
confirmer I'apport en sélectivité du MIP pour, garsuite, pouvoir I'utiliser dans d’autres
milieux. En effet, considérant que la plupart dela@tillons biologiques sont aqueux, il est
nécessaire de développer un protocole d’extract&ms un milieu contenant de I'eau. Dans le
chapitre 1ll de ce travail sont présentés I'optiaticn de la synthése, la caractérisation des
MIP obtenus, ainsi que le développement d'un paleoa’extraction sélectif en milieu
agueux pour le support le plus prometteur, pouuaibfinalement a I'application de celui-ci a
I'extraction de la cocaine de diverses matricekbiques.

La synthese étudiée a I'échelle macroscopique ®ffsictuée avec une polymérisation
radicalaire en bloc. Le monolithe obtenu est eeshibyé et tamisé pour l'intégrer dans des




cartouches d’extraction. Ce mode de synthese neietnpas pour l'introduction du MIP
dans des dispositifs miniaturisés car des particdie formes et de tailles irrégulieres sont
obtenues. Deux approches de synthése de MIP paurinéégration dans des supports
miniaturisés sont donc présentées dans le chdpitréa synthése de particules de MIP par
précipitation, et la synthese de monolithes in sitins des capillaires. Pour la deuxieme
approche, un couplage a été effectué avec la name €@con a analyser des échantillons
urinaires.
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Chapitre | : Les outils conventionnels et miniatursés pour
I'analyse de traces dans des milieux biologiques

Introduction

L’analyse de traces dans des milieux complexesqigtsles matrices biologiques représente
un vrai défi analytique de par le grand nombre alamosés interférents qui s’y retrouvent a

des concentrations bien supérieures a celles degpas®es recherchés. Ce chapitre sera
consacré a la présentation des outils analytigxistaats pour relever ce défi.

La premiere partie de ce chapitre est consacrageesentation des composés choisis comme
modeles au cours de ce travail, c'est-a-dire laioecet ses métabolites. Dans cette partie
seront exposés le métabolisme de la cocaine, spagiés ainsi que celles de ses métabolites
et les matrices biologiques analysées.

Dans une seconde partie, les méthodes conventiesmkanalyse quantitative de traces de la
cocaine et ses métabolites dans des matrices igjosyseront présentées. Nous verrons que
la chromatographie liquide couplée a la spectramétie masse est devenu un outil
incontournable dans ce domaine mais qu’il présdatelimitations a cause de la complexité
des échantillons analysés. Pour cette raison, diis de traitement de I'échantillon seront
aussi présentés puisqu’ils sont souvent nécessaiegs I'analyse.

Finalement, dans la troisieme partie de ce chg@am®nt abordés les outils miniaturisés pour
I'analyse de traces dans des milieux complexesmmaient pour le traitement de I'échantillon

mais aussi pour la séparation chromatographiqueeften, la miniaturisation des systémes

analytiques est actuellement en développement l@rapporte plusieurs avantages pour
I'analyse par rapport aux systemes conventionnels.

|.1 Présentation des molécules d’intérét

L’analyse de traces (ug. ou d'ultratraces (ng.t) dans des matrices biologiques constitue
un vrai défi analytique. La difficulté réside dalascomplexité des matrices étudiées ainsi
gu'au niveau des tres faibles concentrations déaiosr composés recherchés dans ces
milieux. Pour ce travail, les molécules choisiesmoe molécules modéles pour le
développement de nouveaux outils analytiques dessmilieux biologiques sont la cocaine et
ses métabolites.
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Chapitre | : Les outils conventionnels et minisg@s pour I'analyse de traces dans des milieux dimples

|.1.1 La cocaine : origine, utilisation et toxicité

La cocaine (Figure I- 1(A)) est un alcaloide couategorincipalement dans la plante

Erythroxylum cocajui pousse en abondance du c6té Est de la coeddies Andes au Pérou

et en Bolivie. Les anciennes civilisations se senade cette plante lors de cérémonies
religieuses. En effet, les feuilles de coca sentaisomme anesthésiant local lors de
trépanations rituelles. Aprés la conquéte espagimIiBAmérique du Sud, les mineurs locaux
utilisaient les feuilles de coca comme un stimuldsmir permettant d’accroitre leurs

performances physiques et de diminuer leurs bestense nourrir et de se reposer [1].
Dailleurs, les Indiens des Andes utilisent lesilfes de coca (Figure |- 1(B)) depuis des
centaines d’années pour lutter contre la fatiguesetroubles liés a l'altitude.

(Al (B) (@ (D)

Lubobutubobnby b

Figure I- 1 : La cocaine : structure chimique (#®)illes de coca (B), cristaux de clorhydrate de
cocaine (C), « cailloux » de cocaine base ou «cfdD) (adaptée de [2]).

Ce n'est qu'a la deuxiéme moitié du X¥siécle que I'utilisation de la cocaine va changer.
En effet c’est a ce moment-1a, en 1855, que le dérallemand Friedrich Gaedcke isole la
cocaine [3], puis que l'autrichien Albert Niemaram 1861, perfectionne sa purification et
note ses effets anesthésiants [4]. A cette péritaderait des feuilles de coca a trouvé divers
usages : anesthésiant local, traitement contre&paedsion, contre I'addiction & la morphine
ou agent dopant. La cocaine est devenue un ingtdui@ulaire dans des produits tels que le
vin, des pastilles et du thé, commercialisés notaminpar Mariani. Aux Etats-Unis
d’Amérique (USA), en réponse aux lois de prohilitsur I'alcool, John Pemberton a méme
développé une formule de Coca-Cola qui contendid @ecaine. Cette boisson est finalement
retirée du marché en 1903 et ce n'est qu'en 191dpgarait une réglementation pour la
distribution, la vente et l'utilisation de la cooaiaux USA. Cette loi nommée « Harrison
Act », accorde le droit aux pharmaciens et aux ipleyss de distribuer de la cocaine [5]. Des
lors, I'usage illicite de la cocaine s’est renfoetgéparticulier pendant les années 70, et de nos
jours, la cocaine est I'une des drogues les pilisags dans le monde.

La cocaine se présente sous deux formes différgjtes
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Chapitre | : Les outils conventionnels et minisg@s pour I'analyse de traces dans des milieux dimples

- Le chlorhydrate de cocaine. Il s’agit d'une pauddanche cristalline (Figure I- 1(C))
obtenue apres extraction des feuilles de cocapréspitation par de I'acide chlorhydrique.
Sous cette forme, la cocaine peut étre insuffléanifée ») ou injectée par voie intraveineuse
apres dissolution dans de 'eau.

- La cocaine sous forme basique. Elle est généesilenbtenue par précipitation a chaud du
chlorhydrate de cocaine par une base, souvent pabichrbonate de sodium, puis par
extraction avec des solvants organiques. La basprésente sous forme de « cailloux »
(Figure I- 1(D)) aprés évaporation et on l'appeatemmunément « crack ». Le crack est
consomme sous forme fumée.

La cocaine présente une toxicité pour le systennecor central. En effet, elle stimule la
libération de neurotransmetteurs, comme la dopanghda sérotonine dans la fente
synaptique. Ces neurotransmetteurs vont générer rapense physiologique lors de
I'activation des neurones postsynaptiques. Cetpmnge est régulée normalement par la
réabsorption des neurotransmetteurs par les neupmésynaptiques. Cependant, la cocaine
bloque la recapture de dopamine et de sérotongnguicempéche cette régulation et se traduit
par un effet stimulant [4]. L’excés de sérotonimeipait tre lié a 'addiction a la cocaine et a
son effet de récompense. Par contre, c’est I'edeédopamine qui semble étre a l'origine des
symptébmes du systéme nerveux central tels queHtigy une assurance accrue, la vivacite,
I'agressivité, la désorientation, I'insomnie et ledlucinations. La durée et l'intensité de ces
effets peuvent varier en fonction de la voie d'agistration. La cocaine présente aussi une
toxicité pour le systeme cardiovasculaire qui st & ses propriétés de vasoconstricteur et de
bloqueur des canaux de sodium. Elle provoque datx effets a court terme, tels que
'augmentation du rythme cardiaque, de la tempéeatt de la fréequence respiratoire, et a
long terme, des arythmies ventriculaires, de [I'migresion, des infarctus et d’autres
complications cardiovasculaires.

La cocaine commercialisée illicitement présente puneté moyenne de 40 %, elle contient
donc un certain nombre de contaminants qui pelwaggraver son effet toxique [1]. Parmi ces
contaminants, on trouve des produits dérivés dals@cation, des adultérants, des diluants,
d’autres alcaloides naturels et des produits idsua dégradation chimique de la cocaine lors
des traitements de purification de cet alcaloide Parmi les diluants utilisés on trouve du
sucre, du talc, et de I'amidon de mais. Les aduitér sont ajoutés a la cocaine pour
promouvoir la puissance de son effet. Parmi cesltéadnts on trouve souvent des
anesthésiants locaux tels que la benzocaine, ¢edide ou la procaine, le lIévamisol, la
phénacétine ou des toxiques tels que la strychhin&inalement, I'abus d’alcool en paralléle
a la consommation de cocaine génére du cocaéthfB@EAE) (les voies métaboliques
étant discutées dans la partie suivante) qui m&ses effets que la cocaine sur la pression du
sang, le rythme cardiaque et I'euphorie, mais $tet est plus long et s’ajoute aux effets de
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Chapitre | : Les outils conventionnels et minisg@s pour I'analyse de traces dans des milieux dimples

I'alcool. Par conséquent, le taux de mortalité mhevidus consommant simultanément les
deux drogues est plus élevé.

1.1.2 Métabolisme et pharmacocinétique de la coca@rdans le corps humain

Dans le corps humain, la cocaine est rapidemerdabok$ée par des voies enzymatiques et
non enzymatiques (Figure I- 2). Sa durée de deeiarie entre 0,7 et 1,5 heures et la quasi-
totalité de la dose est éliminée aprés seulemezitjges heures [1]. Les doses habituelles de
cocaine varient entre 20 et 100 mg et sa présemapantité détectable dans le sang est
seulement de 4 a 6 heures [6]. Entre 1 % et 9 % decaine est éliminée dans les urines sous
sa forme originale, milieu dans lequel elle peut &étectée entre 24 et 36 heures apres la
prise. La pharmacocinétique de la cocaine dépendlivers facteurs comme sa forme
chimique, le mode de consommation, la génétigua ebnsommation simultanée d’alcool.
On distingue deux voies métaboliques principales sont I'hydrolyse, ayant lieu dans le
sang et les tissus, et I'oxydation qui se produihgypalement au niveau du foie. Les
principaux métabolites de la cocaine sont la BZEME, obtenus par hydrolyse.

Cocaéthyléne Narcocaéthyléne
Benzoylnorecgonine

H ¥ 7

Y 0 ;%J /\ N-déméthviation W
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+ EtOH T Trans-
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Figure I- 2 : Schéma des principales routes méigeed de la cocaine dans le corps humain

(adapté de [9]).

La formation de la BZE résulte du clivage de lasba du méthyl-ester de la cocaine par
hydrolyse chimique en milieu basique, ou par hydm®el enzymatique par des carboxyl-
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estérases hépatiques [7]. Ce métabolite n'a pdfetdesur le systéme nerveux central mais il
a des propriétés de vasoconstricteur. La BZE esélabolite principal détecté dans les urines
et dans le sang et pour lequel les durées de t#teszint de un a deux jours pour l'urine, et
de 48 heures pour le sang [6]. Sa durée de demastied’environ 5 heures [8]. Elle est
excrétée dans les urines et représente entre 3%%% de la dose administrée [9]. L'autre
métabolite principal de la cocaine, 'EME, se fortoes de I'hydrolyse enzymatique du
groupe benzoyle ester de la cocaine par des estéhapatiques et des cholinestérases
plasmatiques [7]. Ce métabolite est inactif commeBEZE et sa durée de demi-vie est
d’environ 8 heures [8]. Il est excrété dans lesagia un pourcentage entre 32 % et 49 % de la
dose administrée [9]. Ces deux métabolites peupeotluire de I'ecgonine (ECG) par
hydrolyse qui se trouve dans les urines avec umcpatage entre 1 % et 10 % de la dose
initiale.

Quand la cocaine est consommée en parallele avialaml, du cocaétyhyléne est produit
par trans-estérification enzymatique catalyséeunar carboxy-estérase hépatique [3]. Cette
enzyme semble étre la méme que celle qui catadyfmhation de BZE [7]. Le COCAE a le
méme effet toxique que la cocaine mais sa durédede-vie est plus longue, environ 150
minutes, ce qui prolonge son effet stimulant [lLel trouve dans I'urine a un niveau de 0,7 %
de la dose administrée [10]. Lors de la consommati® la cocaine sous forme fumée, de
I'anhydroecgonine méthylester (AEME) est produite pyrolyse qui a son tour peut se
métaboliser en ecgonidine. L'AEME retrouvée dasdlilguides biologiques sert de marqueur
de la consommation de cocaine sous forme fumée mbportion dépend des conditions dans
lesquelles la cocaine est fumée [4].

La cocaine peut subir une N-déméthylation, il $’dgnc d’'une oxydation dont le produit est
la norcocaine (NORCOC). Ce métabolite a des effieidaires a ceux de la cocaine et il est
produit dans des quantités inférieures a 5 % ddote administrée. La BZE, 'EME et le
COCAE peuvent aussi subir une oxydation pour fornder la norbenzoylecgonine
(NORBENZ), du norecgonine méthylester et du norétodene (NORCOCAE)
respectivement [1]. Enfin, des réactions d’arylloygitation enzymatique peuvent avoir lieu
sur les cycles aromatiques de la BZE et de la neddil]. Les métabolites ainsi obtenus sont
minoritaires, ceux qui ont déja été identifiés slanp- et m-hydroxycocaine, et la p- et m-
hydroxybenzoylecgonine (pHBZE et mHBZE).

1.1.3 Propriétés physico-chimique de la cocaine de ses métabolites

La cocaine est un ester formé de methyl-ecgonind#aeide benzoique. Elle posséde une
fonction amine tertiaire qui agit comme une bagbldadont le pKa est de 8,6 [5]. Le
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logarithme de son coefficient de partage octanol/@ag R.) est de 2,31 [12]. Ses
métabolites sont constitués du méme squelette ske dpze la cocaine et tous les métabolites
comportent par conséquent une fonction amine tertiau secondaire, dans le cas des
métabolites N-déméthylés. Les pHe la fonction amine de la cocaine et de sesipaog
métabolites sont assez proches comme on peut Radrsgans le Tableau I- 1. Il s’agit donc
de bases faibles qui sont principalement protorseess les conditions physiologiques
(pH = 7,4 pour le sang). Les métabolites pour lelgla fonction méthylester de la cocaine a
subi une hydrolyse (BZE et ECG sur le Tableau Isdnt des composés zwitterioniques car
ils possédent une fonction acide carboxylique @s ple la fonction amine. Il s’agit d’acides
moyens qui se trouvent sous forme déprotonée gohykiologique.

Composé pK Log P o
Cocaine 8,6” 2,314
Benzoylecgonine 2,287 et11,7M 1,29
Ecgonine méthylester 9,3 et 14,59 - 0,23
Ecgonine 2,8 et9 1M - 0,81")
Cocaéthyléne 9,04 3,61
Norcocaine 9,02 2,78
Anhydroecgonine méthylester 8,31 1,12%!

Tableau I- 1 : Valeurs des pKa de la cocaine sedeprincipaux métabolites ainsi que de leurs
coefficients de partage octanol/eau (log Poct)dage : pKa de la fonction amine.

L’hydrophobie de la cocaine et ses métabolites @tnet estimée par la valeur de leurs
constantes de partage octanol/eay)(Fhéme si ces valeurs évoluent a cause des prepriét
acido-basiques de ces molécules ionisées au ptédhesitillons biologiques. Dans tous les
cas, parmi les métabolites de la cocaine on obspriley a une grande diversité de polarités
puisque les valeurs de log.Pvont de-0,81 a 3,61. Le mélange de la cocaine et ses deux
métabolites principaux, la BZE et 'EME, constitue modéle intéressant d’analyse dans les
matrices biologiques puisque les trois moléculet des polarités différentes et qu’elles
présentent des propriétés acido-basiques variées.

1.1.4 Description des matrices biologiques d’étudpour la cocaine

L’analyse de la cocaine et de ses métabolitesgeef#ire dans diverses matrices biologiques.
Les plus couramment étudiées sont I'urine, le skngalive et les cheveux, mais la cocaine a
déja été quantifiée dans d’autres matrices telles Igs poils, la sueur, les ongles, le
méconium, le sébum, le sperme, les dents, le nie®muscles [5]. L'analyse de stupéfiants
se fait généralement en deux étapes : une étapépitage (« screening ») pour identifier les
substances dopantes présentes et une étape denetioin et de quantification si le dépistage
est positif [17]. Dans le Tableau I- 2 sont prééeatdes quantités usuellement retrouvées
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dans les principales matrices biologiques ainsilgaeseuils de positivité pour le dépistage et
la confirmation qui leur sont associés.

Matrice Composé Quantités retrouvées chez des  Seuils de positivité pour le
biologique principalement consommateurs dépistage (D) et/ou
recherché la confirmation (C)
Urine BZE Cocaine : 0,04-8,42 pg.i” D : 300 ng.m*?%

BZE : 1,72-12,38 pug.mt*®
EME : 0,161-25,6 pg.mt*!

Sang Cocaine et BZE Cocaine : 2-62 ng.THt! D : 50 ng.mC"*”!
BZE : 48-1949 ng.mt?! C:54a10 ng.mt?
EME : 2-78 ng.m[}2%
Cheveux Cocaine Cocaine : 500-216.2@g.mg"*? D : 500 pg.mg???
BZE : 100-33.18pg.mg'*? C : 0500 pg.mg*?
EME : 100-12.16pg.mg'*?
Salive Cocaine et BZE Cocaine : 4-11110 ngtht! D : 20 pg."*
BZE : 5-11471 ng.mt% C :8 pg.L"

EME : 4-1520 ng.mt!?%

Tableau I- 2 : Seuils de positivité et quantitésealies de cocaine et de ses deux métabolites
principaux, BZE et EME, dans les matrices biolog&jaouramment analysées.

.1.4.1 L'urine

En général, l'urine est utilisée pour I'étape deidiage de la cocaine. Il s'agit effectivement
d’'une matrice facile a obtenir de fagcon non invasidont les criteres de validation de
'analyse sont établis, pour laquelle les conceioina de drogues et/ou de quelques
métabolites sont élevées et qui est disponiblerandg quantité [3]. L'urine est composée
principalement d’eau, d’ions tels que du sodiumpdtassium, des chlorures, du magnésium,
du calcium, des phosphates, des sulfates, ou demimium, et de quelques molécules
organiques comme l'urée, la créatinine et l'acidigue. On peut aussi trouver en faible
guantité du glucose, des acides gras, des enzgaeebormones, et des pigments. Comme il a
été précisé dans la partie précédente, la durékenhvie de la cocaine est courte et on ne
retrouve que 1% a 9% de celle-ci dans les urinesir Bne meilleure conservation des
échantillons d’urine, il convient de réduire I'hptlyse alkaline de la cocaine en diminuant le
pH autour de 5 ou en conservant I'’échantillon a brasse température, par exemple a -20°C
[25]. Comme la BZE a une durée de demi-vie plusortgmte que celle de la cocaine et que
35% a 45% de la dose initiale se retrouve sou® detine métabolisée, c’est plutdt ce
métabolite qui est recherché dans cette matridedigque. La BZE met entre 3 et 5 jours a
étre éliminée des urines. Quant au temps d'élinunatotale de la cocaine, il dépend de
divers facteurs dont la dose administrée, la fraqgeed utilisation, et les caractéristiques
individuelles du consommateur, entre autres. Leistige se fait en général par des
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immunoessais ciblant la BZE avec un seuil de pdsdtde 300 ng.mt [1]. L'inconvénient
principal de la matrice urine réside dans le faietie est facilement adultérable puisqu’elle
peut étre diluée ou substituée avant son analye [2

[.1.4.2 Le sang, le plasma et le sérum

Souvent, apres I'étape de dépistage, c’est le saqdasma ou le sérum qui sont utilisés pour
la quantification de drogues telles que la cocaliete matrice biologique est assez complexe
puisqu’elle contient des ions, des protéines, daislels, du glucose, des vitamines, des
hormones et des gaz. Elle requiert donc un impbitaitement de I'échantillon [27]. Son
analyse est donc plus colteuse que celle de l'ud@glus, son prélevement est traumatique,
ce qui explique son utilisation principalement amamgification et pas en dépistage. La
cocaine, la BZE, 'lEME et le COCAE peuvent étrergifgés dans le sang. La cocaine peut
étre détectée dans le sang entre 4 et 6 heures lappgise, et la fenétre de détection de la
BZE peut aller jusqu'a 48 heures. Comme la cocasterapidement hydrolysée dans ce
milieu, des conditions particulieres doivent étresgs pour la conservation de I'échantillon
pour éviter sa dégradation une fois prélevé [4hamhdoins, I'étude du sang apporte un certain
nombre d’avantages car ce n'est pas une matrickéeahle contrairement a l'urine. Il est
relativement homogéene car son pH, et les quandiééprotéines et autres molécules qui le
composent, varient faiblement, il permet une qdiaation juste aprés la consommation et
avant I'action du métabolisme, et, a differencd’dene, il permet une bonne interprétation
du degré d’influence du produit sur le comportenj26j.

1.1.4.3 Les cheveux

Outre ces fluides biologiques, il est aussi possibdnalyser la cocaine dans les cheveux et de
suivre ainsi la consommation de cocaine a plus tenge grace a une fenétre de détection
qui est assez longue. D’ailleurs, I'utilisation det alcaloide par des anciennes civilisations
péruviennes a été confirmée par l'analyse de chew® momies vieilles de plusieurs
centaines d’années [28]. La composition de cettiziceaest variable et constituée d'eau, de
protéines, de lipides et de minéraux [29]. Le chheeemmence a pousser au niveau du
follicule pileux qui est entouré d’'un important @ési sanguin. A la base du cheveu, on trouve
des réseaux de cellules nommeées kératinocyteslahoogtes. L’incorporation de la cocaine
dans les cheveux se fait par diffusion passivead@rbgue des capillaires sanguins vers les
cellules en croissance des bulbes pileux. Commecheseux poussent assez rapidement,
environ 1 cm par mois, il est possible d'établiruévolution de la consommation de la

drogue par une analyse segmentaire du cheveuradissptincipaux parametres qui ont une
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influence sur I'incorporation de la drogue sontémtenu en mélanine qui est un pigment des
cheveux, la lipophilie et la basicité de la drog@2]. En effet, les cheveux foncés ont un
degré d’oxydation de la mélanine important et retent davantage les drogues que les
cheveux clairs. Pour ce qui en est des propridtéaigues de la drogue, les molécules les
plus lipophiles peuvent pénétrer les membranesilagks plus facilement que les molécules
hydrophiles. De plus, la mélanine a une importaffi@ité pour les molécules basiques, et le
pH des mélanocytes est plus acide que celui dumpla€e sont donc plutét les drogues
basiques et lipophiles qui s’accumulent dans lexetx [22]. La cocaine et ses métabolites
sont tous des composés basiques, mais la plusetgroghhilie de la cocaine fait que c'est
cette derniere qui est principalement incorporéesdas cheveux. Un mécanisme alternatif
d’incorporation se fait par diffusion de la sueuwr @es sécrétions de sébum vers le cheveu,
ainsi que par déposition de sources externes tglleda fumée ou la poussiére. Ainsi, pour
déterminer la consommation de cocaine, il est itapbrde s’affranchir de cette source
externe par des méthodes de décontamination. Edeca®utes sur I'origine de la cocaine
détectée dans les cheveux, il est aussi possifalyser des rapports de métabolites [30, 31],
ce qui est recommandé par la « Society of Hairifigst lors d’une analyse quantitative [32].
La matrice cheveux est plus difficile a adultérae da matrice urine, cependant, il existe des
produits cosmeétiques utilisés pour éliminer leggdes a la surface des cheveux. De plus, les
produits de coloration et de décoloration altefemuantité de mélanine du cheveu entrainant
une diminution des drogues fixées sur celui-cialment, si la personne n’a pas de cheveux,
I'analyse peut se faire a partir des poils, maiguantité d’échantillon est alors assez réduite.

1.1.4.4 La salive

Une autre matrice biologique alternative a l'uriest la salive. Celle-ci est constituée
principalement d’eau mais contient aussi quelgues i(sodium, potassium, chlorure et
bicarbonate) et des protéines (des enzymes talle$amylase et de la mucine). Comme dans
le cas des cheveux, son prélevement est non tregueaét il y a moins de risques de
substitution que les urines [24]. La salive est unatrice qui s’avere utile pour la
détermination de l'utilisation récente d’'un stupéti En effet, la fenétre de détection pour la
cocaine dans la salive est de 5 a 12 heures afsesdfune dose unique [6]. Dans le cas de la
BZE, la détection dans la salive est possible pend2 a 24 heures apres la prise. La
concentration de drogue libre dans la salive démhrsdpropriétés chimiques de la drogue
ainsi que de la salive elle-méme. C’est la membigridique des cellules épithéliales qui
séparent la salive du systeme circulatoire qui pétenpassage des drogues dans celle-ci [33].
Les drogues peuvent étre acheminées vers la gsiveansport actif, par diffusion a travers
les pores de la membrane lipidique, ou par diffugi@ssive assistée par un gradient de
concentration. La concentration salivaire en cozagprésente 4 a 5 fois la concentration
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plasmatique, ce qui permet d’établir une corrétagatre la quantité rencontrée dans la salive
et le niveau d’intoxication de I'individu [4]. L'ieonvénient principal de I'analyse de drogues
dans la salive est la faible quantité d’échantitiisponible. En effet, la plupart des dispositifs
pour collecter la salive ne permettent pas d'obtgius de 1 mL d'échantillon. Pour
augmenter le volume de salive, il est possibletideuter la salivation, cependant, ceci change
son pH, ce qui peut changer la concentration dguh® qu’on y retrouve [33]. Enfin, lors de
I'analyse de drogues dans la salive il faut premareompte la contamination des échantillons
par les aliments ou boissons ingérés avant leyaglent [24].

1.1.4.5 La sueur

Une autre matrice biologique d’intérét pour I'arsyde la consommation récente de cocaine
est la sueur. En général ces échantillons soneiléspar des patchs commerciaux associés a
un numéro d’identification unique pour diminuer leEsques de substitution. Ce patch peut
étre appliqué dans une zone de transpiration iatpoar une période de 5 a 10 jours pendant
lesquels des drogues s’y accumulent [29]. Ceci petm controle de la consommation de
drogues pendant quelques jours. Les drogues soontporées dans la sueur par divers
mécanismes comme la diffusion passive du sange®igandes sudoripares et la migration a
travers la peau [34]. La concentration des droglees la sueur dépend de la transpiration
individuelle, de 'emplacement et de la durée du da patch. En général c’est la cocaine que
I'on retrouve majoritairement dans la sueur, maisdlyse de métabolites peut étre utile pour
la confirmation de Il'analyse lorsque ces métabslitee peuvent étre que formés dans
I'individu lui-méme et ne proviennent pas de I'evinement.

[.1.4.6 Autres matrices biologiques

D’autres matrices biologiques ont été utiliséesrd@nalyse de la cocaine mais elles sont
beaucoup moins courantes. Une alternative aux cixepeur I'analyse de la cocaine a long
terme sont les ongles [35]. Traditionnellement dilise l'urine pour évaluer le degré
d’exposition d’'un feetus durant la grossesse, mamnte la fenétre de détection y est tres
courte, il peut s’avérer intéressant d’analysembconium, qui sont les premiéeres selles du
nouveau-ne, les cheveux du nouveau-né ou de la, heeliguide amniotique ou le cordon
ombilical [36].
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1.1.4.7 Matrices environnementales

L’analyse de drogues dans des matrices environnafasrielles que les eaux usées [37], les
eaux traitées [38] ou les eaux de surface [39]t sléseloppée depuis quelques années. En
effet, il est possible de faire des estimationtadeonsommation de drogues d’'une population
a un faible prix et de facon anonyme grace a lym®ldes niveaux de concentration des
drogues et de leurs métabolites dans I'environnérfd]. Cependant, contrairement aux
échantillons biologiques, les niveaux de conceomatlans les eaux sont souvent dans le
domaine des ultratraces (ngf)l.surtout pour le cas des eaux de surface oualesteaitées.

Ces matrices environnementales sont plus ou maingplexes et a difféerence des fluides
biologiques, de plus grands volumes d’échantilldogvent étre traités compte tenu des
faibles concentrations retrouvées. D’ailleurs, dangne de concentrations retrouvées dans ces
matrices va de 77 ng'Lde BZE et 6 ng.t. de cocaine. pour les eaux de surface, jusqu’a
810 ng.L* de BZE et 79 ng.L de cocaine pour les eaux usées [37].

En conclusion, la cocaine et ses métabolites pi@&stenne large gamme de polarités et elles
sont étudiées dans diverses matrices a des coattensr de traces, et leur analyse a une
importance capitale dans les domaines cliniquescdtngiques, environnemental et de santé
publigue en général. Ceci souligne I'intérét diaél de telles molécules comme molécules
modeles lors de l'évaluation de nouveaux outilshdigaies. Un des points importants
résidera aussi dans la comparaison des outils @@we$ aux outils actuellement utilisés et
présentes ci-apres.

1.2 Les outils conventionnels pour I'analyse de trees dans des
milieux biologiques

Cette partie est consacrée a la présentation diésdes d’analyse quantitative de la cocaine
et de ses métabolites comme la chromatographiélmetrophorese. Il existe parallélement
des bioessais utilisés pour le dépistage de laimea d’autres petites molécules dans des
matrices biologiques, mais ils ne seront pas ptéseai car ils n’entrent pas dans le cadre du
travail réalisé.

1.2.1 Méthodes de séparation
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[.2.1.1 La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est uribodeé de séparation utilisée
principalement pour I'étude de composés gazeux aatils. L’échantillon a analyser est
vaporisé a l'entrée de la colonne chromatographiguierenferme une phase stationnaire
liquide ou solide. La phase mobile est un gaz wectn général de I'hélium, de I'hydrogene
ou de l'azote, et la séparation se fait par leidihces des interactions développées entre les
composés et la phase stationnaire et leur différatec volatilité. Cette méthode peut étre
facilement couplée a la spectrométrie de masseajucdui confére un fort potentiel pour
I'analyse de traces de composeés volatils dans demnéllons complexes. La GC était, il y a
une dizaine d’années, la méthode de séparatiolusautilisée pour I'analyse de la cocaine et
ses métabolites dans des matrices biologiques,élaction de ces composés se faisant
principalement par spectrométrie de masse (MS) 219,34, 35, 41-47], mais aussi par des
détecteurs thermoioniques a azote/phosphore (NBB) 49]. La cocaine, le COCAE et
'EME sont assez volatils et ils peuvent étre as@dydirectement sans avoir besoin de les
dériver. Dans le cas des autres métabolites, lelatiNté est faible et il est donc forcément

nécessaire de les dériver avant leur analyse pdB{zC

Finalement, la GC reste encore une méthode couramuaidisée pour le dépistage et la
confirmation de la cocaine dans les matrices biglags. Elle présente divers avantages
comme son importante sensibilité, la facilité deigage avec la MS, le faible prix de
I'instrumentation, et donc sa disponibilité dansnboeux laboratoires d’analyse, et le fait
gu’il s’agit d’'une technologie mature pour I'anadyde drogues. Cependant, lors de I'analyse
d’échantillons biologiques, le traitement de I'éctillon est souvent trés important, et la
dérivation des métabolites polaires rajoute un@ettsupplémentaire donc du temps, une
source d’incertitude et un codt supplémentairesch@matographie en phase liquide (LC)
peut séparer une gamme de polarités plus large remnessiter la dérivation des composés
étudiés. L'essor de cette technique est considgmadlir I'analyse de traces dans des milieux
biologiques, surtout grace aux progres realiséslegseres années au niveau de son couplage
avec la spectrométrie de masse.

[.2.1.2 La chromatographie en phase liquide

La LC est une méthode de séparation basée sustiébdtion des composés analysés entre
une phase mobile liquide et une phase stationna&rechromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC) est la méthode de chaix panalyse de traces dans des matrices
biologiques. En effet, elle offre un large choix pleases stationnaires et permet donc la
séparation de mélanges assez complexes avec deésuiesl de poids moléculaires, de

22




Chapitre | : Les outils conventionnels et minisg@s pour I'analyse de traces dans des milieux dimples

hY

polarités et de propriétés acido-basiques variédPLC peut étre couplée a plusieurs
détecteurs, mais les plus couramment utilisés eralalyse sont les détecteurs ultraviolets
(UV) et les spectrometres de masse.

Dans le cas de I'analyse de la cocaine et de sebaliées, la séparation se fait généralement
par partage a polarité de phase inversée, ou lasepimobile est plus polaire que la phase
stationnaire et donc les interactions des analstex la phase stationnaire sont du type
hydrophobe. Les phases utilisées le plus couramsuntt des particules de silice greffées
avec des groupements octadécyl (C18) [30, 50, bbLwyle (C8) [52, 53], mais quelques
applications sont basées sur l'utilisation de phageffées phényl [54, 55], hexyle (C6) [56],
pentafluorophényl [57], ou cyanopropyle [58]. Ontencaussi lutilisation de phases
stationnaires particulaires polymériques en pojyéste-divynilbenzene) [59]. Considérant la
nature polaire de certains métabolites de la cecdiest aussi possible de les séparer sur des
phases stationnaires polaires et plus particulienrénpar chromatographie a interactions
hydrophiles (HILIC). Cependant, les applicationatiges a I'utilisation du mode HILIC sont
rares, et elles ne concernent que I'analyse danshieveux [60] et dans les eaux traitées [61].
En ce qui concerne la détection, elle peut se faarefluorescence [51, 59, 62], par UV [52,
63, 64] et par MS [21, 30, 36, 41, 50, 53, 61,6, Les deux méthodes optiques ne sont pas
adaptées a certains métabolites de la cocainengiendu le groupement chromophore ester
de benzyle, c’est le cas de 'EME, 'ECG et 'AEM#Entre autres. Ainsi, la MS apparait
comme une méthode de détection de choix pour apatle la cocaine et ses métabolites
dans les matrices biologiques par sa sensibilisé s€lectivité, en plus de se présenter comme
un outil de confirmation a fort potentiel.

De plus, dans le domaine de la bioanalyse, apparaitbesoin d’analyses rapides et
performantes en raison du nombre souvent élevéhdréitions a analyser [67]. En ce qui
concerne la séparation, deux approches sont eslisg@ LC pour réduire les temps d’analyse
de la cocaine et ses métabolites. Il s’agit détarnatographie en phase liquide a ultra haute
performance (UHPLC), et de l'utilisation de coloeme séparation monolithiques. L'UHPLC
est basée sur l'utilisation de particules de plstagonnaire de diametre inférieur a 2 pm sous
haute pression qui permettent en effet d’accéléreséparation tout en gardant une bonne
efficacité et donc un grand pouvoir séparatif. LRIEC est souvent utilisée pour I'analyse de
la cocaine et ses métabolites en parallele avadrdsadrogues [68, 69]. La séparation peut
aussi étre realisée sur des monolithes qui sontpikeses stationnaires homogenes et
continues, de structure bimodale, & savoir aveatgopores (> 50 nm) qui leur conferent
une grande perméabilité, et des mésopores (2-50quimyénerent une surface de contact
importante permettant d'assurer une bonne rétemtemnanalytes. Ainsi, de par leur grande
perméabilité, les monolithes permettent I'utilisatide débits élevés tout en conservant une
bonne efficacité, ce qui permet de réduire fortenes temps d’analyse. Leur application
avec la MS est plus délicate a cause des hautdsddbi phase mobile. Donc pour leur
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couplage a la MS il est nécessaire de diviseubedbrés séparation pour diminuer le débit de
phase mobile. Pour la cocaine et ses métaboliesspkdases monolithiques ont été utilisées
pour l'analyse d’eau traitée par HPLC-MS [12] eupdanalyse de plasma par HPLC-UV
[70].

1.2.1.3 L’électrophorese capillaire

L’électrophorése capillaire (CE) est une technifasée sur la séparation de composés dans
un champ électrique. Elle permet des séparatiofisaeés, rapides et a partir de faibles
volumes d’échantillons et de solvants, car les mas sont réduits par le format capillaire. Un
des désavantages principaux de la CE est sa fednigibilité en UV. En effet, les faibles
dimensions des capillaires ne permettent pas d'ales cellules de détection avec de longs
chemins optiques. De plus, des protéines peuvadssiber aux parois des capillaires, et la
grande quantité d’interférents retrouvés dans laesioes biologiques peut nuire a I'analyse
des composés ciblés. D'importants progrés ont étdises néanmoins dans ce domaine
notamment pour le couplage de méthodes de prépardé I'échantillon ainsi que pour le
couplage de détecteurs suffisamment sensibles cdmdeétecteur a fluorescence induite par
laser (LIF) ou la MS [71]. La CE connait donc alieraent un essor considérable dans le
domaine de l'analyse de drogues dans des matricdsgigues, et grace aux avancees
technologiques actuelles, elle sera probablemewoutihplus courant pour I'analyse de traces
dans des matrices biologiques. Le nombre d’apjphicatexistantes pour I'analyse de la
cocaine et ses métabolites dans des matrices lgjoExmest assez réduit, la méthode utilisée
étant la CE de zone. Des applications ont étésggsi pour I'analyse de la cocaine et autres
drogues dans les cheveux avec une détection UV, Et2pour I'analyse de la cocaine et
plusieurs de ses métabolites dans I'urine aveaétection MS [65].

|.2.2 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est devenue un outinioocmable en association avec les
techniques séparatives pour I'analyse de traces des échantillons complexes. En effet ses
apports en sensibilité et en sélectivité font dieectechnique de détection la plus utilisée
actuellement en analyse de matrices biologiques.

[.2.2.1 Principe
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La MS est une technique analytique basée sur lamae®s rapports masse sur charge (m/z)
des ions détectés. Elle permet non seulement latijoation des molécules cibles, mais elle
fournit aussi d'importantes informations sur lausture des molécules. En effet, la MS
permet d’obtenir la masse moléculaire des compiosgses, la masse des fragments de ces
composés et parfois méme leur formule brute. Lectspmétre de masse est formé de
différentes parties [73] :

- Un systéme d’introduction de I'échantillon quiypse faire directement par infusion dans le
systéme, ou via un support solide lors de l'utilma de méthodes de désorption, ou par
couplage avec une méthode de séparation comme,léa&C ou la CE. Le choix dépend de
la nature de I'échantillon et la méthode d’ionisatutilisée.

- Une source d’ionisation qui sert a former dessidres ions peuvent étre produits en phase
gazeuse par ionisation directe de I'échantilloneauphase liquide par nébulisation puis dé-
solvatation des ions formés. Le choix de la méthdéleend principalement de la nature de
I’échantillon, mais surtout du type d’analyse read.

- Un analyseur qui permet de séparer les ions feenéfonction de leurs rapports m/z. Cette
séparation peut se faire grace a l'action d’'un gha&tectrique, ou par I'action d’'un champ

magnétique, ou encore par une combinaison des dleexiste plusieurs types d’'analyseurs
qui se différencient par le mécanisme de séparafinifs utilisent, par leur géométrie et par

la résolution en masse qu’ils permettent d’attesndr

- Un détecteur qui mesure le courant électriqueegepar les ions provenant de I'analyseur,
ce qui permet de déterminer 'abondance de chamuavec un rapport m/z donné.

1.2.2.2 Sources d’ionisation

La source d’ionisation permet de faire le couplagee la méthode de séparation et la MS. Le
choix de cette source d’ionisation dépend entreeaude la nature de I'échantillon et de la
méthode d’injection utilisée. Dans cette partietsxposées les sources adaptées au couplage
de la MS avec la LC.

[.2.2.2.1 L'ionisation par électrospray (ESI)

Le processus d’'ionisation lors de la formation dalectrospray est assez complexe, mais il
s’agit principalement de la formation d’un brouilade gouttelettes chargées puis désolvatées
[74]. Ces gouttelettes se forment normalement $aason conjuguée d’'un gaz nébuliseur
(azote) a température élevée et de I'applicationn dchamp électrique entre laiguille
d’électrospray et le capillaire d’entrée du spetitre de masse. En effet, le champ électrique
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appligué provoque la migration d’'ions avec la méukarité vers la pointe de I'aiguille d’ou

la surface du liquide est éjectée en formant urdnecde Taylor ». Une fois que les
gouttelettes chargées sont formées, elles perasnindlécules de solvant par évaporation et
leur taille va donc diminuer de plus en plus jusgee que la tension superficielle de la goutte
soit plus faible que la répulsion électrostatique dux charges de méme signe qui se trouvent
au sein de la gouttelette (Figure I- 3). A ce monri&nla gouttelette éclate pour former de
nouvelles gouttelettes de plus en plus petitesstcde que lI'on appelle des explosions
coulombiennes. A la fin de cette série d’explosjohnse reste plus qu’une molécule chargée
solvatée. Ces ions solvatés sont séchés par &adaiis le capillaire d’entrée du spectrométre
de masse a l'aide d’'un gaz séchant qui est sowt#ise a une température élevée (environ
300 °C) pour améliorer le séchage. Les ions somsuien focalisés vers lintérieur du
spectrometre de masse au niveawskimmer, une tension, couramment appelée tension de
cbne, est appliquée pour cette focalisation.

Capillaire contenant Contre-électrode ___
I'échantillon en solution

/ Gouttelettes N
/ chargees

) _ Orifice
|/ -

-3 4
10 410 Pa

Gouttelettes contenant Réduction de la taille Désorption d'ions
une espéce chargée des gouttelettes par de la surface du
majoritaire évaporation du solvant liquide sous I'effet
et explosions du champ électrique
coulombiennes

Figure I- 3 : Principe de I'électrospray (adaptddg).

L’ESI est une technique d’ionisation tres douce peiimet d’analyser une large variété de
COmMpOSEs organiques, inorganiques et biologiquiés pEut étre utilisée pour l'ionisation de
petites molécules a condition qu'il soit possibéelels protoner ou de les déprotoner. Le mode
d’ionisation dépend de la polarité du champ élguiappliqué pour former le spray. En
mode d’ionisation positif, les ions principalemémtmés sont du type [M+H] tandis qu’en
mode négatif il s’agit d’ions du type [M-H]Des especes multichargées ainsi que des adduits
peuvent aussi étre formés lors de l'utilisatio’H&I.

Plusieurs facteurs jouent un réle important poionisation des molécules analysées en
particulier les propriétés physico-chimiques ddeseti, telles que le pKa et le nombre de
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sites protonables, mais aussi les propriétés dehdse mobile comme le type de solvant
utilisé, son pH et I'ajout d’additifs acides ou lmpges. D’ailleurs, quelques sels doivent étre
bannis pour la LC-MS, comme les phosphates catintgnuent le rendement d’ionisation et
ils peuvent en plus se déposer dans la chambneiskition et obturer I'entrée du spectrométre
de masse. La réponse générée par I'ESI est propoeiie a la concentration de I'analyte, ce
qui permet de miniaturiser le systeme sans pemsedsibilité [75].

[.2.2.2.2 L'ionisation chimique a pression atmogiuinée (APCI)

La nébulisation est aussi utilisée dans une soliRel. Un aérosol est formé dans le systéme
nébuliseur grace a un flux coaxial d'azote, puestl ensuite vaporisé par un apport de chaleur
dans une chambre chauffée a des températures €lgugégu’a 500°C) nommeée vaporiseur.
L'utilisation de débits élevés ainsi que du fluxagml d’azote évitent la dégradation des
molécules malgré la haute température du vaporigdjr Il est possible d’avoir quelques
ions provenant de la solution qui se retrouvenugasn phase gazeuse, mais la plupart des
ions sont formés par ionisation chimique. En effettilisation d’une décharge (3-6 kV)
apportée par une aiguille a décharge Corona praduitourant d’électrons ionisants qui
ionisent les molécules qui se trouvent dans I'amibi@nt comme le Nou I'eau, et forment un
plasma. Ces molécules ionisées réagissent aveankdytes pour les ioniser a leur tour
principalement sous forme de [M+H&n mode positif ou [M-H]en mode négatif. L'APCI
peut étre utilisée pour des composeés de polaritgenme avec des masses moléculaires en
dessous des 1000 Da et qui ne soient pas therdeslabiAPCI est donc complémentaire de
'ESI. La différence principale entre ces deux sesrest que l'ionisation se fait en phase
gazeuse pour I'APCI tandis qu’elle se fait en pHagade pour I'ESI, ce qui permet d’utiliser
avec I'APCI des solvants qui ne sont pas favoralplesr I'ionisation. Ces deux modes
d’ionisation différent aussi par leur signal, puisda réponse lors de ['utilisation de 'APCI
ne dépend pas de la concentration de I'analyte piaiét de la quantité d’'ions engendrés par
les réactions dans la source ; elle dépend dofe gigantité d’analyte injectée.

[.2.2.2.3 La photo-ionisation a pression atmospipéei (APPI)

L’APPI est une méthode d’ionisation a pression aphé@rique plus récente et proche de
'APCI. Au lieu d'utiliser une décharge Corona panduire I'ionisation en phase gazeuse,
I'APPI utilise un rayonnement UV intense (lampe gpkon) pour provoquer l'ionisation.
L’énergie utilisée pour I'APPI n'est pas suffisap@ur ioniser les constituants de I'air ou les
solvants utilisés couramment en HPLC, il est dano/ent nécessaire d’ajouter des composes
dopants (toluéne, acétone) qui sont photoionisadtlgermettent de transmettre I'énergie du
rayonnement au solvant ou aux analytes par trandiercharge. L'APPI est adaptée a
I'analyse de molécules peu polaires avec des mameixulaires moyennes. Elle est donc
complémentaire de 'ESI et 'APCI. Le nombre d’apptions de I'’APPI est croissant, mais
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cette technique reste néanmoins plus délicate tiemaat ceuvre car le choix de I'agent dopant
ainsi que sa concentration doivent étre évalués @umague application [76].

En conclusion, pour I'analyse de la cocaine etnségbolites par LC-MS dans des fluides
biologiques, il est possible d’'utiliser des sourd@snisation ESI ou APCI pusiqu’elles sont

adaptées a I'ionisation de molécules de faible paidléculaire et plutét polaires. Cependant,
'ESI semble étre utilisée plus souvent que I'AP@kobablement car son domaine
d’application en termes de polarité permet d’étudas molécules plus polaires.

1.2.2.3 Les analyseurs utilisés en LC-MS

Une fois les ions formés, ils sont transférés dslarce vers I'analyseur qui se trouve sous un
vide poussé pour éviter les chocs entre particqlespourraient dévier leur trajectoire ou
provoquer leur dissociation. Les analyseurs peenetile séparer les ions provenant de la
source en fonction de leur rapport m/z. Les priesiple séparation des ions different en
fonction du type d'analyseur utilisé. Pour ce faiile est possible d’utiliser un champ
magnétique qui peut étre variable (spectrométresndsse a secteur magnétique) ou fixe
(résonance cyclotronique ionique a transforméealgi€r), ou un champ électrique qui peut
lui aussi étre fixe (spectrometre de masse a tatapsl ou TOF) ou variable (quadripdle ou
piege a ions). Ces analyseurs se différencient aasda résolution en masse qu’ils peuvent
permettre d'atteindre, celle-ci étant en effet miéfipar le rapport mim. La résolution traduit
donc la capacité du systeme a séparer deux ionslemapports m/z sont proches et elle
estime I'erreur commise sur la mesure de la md3aes le cadre de I'analyse de traces dans
des matrices biologiques, les analyseurs du tymwe §uadripolaire, piege a ions et TOF sont
les plus souvent utilisés.

1.2.2.3.1 Les filtres quadripolaires

Un quadripdle est formé de quatre barres cylinégisqwu hyperboliques paralleles et
équidistantes sur lesquelles peuvent étre applgdés différences de potentiel (Figure |- 4).
Les barres métalliques jouent donc un réle d’'ébeles. Les barres opposées sont reliées deux
a deux et soumises a des tensions électriques eudes composantes est une tension
alternative a haute fréquence et l'autre est ungide continue. L’application de ces tensions
crée un champ quadripolaire entre les quatre éldesret les ions qui entrent dans ce champ
selon I'axe z subissent une force qui les faitl@sailans les plans x et y [77]. Les trajectoires
des ions qui entrent dans le quadripble sont defirpar les équations de Mathieu qui
dépendent des valeurs des tensions appliquéedextsodes, ainsi que de la fréquence de la
tension alternative, de la distance entre les réldes, et des caractéristiques de I'ion (masse
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et charge). Pour que les ions traversent le qudldrigt arrivent au détecteur, leur trajectoire
doit étre stable, ce qui correspond a un couplgadieurs de tension défini. Les autres ions
sont déviés de leur trajet et se déchargent paacbavec les barres du quadripble, sans étre
détectés.

Vit)=U- Vcoswt

Figure I- 4 : Schéma représentant un filtre quadaipe (adapté de [73]).

Le quadripdle peut étre utilisé soit en mode bajayé« scan »), soit en mode de filtrage
sélectif (« Singe lon Monitoring », SIM). Le modeaa permet de détecter tous les ions
obtenus dans un domaine de m/z défini. En mode $#dquisition se fait pour un ou
plusieurs rapports de m/z définis par l'utilisateDe deuxieme mode confére de la sélectivité
a I'analyse et permet d’obtenir de meilleures dmlitgis pour une analyse quantitative. Cette
sélectivité est un avantage important pour I'arelys traces dans des milieux complexes tels
gue les échantillons biologiques. En plus, la ficidle mise en ceuvre, la simplicité de
fonctionnement et le faible codt du filtre quadigiee par rapport aux autres analyseurs font
de cet analyseur le plus utilisé actuellement dlanalyse par spectrométrie de masse.

[.2.2.3.2 Le triple quadripdle

Il est possible d’associer plusieurs quadripbleséie pour fragmenter les ions provenant de
la source au niveau de I'analyseur. Dans le casiple quadripole, deux quadripdles (€
Q) sont utilisés en tant que filtres de masse, draisieme quadripdle (q), placé entre €
Q., dans lequel on peut introduire un gaz de coliisiest employé comme une cellule de
collisions (Figure I- 5). Dans la cellule de caths, les ions sélectionnés pai €n fonction
de leur rapport m/z entrent en collision avec ledécules de gaz. L’énergie de collision
dépend de I'énergie cinétiqgue des ions qui, lors clalisions, est transformée en énergie
interne et qui peut étre amplifiee par I'applicatidune tension dans la cellule de collision.
Ces collisions peuvent alors induire une dissammatlies ions et former des fragments qui
vont dans @ Ce quadrip6le fonctionne comme un filtre quadape ou sont balayés ou
sélectionnés les fragments, ou ions fils pour @ieuite dans le détecteur.
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Figure I- 5 : Schéma de principe du triple quadegé@dapté de [73]).

La configuration du triple quadripble permet deed&r des ions fils provenant d’un ion
parent défini (« product ion scan »), mais il estsh possible de retrouver un ion parent a
partir d’un ion fragment connu (« precursor ionrseg Si une différence de masse entre les
quadripbles Qet Q@ est fixée, il est possible de détecter tous las marents susceptibles de
perdre cette masse dans la cellule de collisiamofstant neutral loss »). De la méme facgon, il
est possible de détecter le gain d’'un groupementreiemais cela implique une certaine
réactivité des ions au niveau de la cellule deigioll. Finalement, si un ion fils défini
provenant d’un ion parent défini (transition) eétatté, I'analyse peut gagner en sélectivité et
donc en sensibilité. Ce mode de détection est afpeM (« Single Reaction Monitoring »)
lorsqu’on étudie une seule transition, ou MRM («lfifle Reaction Monitoring ») quand
plusieurs transitions sont suivies.

[.2.2.3.3 Le piége a ions

Le piége a ions, ou trappe ionique, est basé sumi&mes principes fondamentaux que le
quadripble, mais la géométrie cylindrique du pi@gens fait que le champ quadripolaire
généré isole les ions au sein du piege. Le piegens est constitué de deux électrodes
hyperboliques, nommées électrodes chapeau, et @lewtrode annulaire. Les électrodes
chapeau sont perforées pour permettre I'entrégotassprovenant de la source puis la sortie
des ions vers le détecteur. Un potentiel de raglipfence est appliqué au niveau de
I'électrode annulaire pour créer un champ quadaipelqui permet de piéger les ions. Les
ions ont alors un mouvement oscillant qui peut é&tni par les équations de Mathieu et qui
dépend des tensions appliquées au niveau desoélesirde leur fréquence et du rapport m/z.
Les ions sont ensuite éjectés vers le détectesr der I'application d’'un potentiel a une
fréquence correspondant a la fréquence caractgréstie I'ion, ou lorsque les potentiels sont
balayés dans tout le domaine de fréquence. Pounxntdenfiner les ions au centre de la
trappe, un gaz inerte (He, Ar) a faible pressiont g#re intégré dans le piége a ions. La
modulation des tensions de I'appareil permet noheseent d’isoler les ions mais aussi de les
fragmenter par collision avec le gaz inerte. A ifiédence du triple quadripdle, les étapes
d’isolement puis de fragmentation se produisensdamnemps et pas dans I'espace, il est donc
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possible d’obtenir des spectres de fragmentatiopewvent aller théoriquement jusqu’a MS
Dailleurs il est possible d'aller jusqu’a un niwede fragmentation de M3S sans trop perdre
de sensibilité.

Le piége a ions est avantageux d’un point de vidg par sa facilité de fonctionnement et par
sa taille qui est relativement petite par rappodautres analyseurs de masse. Le principal
inconvénient de cet analyseur est gu'’il est linditépoint de vue de sa capacité de stockage
d’ions, ce qui est un vrai probléme lors de l'ijen d’échantillons complexes car le systeme
analytique peut rapidement se retrouver saturé. [36] plus, le temps d’injection des ions
dans le piege a ions est assez long, ce qui neepgras de travailler a de tres hauts débits
avec cet instrument.

[.2.2.3.4 L’analyseur a temps de vol (TOF)

Avec cet analyseur, les ions sont tout d’abord lacéé par I'application d’'un champ
électrique, puis ils entrent dans une zone libretdemp appelée tube de vol et la séparation
des ions se base alors sur leur difféerence de tetepsl. La séparation des ions va donc
dépendre de la vitesse gqu’ils auront acquise lerghase d’accélération. Les ions ayant un
rapport m/z plus petit seront les premiers a atteie détecteur. Connaissant les dimensions
de l'instrument ainsi que I'énergie cinétique dassi, il est possible de calculer le rapport m/z
de I'ion étudié. Pour ce type d’analyseur, la disttion dans I'espace ainsi que la distribution
des énergies cinétiques des ions a I'entrée dedlé@ateur peuvent générer des problemes en
termes de résolution puisque deux ions identiquastaune différence de position spatiale ou
d’énergie cinétique a I'entrée de I'analyseur n’'pas la méme énergie cinétique en sortie de
'accélérateur et leur temps de vol est donc dsffiér L'utilisation d'un réflecteur
électrostatique ainsi que la focalisation du feaasce’ions a I'orthogonale du tube de vol
permettent de pallier ce probléeme et conférent @k Tine résolution tres élevée et par
conséguent une trés grande sensibilité [77]. Es gdusa grande résolution, le TOF a une tres
bonne stabilité et sa transmission est excellelsde grande rapidité de balayage de cet
analyseur facilite son couplage avec la chromapdgearapide. Finalement, le TOF n'a
théoriguement pas de limite pour le domaine de ezagansmises. La technologie utilisée
pour la fabrication d'un TOF, et en particulierl€étronique nécessaire pour avoir une bonne
résolution, font que cet analyseur est encore dhes par rapport aux quadripdles ou aux
pieges a ions.

[.2.2.4 Limitations des spectromeétres de masse dffets de matrice
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Le développement d'instruments performants damoieaine du couplage de la HPLC avec
la MS fait que cette méthode est aujourd’hui lsspitilisée pour I'analyse de traces dans des
milieux complexes. En effet, THPLC-MS, et plus peulierement l'utilisation de méthodes
d’analyse en tandem, apporte une grande sélectvitlonc une tres grande sensibilité qui
sont deux caractéristiques nécessaires a I'analgseaces dans des milieux biologiques. Il
serait donc en théorie possible de réduire, voiéindner les étapes de préparation de
I’échantillon ainsi que les temps de séparatiorortatographique lors de l'utilisation d’'un
spectrométre de masse en tandem. Cependant, mémsélution de composés interférents
ne génere pratiguement jamais de signaux parakitesde la détection en MS2?, ces
interférents peuvent altérer I'efficacité de l'isation des analytes cibles en conduisant alors a
des quantifications erronées. Ce phénomene estiwous le nom d’effets de matrice et il se
traduit par une suppression ou une amplificationsdynal. Le mécanisme par lequel se
produisent ces effets de matrice n'est pas totalerékicidé, mais il semblerait que ce
phénomene soit lié a une compétition entre les tansomposé cible et des composés non-
volatils de la matrice pour accéder a la surfacegheittelettes formées lors de la nébulisation
[78]. Une étude a montré que les principaux méocagssaffectant I'ionisation interviennent
en phase liquide [79]. Cette étude a comparé liessefie suppression d’'ions en ESI ou en
APCI et a montré que I'ESI est beaucoup plus affeague I'APCI. Le mécanisme de
suppression d’ions n’est donc pas le méme dansle@s méthodes. || semblerait que pour
I’APCI la suppression d’ions soit surtout liée & @e-précipitations de composés non-volatils
avec les analytes cibles. Pour 'ESI, la préciptatn’est pas le mécanisme principal de la
perte de signal, celle-ci serait plutét liée a marggement des propriétés de viscosité et de
tension de surface de la solution qui empéchemitfdrmation des gouttelettes de
I'électrospray. Un certain nombre de composés pduaétérer l'ionisation des analytes,
comme des protéines, des sels, des anticoagudratstres molécules endogenes [80].

Sachant que les effets de matrice affectent lagiogcdes analyses ainsi que leur sensibilité,
il est nécessaire de les estimer. D’ailleurs, daasdomaines de I'analyse médico-légale et
clinique, I'étude des effets de matrice est obbigatlors de la validation d’'une méthode. Il est
possible d’évaluer ces effets par deux méthodedt: par addition de l'analyte apres le
traitement de I'’échantillon, soit par infusion postonne [78]. Pour la technique d’addition
post-traitement de I'échantillon, I'évaluation deffet de matrice se fait en injectant un
échantillon dopé aprés le traitement d’échantileinen comparant avec linjection d’un
échantillon en solution pure. L'effet de matricecsdcule en faisant la difference des deux
signaux et en la divisant par le signal en miliawr pour obtenir un pourcentage de
suppression ou d’exaltation du signal. Dans ledmsa technique d’infusion post-colonne,
elle consiste a infuser en sortie de la colonnéytigae et juste avant I'entrée du spectrometre
de masse, une solution pure dopée avec l'analipte a une concentration proche de celle
attendue pour I'échantillon réel. Ensuite, un étilan qui ne contient pas d’analyte cible est
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injecté dans les conditions d’analyse chromatodcaghsouhaitées et la réponse de I'analyte
infusé est enregistrée. S’il n'y a pas d’effetsigrice durant I'analyse, le signal obtenu doit
avoir la méme allure que celui obtenu dans le aasednjection de phase mobile. Une étude
a été réalisée pour comparer les effets de mathtanus pour I'analyse de plusieurs opioides,
de la cocaine et de leurs métabolites par HPLC-MSé fonction du type d’ionisation (ESI
ou APCI), de la préparation de I'échantillon (irijen directe, dilution, précipitation des
protéines ou SPE) et de la matrice biologique (samige ou salive) [81]. Les effets de
matrice ont été évalués par infusion post-colonmez aine solution contenant de la morphine
a une concentration de 10 pg.mlUn exemple de ce type d’analyse est présentégemer-
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Figure |- 6 : Chromatogrammes en HPLC-MS/MS poftsion de morphine & 10 pg.mlavec une
ionisation par ESI ou par APCI d’une injection depe mobile (A) et d’'une injection d’'un échantillon
de salive aprés la précipitation de ses protéines de I'acétonitrile (B). (adapté de [81]).

Des phénomenes de suppressions d’'ions ont étévébseavec les deux modes d’ionisation
mais ils sont beaucoup plus importants lors deilisation de I'ESI. Les effets de
suppressions d'ions dépendent du traitement d’ditloan utilisé. Pour cette étude les
meilleurs résultats en termes de diminution desteffle matrice ont été obtenus aprés une
simple dilution de I'échantillon, méme si la SPE ssuvent préconisée pour I'élimination des
interférents de la matrice. En effet, la SPE permat seulement d’éliminer les autres
composants de la matrice mais aussi de pré-coecetgs analytes. Cependant, si la
sélectivité du processus de rétention n’est passante, les interférents peuvent se retrouver
eux aussi pré-concentrés. C’est le cas pour cettkegd’ou I'obtention d’importants effets de
matrice apres ce pré-traitement. Finalement, l@dadcomparaison des effets de matrice
obtenus en fonction de la matrice biologique étid@hacune des matrices a conduit a des
effets de matrice, mais les temps de rétentiorespondant a ces interférences et donc leur
polarités ne sont pas les mémes en fonction dealsice étudiée. En milieu urinaire, les
principales interférences sont des composés phytirophiles. Dans le cas de la salive, plus
d’interférents sont présents que dans I'urine @t tature est hydrophile et hydrophobe. Pour
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le plasma, les interférents ont des polarités agsaees, comme dans le cas de la salive, mais
iIs sont présents en plus grande quantité. Malgn&eiét de I'information obtenue, il faut
noter que les effets de matrice sont dépendantsa deature de l'analyte étudié. Des
précautions doivent donc étre prises pour cortéerésultats obtenus pour la morphine aux
autres drogues analysées avec cette méthode.

Il existe plusieurs moyens pour réduire ou élimiesreffets de matrice. Une des solutions est
de modifier la méthode de séparation pour évitavaltr des interférents co-élués avec les
analytes cibles. Une autre option est de changenéténode d’ionisation dans la limite du
possible, 'APCI présentant en effet moins d’eff@é¢smatrice. Il faut toutefois que la méthode
d’ionisation choisie soit compatible avec les cosgmétudiés. L'utilisation d’étalons internes
choisis de fagcon a ce qu’ils subissent les mémfessede matrice que les analytes cibles est
une option qui permet de prendre en compte dessede matrice lors de la quantification.
Une autre option est de réduire la quantité d’fetents soit par dilution de I'échantillon
avant de linjecter, soit en diminuant le volumetahantillon injecté, mais cette stratégie
augmente en méme temps les limites de quantifitatidnalement, la méthode la plus
courante, et souvent la plus efficace pour premdreharge les effets de matrice, est celle
d’améliorer la préparation de I'échantillon pournéher la majorité des interférents.

[.2.3 Le traitement de I'’échantillon

En bioanalyse, la préparation de I'échantillon essentielle car les matrices complexes
étudiées ont de nombreux constituants endogenegegwient interférer avec les substances
cibles. En fonction de la complexité de la matrielogique étudiée, et des propriétés
physico-chimiques des analytes d’intérét, diverseéshodes de préparation de I'échantillon
sont disponibles. Celles-ci facilitent I'identifti@an et la quantification des analytes cibles lors
de la séparation chromatographique. La préparagdiechantillon se fait en plusieurs étapes
et peut répondre a divers objectifs y compris lapsession d’interférents endogenes,
I'isolement des analytes de la matrice, la coneioin des analytes, ou I'amélioration de la
sélectivité. Dans le cadre de ce travail, les roadriétudiées sont uniquement de nature
biologique.

1.2.3.1 Précipitation des protéines

La plupart des matrices biologiques contiennentpitegéines a des concentrations plus ou

moins élevées. Dans le cas des échantillons sanglanconcentration de protéines est
tellement élevée gu’elle ne permet pas son analysmatographique directe. Les protéines
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ne sont en général pas compatibles avec 'HPLCelbas peuvent s’adsorber et changer la
nature de la phase stationnaire et elles peuv&tipier dans la colonne et I'obturer. Les
protéines ne sont pas volatiles donc incompatiales la GC. Elles interferent avec certains
détecteurs et contribuent a la suppression d'iond&. La méthode la plus couramment
utilisée pour éliminer en partie ces protéines @sn leur précipitation suivie d’'une étape
de filtration ou de centrifugation. La précipitatiales protéines est obtenue par I'ajout de
composeés ou solvants qui perturbent leur solubHitéeffet, la solubilité des protéines résulte
de plusieurs types d’interactions : des interactipolaires avec le solvant, des interactions
ioniques avec des sels, et des interactions ésatigues de répulsion entre les molécules de
méme charge [82]. Les différents agents utilisésddférents modes d’action pour induire la
précipitation :

- Les solvants organiques (acétonitrile, méthanal.il3 déplacent les molécules d’eau
entourant la protéine et réduisent la valeur dedastante diélectrique de la solution en
favorisant ainsi des interactions électrostatiqeesre les protéines, aboutissant a leur
agrégation. Des détergents neutres dilués ont heemtigpe d’effet que les solvants organiques
sur la précipitation des protéines.

- Les acides (HCI, acide trichloroacétique, aciddosalicylique...) : lors de leur ajout, les
groupements amine des protéines qui se trouvenbn@Ee a un pH inférieur a leur point
isoélectrique (pl), forment des sels insolublescdgs bases conjuguées des acides utilisés.

- Les solutions de sels concentrés (sulfate d’anwmon.) : lors de leur ajout a haute
concentration, ils attirent des molécules d’eaurpeur hydratation en dépit des protéines qui
forment donc des agrégats via des interactionsopyahbes.

- Les cations métalliques (Zin CUf*...) : leur ajout réduit la solubilité des protéines ils
alterent leur pl. En effet, les cations métalliggest en compétition avec les protons pour
interagir avec les groupements acides des protéilessprotons sont donc déplacés et le pH
de la solution diminue. Le changement du pl aing ¢p diminution du pH induisent la
précipitation des protéines.

Lors d'une étude de l'efficacité d’élimination de®téines dans des échantillons de plasma, il
s'est avéré que les agents les plus efficacesnéti@esulfate de zinc, I'acétonitrile et I'acide
trichloroacétique [82] qui ont conduit & des pouteges supérieurs a 90% de protéines
éliminées. Ces trois agents de précipitation sanplas compatibles avec une détection en
MS. Une autre étude montre que le rendement n&stigpméme en fonction de I'agent de
précipitation utilisé pour I'analyse de composéarptaceutiques dans du plasma [83]. En
effet un probleme assez courant lors de la prétipit de protéines est I'adsorption des
analytes et donc une perte en taux de récupémédanalyte. Dans cette étude, I'acétonitrile

semble présenter de meilleurs rendements que d¢adiithloroacétique ou I'acide
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perchlorique [83]. En plus d’étre une méthode dparation de I'échantillon assez simple et
rapide, 'automatisation de la précipitation detpnoes est actuellement possible sur des
plagques 96 puits [66]. Cependant, il s’agit d’'unétimde de préparation de I'échantillon qui
n'est pas sélective, et donc peut nécessiter dihiction d'étapes de préparation
supplémentaires pour I'analyse quantitative puisdiaitres interférents que les protéines
peuvent affecter la détection UV et I'ionisatiomda’une analyse par MS.

La précipitation de protéines a souvent été uglipéur I'analyse de la cocaine et de ses
métabolites, notamment dans l'urine [65], le plasauag/sérum [50, 84, 85], le muscle [21]
ou la salive [66, 86]. Dans ces différents travalaxprécipitation a été réalisée avec de
I'acétonitrile, ou du méthanol, de I'acide sulfasglique, ou de I'acide chlorhydrique, et du
sulfate de zinc. Dans certains cas, la précipiatiojuste été suivie d’'une filtration avant
I'analyse chromatographique [21, 57, 84, 87]. Ddiasitres cas, des procédures d’extraction
sur phase solide ont été utilisées [65, 66, 86].

[.2.3.2 Extraction liquide/liquide

[.2.3.2.1 Principe

L'extraction liquide-liquide (LLE) a été I'une dgmzemiéres méthodes de préparation de
I'échantillon a étre utilisées pour I'analyse detmeas biologiques. La LLE est basée sur le
partage des analytes entre deux phases liquidesnismibles qui sont en général une phase
aqueuse (sang, urine, salive...) et une phase onganlgprsque les deux phases sont en
contact, un équilibre de partage de I'analyte Areetiés deux phases se met en place. Pour
obtenir des rendements d’extraction élevés, plusiggarameétres peuvent étre optimisés
comme le pH de la phase aqueuse, la nature dusda@xtactant et le volume de chacune des
deux phases [88]. En général, le volume du soleegdnique est plus important que celui de
la phase aqueuse, tout d’abord car le rendemettiéstiquement plus important, mais aussi
parce que cela permet de réduire le risque d’éonssiui est I'un des inconvénients majeurs
de la LLE appliquée a des matrices biologiqueseftet, pour favoriser la diffusion du soluté
au sein de chague phase, il est nécessaire denBlanger les phases liquides par agitation, et
ceci peut créer des émulsions qui entrainent deespele rendement. Pour casser une
émulsion il est possible d’ajouter des sels danghkse aqueuse, de filtrer ou de centrifuger
les phases liquides. L'utilisation d’adsorbantsapels permet aussi de piéger I'échantillon
aqueux pour faire de la LLE assistée par suppditiesoLa phase organique est ensuite
appliguée sur cette cartouche, l'extraction ligdidaide s’effectuant au cours de la
percolation de la fraction organique qui est emsuécupérée [14]. La LLE assistée par
support solide permet donc de simplifier et autéseata LLE sans avoir a séparer les phases
et dans un temps assez court.
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Considérant que 'analyte qui se trouve initialetr#ens la phase aqueuse doit se solubiliser
dans la phase organique, il doit se retrouver pabfément sous forme non ionisée. Donc le
pH de la phase aqueuse doit étre ajusté en fondesnpropriétés de I'analyte cible. Il est
aussi possible d'ajouter des réactifs qui permetteformation de paires d’ions pour contrer
les charges du composé ionisable. L’addition de dahs la phase aqueuse peut aussi réduire
la solubilité des composés dans celle-ci, favotisampartage vers la phase organique, mais
dans le cas de la LLE pour des matrices biologigessjuantités de sels dans les échantillons
sont déja assez élevees. Finalement, le choix lWargoorganique constitue le parametre le
plus important pour la LLE. Ce choix dépend de d&ulsilité et de la polarité du ou des
analytes cibles. Un large choix de solvants egiatible. Les propriétés a tenir en compte
pour ces solvants sont leur polarité, leur soltétians I'eau qui doit étre faible, et leur point
d’ébullition, qui doit aussi étre faible dans lesaune éventuelle évaporation permettant de
concentrer I'extrait. Pour la polarité du solvasite doit idéalement étre proche de celle de
I'analyte cible, ce qui permet sa solubilisatioraidpour obtenir une meilleure sélectivite, le
solvant le plus apolaire pouvant solubiliser la éeale cible doit étre utilisé, réduisant ainsi
I'extraction d’interférents plus polaires. Les priépés d’'un solvant organique peuvent étre
modifiées par I'ajout d’'un solvant ayant une hydrolpie différente pour mieux solubiliser les
molécules cibles. Les solvants les plus courammgiigés sont des solvants chlorés ou des
hydrocarbures.

Un des avantages principaux de la LLE pour 'araly®chantillons biologiques, est qu'elle
permet en parallele la dénaturation des protéihés préconcentration des analytes lors de
I'étape d’évaporation du solvant organique et geise avec un faible volume de solution. Il
a été démontré que les extraits ainsi obtenus g@énsouvent moins d’effets de matrice lors
de leur analyse par LC-MS [89]. La LLE est égalemare méthode facile de mise en ceuvre
avec un appareillage assez simple, elle reste doec méthode largement utilisée pour
'analyse de traces dans des milieux biologiquespe@dant, par principe, la LLE est assez
limitée lorsqu’il s'agit d’extraire des composédgies de matrices biologiques aqueuses car
ils ont une affinité plus importante pour I'eau queaur les solvants organiques non miscibles
avec l'eau utilisés pour la LLE. En plus, dans amfat classique, I'importante quantité de
solvant utilisée, et I'utilisation de solvants alde peuvent étre nocifs pour I'environnement.

1.2.3.2.2 Application a I'analyse de la cocaineletses métabolites

Pour l'analyse de la cocaine et de quelques-unsedemétabolites la procédure de LLE
consiste généralement a une alcalinisation de diétlion pour neutraliser les groupements
amine des molécules et ainsi favoriser le partagys e solvant organique, suivie d’'une
extraction dans un solvant organique et des foi@néne contre-extraction dans un solvant
aqueux acidifié. Plusieurs solvants ont été usligéur la LLE de la cocaine et ses métabolites
d’échantillons biologiques, le Tableau I- 3 présemielques exemples.
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Bi'!lﬁ)t ;Ii((:qeue Analytes pH Solvant organique VT:WZ::) Rendement Source
dichloromethane 1,2- om oar
COC (BZE) 9 dichloroethane heptane Toxi P 94,9% [59]
. . oxitube
isopropanol (Toxitubes A)
Extraits de Ext 1 - chloroforme :
cheveux COC, BZE, EME, isopropanol : n-heptane Ext1:2/5
COCAE et autres 84 50:17:33 Ext2:1/2 n.m. [44]
drogues Ext2-HCI0,2M Ext3 :1/1
Ext 3 - chloroforme
COC (BZE) gg | ISopropanl: chioroforme | 4y 985% [59]
Ext1: hexane 0,2 % alcool .
Cocagfi;a%?&AE et 9,7 isoamylique ;X);t; ,'11/255 71,4% en moyenne [56]
Ext2: HCI0,1 M '
Plasma COC, BfE NQRCOC et 9 isopropanol chloroforme 1/4 nm. [90]
étamine 1.9
56,6% BZE
0,
00C, B2, NORG0Cet | 6 chloroforme 1115 ; Jﬁ,f O [91]
67,0% COCAE
dichloromethane 1,2- 69% BZE
Salive CO(;,UE(fSEagOEgE ot 9 dichloroethane heptane %ﬁnﬂ 86% COC [63]
9 isopropanol (Toxitubes A) 95% COCAE
81% COC
COC et COCAE n.m. hexane 1/3 81% COCAE [58]
(A) 70% COC et
Isopropanol :chloroforme NOtRZCOI/O,SOLI;OB"/EﬁgE
COC, BZE, NORCOC, | 4 (A) 0:100 6 B 70,
. NORBENZ (B) 15:85 (B) 70% COC, BZE et [62]
Sérum NORCOC, 40%
(C) 40:60 !
NORBENZ
(C) n.m.
COC, BZE et
COC, BZE, NORCOC, 9 chloroforme : éthanol 116 NORCOC (70 a 80 %) 2]
NORBENZ 87,5:12,5 NORBENZ (34 a
40 %)
0,
i
(LLE COC, BZE, EME, 9 Acetate d'éthyle 115 81% EME [14]
assistée COCAE, NORCOC 0
Extrelut NT3) 86% COCAE
83% NORCOC
Urine CcoC 8 éther de pétrole 1,51 48,8% [93]

Tableau I- 3 : LLE de la cocaine (COC) et de sembudites dans des échantillons biologiques
(n.m. = non mentionng).

Le solvant le plus utilisé semble étre le chlorofer mais il nécessite I'ajout d’'un peu
d’alcool (éthanol ou isopropanol) pour I'obtentide rendements optimaux, en particulier
dans le cas des métabolites les plus polaires [B2].plus, la BZE, par son caractére
amphotere, n'est pas soluble dans le chloroformancdl’ajout d’'un alcool permet
d’augmenter sa solubilité pour pouvoir I'extraiB®]. Le pH de I'échantillon doit en plus étre
dans tous les cas ajusté entre 8 et 9 pour gugrdepements amine de la cocaine et de ses
métabolites se retrouvent plutdt déprotonés, cdamilite leur extraction.

[.2.3.3 Extraction sur phase solide
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1.2.3.3.1 Principe de I'extraction sur phase solide

L’extraction sur phase solide (SPE) est une méthitedpréparation de I'échantillon fondée
sur un principe similaire a celui de la HPLC. LaESEst en effet basée sur le partage de
composés entre une phase liquide, I'échantillon,(eane, plasma...), et une phase solide, un
adsorbant. Tout comme la LLE, la SPE permet I'etioa d’analytes cibles de matrices plus
ou moins complexes, mais par rapport a la LLE,R& Stilise moins de solvant, elle est plus
rapide a mettre en ceuvre, elle est plus divergifarda variété des adsorbants et des formats
disponibles. Elle est, de plus, facilement autosadie, et permet d’obtenir souvent de
meilleurs taux de récupération [94]. Le principda@&PE est illustré dans la Figure I- 7.

6 & O O

f1td

Conditionnement Percolation Lavage Elution

*  Analytes

. } Interférents

Figure I- 7 : Principe de I'extraction sur phaskdso(SPE).

Le processus d’extraction comporte quatre étapeprdmiére étant le conditionnement de
'adsorbant. Dans cette premiére étape, I'adsorbantmouillé par un solvant et les sites de
rétention sont ainsi activés. En général, poumalfi conditionnement, le solvant utilisé doit
avoir des caractéristiques de polarité et de pHokates a celles de I'échantillon a percoler
[95]. La deuxieme étape consiste a la percolatien’éhantillon liquide sur le support
contenant I'adsorbant. Lors de cette étape, I'dusarutilisé doit retenir les analytes cibles et
éliminer les interférents non retenus. Le volumécHantillon a percoler est variable et
dépend des facteurs d’enrichissement recherchétypeud’échantillon utilisé et donc de sa
disponibilité, et des analytes cibles. Dans le dad’analyse de matrices biologiques, les
volumes sont assez restreints et ils sont dontdidré de quelques millilitres, contrairement
aux matrices environnementales, comme I'eau usdesouolumes peuvent atteindre le litre.
Suite a la percolation, du fait de la complexité detrices biologiques, quelques interférents
peuvent étre retenus sur I'adsorbant. Donc laiénmis étape, le lavage, a pour objectif
d’éliminer ces interférents faiblement retenus. kelrants utilisés pour cette étape doivent
avoir un faible pouvoir éluant pour €éluer les iféegnts sans €luer les analytes cibles. Dans la
derniere étape, I'élution, les composeés cibles déabrbés par un faible volume de solvant de
force éluante suffisante pour rompre totalementinésractions entre les molécules cible et
I'adsorbant.
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Chacune des différentes étapes de la SPE doibptimisée de fagcon a obtenir des taux de
récupération optimaux avec une bonne sélectivitér pes analytes cibles. Le choix de
'adsorbant est primordial pour le succes de lastion. Le premier parametre a tenir en
compte est la nature de la matrice étudiée. En, gftair les matrices biologiques de nature
agueuse, telles que le sang, l'urine et la salivest préférable d’utiliser des adsorbants
apolaires pour lesquels I'eau est le solvant lensi@luant [95]. Le deuxiéme critere pour le
choix de I'adsorbant est la nature du soluté. ltantén du soluté doit étre forte pour obtenir
des rendements proches de 100 %. Pour évaluetelatioh, I'approche la plus simple est
celle d’assimiler le processus d’extraction a uacpssus de séparation en LC. Il est donc
nécessaire de choisir un adsorbant pour lequekkedr de rétention k de I'analyte soit éleve.
Pour la suite du développement de la SPE, il estgsaire de définir les volumes utilisés
pour chaque étape ainsi que la quantité de phaserstaire. Lors de la percolation, le
volume minimal d’échantillon a percoler est doniaé la concentration de I'analyte ainsi que
par le niveau de concentration a atteindre poueedans les limites de détection du systéme
analytique. Cependant, a partir d’'un certain volyreecolé, les analytes risquent d’étre élués
par le solvant de percolation entrainant une ctuteendement d’extraction. Ce volume est
appelé volume de fin de fixation {Vet il est lié aux propriétés physico-chimiques de
'analyte ainsi qu’a la nature de l'adsorbant [94és volumes de percolation et de lavage
doivent donc étre définis en tenant compte dpdadr éviter de I'atteindre et donc d’avoir des
pertes de rendement. Un autre paramétre a terdorpte est la capacité du support qui est
en effet définie comme la quantité d’analyte quitp&re retenue sur le support d’extraction.
Si lors d’'une extraction la capacité est dépassée,partie de I'analyte ne sera pas retenue.
Pour éviter d’avoir ce probleme, la quantité d’abbant peut étre augmentée. Il est aussi
possible de choisir une phase de méme nature nvais ane surface spécifique plus
importante. Dans le cadre de I'analyse de traces das milieux complexes, il est tout de
méme rare d’atteindre la capacité des supporisagicompte tenu des faibles concentrations
fixées.

1.2.3.3.2 Les modes opératoires pour la SPE

La SPE peut étre réalisée de deux facons: sodletoent dissociée de l'analyse
chromatographique, donc en différé, soit coupldéa @méthode chromatographique, donc en
ligne.

Dans un protocole de SPE en différé, la fractiodlufion est collectée et éventuellement
évaporéee ou diluée de facon a étre compatible Everethode d’analyse qui s’en suit. La
phase stationnaire peut étre contenue dans uraiche, ou incorporée dans la matrice d’'une
membrane de filtration (disques), ou dans une @&fipuits, ou encore dans des embouts de
pipettes [95]. Les différents formats sont présesté la Figure |- 8.
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\,

Cartouche Disque Flaque 96- puits Embout de pipette Pré-colonne

Figure I- 8 : Formats disponibles pour la SPE.

Dans le format le plus couramment utilisé la phat#ionnaire est contenue dans une
cartouche en polypropyléne ou en verre entre detigsf. En général, les particules de phase
stationnaire ont une taille comprise entre 40 uB0gim et les cartouches disponibles dans le
marché ont une taille allant de 1 mL a plusieurgaiees de millilitres avec des quantités de

phase allant de 30 mg a 500 mg [94, 95]. Pour Keseade matrices biologiques les volumes

utilisés sont assez faibles, en général les cdramutes plus utilisées sont celles de 1 mL a
5 mL. Les liquides peuvent étre percolés danst@wehe par gravité, mais pour la régulation

du débit il est possible d'utiliser une pressiorsipee en poussant le liquide du haut des

cartouches ou une pression négative en utilisampompe a vide.

Les disques sont des membranes en fibre de verem @olytétrafluoroéthyléne (PTFE) qui
contiennent des particules d’adsorbant imprégnéesdiametre des disques est plus grand
que celui des cartouches, permettant ainsi d'atildes débits plus élevés. Ce format est
particulierement adapté pour I'analyse de grandsmes d’échantillon, il n’est donc pas
vraiment intéressant pour I'étude dans des mathia#sgiques.

La SPE a été introduite dans un format en plagupu®§ dans les années 1990 et elle a
contribué a I'obtention d’un tres haut débit d'aisal souvent nécessaire dans le domaine de
I'analyse de traces dans des matrices biologidDass le format en plaque 96-puits, chacun
des 96 réservoirs contient une faible quantité sbaoiant (5 mg a 60 mg) et les volumes sont
de 1 mL & 2mL. La SPE dans ce format peut étreséead’'une facon partiellement ou
totalement automatisée grace a l'utilisation deotsbassurant les différentes étapes de
I'extraction puis le transfert dans le systéme ohatographique. D’ailleurs, il existe aussi ce
type de systemes pour la prise en charge de cadsute format utilisé dans des embouts de
pipettes est une alternative aux plaques 96 phitseffet, la phase stationnaire est intégrée
dans des embouts de pipette et I'extraction estgpauite mise en ceuvre par I'aspiration a
travers le cone de la pipette. Ce type de systesné &re pris en charge par des robots, et
donc son utilisation est automatisable. De plusvidames morts et les quantités de phase
stationnaire y sont réduits permettant d’obteng f@dbles volumes d’élution.

La SPE en différé présente I'avantage d’avoir uramde flexibilité de formats, de quantités
de phase stationnaire, de volumes a percoler gfpgs d’adsorbants pouvant étre utilisés. De
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plus, il n’existe pas de problémes de compatibéitéc I'étape de séparation car les fractions
obtenues peuvent étre évaporées et reprises gaitéaavec un solvant adapté a la méthode
d’analyse. Cependant, la méthode en différé préskimconvénient d’étre sujette a des
risques de contamination pendant les différentmsest a des pertes pendant I'évaporation, et
de conduire a une trop faible sensibilité due @ajdétion d'une fraction de I'extrait. Ces
inconveénients peuvent étre évités par l'utilisatitune méthode en ligne.

Pompe Colonne
-
,.4]: |
\\. Pompe
Echantillon s
Précolonne E =
[ %
Poubelle & &
Chargement Phase mobile
Pompe Colonne

Pompe

Analyse

Phase mobile

Figure |- 9 : Représentation schématique du coepdagligne. Les connexions des liquides sont
représentées en bleu pour la position de chargeshentrouge pour la position d’analyse
(adapté de [96]).
Le couplage en ligne de la SPE avec I'HPLC est mppdans les années 1980. La SPE en
ligne est basée sur la commutation de colonnesridiessement et d’analyse par
I'intermédiaire d’une vanne a 6 ou 10 voies (Figlir®). L’adsorbant est contenu dans une
pré-colonne insérée entre deux voies de la vanrmaenutation. Les pré-colonnes doivent
étre résistantes a la pression pour supporterdplage a une pompe HPLC et elles doivent
avoir des petites dimensions pour limiter I'élasgisient des pics. Le protocole d’extraction
en ligne est semblable a celui réalisé en difféide premiére pompe permet de réaliser les
étapes de conditionnement, percolation et lavageql® la vanne est en position de
chargement. Les volumes sont contrblés grace atietéd temps utilisés pour chaque étape.
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En basculant la vanne en position d’analyse, ls@hmaobile est poussée par une deuxieme
pompe vers la pré-colonne d’enrichissement, erardiinsi les analytes vers la colonne

analytique pour leur séparation. En général, letagmmse fait en mode de rétrobalayge (back
flush), donc en faisant I'élution dans le sens isgale la percolation. Ceci permet de réduire
I'élargissement des pics en plus d’assurer lemsfeat rapide.

L’extraction en ligne conduit a une méthode plussgge pour un méme volume percolé que
la méthode en différé car la totalité des compesésits par le support sont analysés. Enfin,
la SPE en ligne peut étre totalement automatiségard I'analyse plus répétable. Néanmoins,
le couplage en ligne de la SPE présente deux tioiis D’une part, pour éviter de réduire
I'efficacité de la méthode de séparation, la qué@rnte phase stationnaire de la pré-colonne est
assez limitée. Donc, si la rétention des analytest pas suffisante, il peut étre nécessaire de
changer d’adsorbant. D’autre part, le couplage daecolonne analytique nécessite d’'une
bonne compatibilité entre les deux phases statimmsi&En effet, la phase mobile doit assurer
en méme temps une désorption efficace des analjles de la pré-colonne et une séparation
efficace dans la colonne chromatographique. Ce tigpenontage est adapté a I'analyse de
traces dans des matrices biologiques, mais cesntidies apportent des contraintes
supplémentaires pour la SPE en ligne car les preséjju’ils contiennent peuvent obturer les
pré-colonnes et générer de fortes pertes de chiaegt.donc nécessaire de s’affranchir de ces
protéines soit par une étape supplémentaire depfiedon, soit en utilisant des adsorbants
congus pour I'élimination des protéines.

1.2.3.3.3 Les phases stationnaires utilisées pamalyse de matrices biologiques

La majorité des supports s’appliquent a tous typéshantillons [94, 97], mais si de grandes
quantités de phase sont utilisées pour I'analyse@mementale compte tenu des importants
volumes percolés, les volumes réduits des fluidetodiques conduisent a des formats
réduits [88]. Néanmoins, la présence d’interférenggeurs comme les protéines a conduit a
de nouveaux développements ces dernieres année<tlpoiner celles-ci [98]. Quelques
adsorbants utilisés pour I'analyse de la cocairsegimétabolites dans les fluides biologiques
sont présentés par la suite. En ce qui concernen@&gces environnementales, notamment
I'analyse des eaux, les teneurs de cocaine etsdensdytes sont assez faibles ce qui nécessite
de disposer de supports adaptés a la percolativoldmes importants d’échantillon [37].

Le Tableau I- 4 présente quelques applicationsad8RE a I'analyse de la cocaine et ses
métabolites dans diverses matrices biologiquessi ajne dans des eaux. Les quantités
d’échantillon utilisées dépendent fortement dedture de la matrice étudiée ainsi que de la
sensibilité des détecteurs et du mode opératoite 8PE utilisés.
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Matrice Composés Nature, nom commercial et format de I'adsorbant | Analyse (?:iat:wat:;e Rendement Source
Bile COC, BZE et EME Siice mixte hydrophobe (C8) et echangeurde | o | gy 74% COC, 91% BZE, 84% EME [99]
cations. Bond Elut Certify (n.m.)
Extraits de cheveux [ COC, BZE, COCAE etautres | . o oee 018, Chromabond C18 (3mL, 200mg) | GC-MS | 50 mg nm. [46]
aqueux ou en drogues
méthanol repris en COC, BZE, EME et autres Silice mlxt.e hydrophobe (C8) gt échangeur de LCMS | 2050 mg 98% COC, 99% BZE, 79% EME 130]
tampon aqueux drogues cations. Bond Elut Certify (n.m.)
. . . . eau pure: 100% BZE, 90% COC. Eau
COC, BZE et autres drogues | OPOVMere apﬁ'fg‘?sﬁt)z\g%niy;m"do”e' Oasis | | cms | 100mL | de surface: 95% BZE, 0% COC: eau |  [37]
 £7UM usée: 92% BZE, 86% COC
COC, BZE, COCAE et autres Mixte copolymere apolaire PS-DVB-Pyrrolidone et o - ero ARo
drogues échangeur de cations. Strata XC (6mL, 200mg) LC-MS 500 mL 53% BZE; 6% COC; 5% COCAE 121
Eau de surface et eau de surface: 90%COC, 70%
eaux usées COCAE, 103% BZE, 92%
COC, BZE, COCAE, Mixte copolymére apolaire PS-DVB-Pyrrolidone et NORBENZ, 73% NORCOC Effluent
NORCOC, NORBENZ et Joe :’ur‘ée Catiof]s oo MCX (G;L t5mg) | LCMS | 80mL | 109%COC, 78%COCAE, 120%BZE, | [100)
autres drogues g ' » 190Mg 80%NORBENZ, 76%NORCOC
Influent: 87%COC, 85%COCAE,
50%NORBENZ, 73%NORCOC
Digestat aqueux de Mixte copolymere apolaire PS-DVB-Pyrrolidone et 0 0
cordon ombilical COC, BZE et autres drogues échangeur de cations. Strata XC (3mL, 60mg) LC-MS 2mk 109% COC, 86% BZE 136]
Y Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
Humeur vitrée COC, BZE et EME . . GC-FID 200 pL 72% COC, 92% BZE, 88% EME [99]
cations. Bond Elut Certify (n.m.)
0, 0 0,
Extrait en COC, BZE, EME, AEME, 54% COC, 93% BZE, 42% EME,
. n , 65% AEME, 15% ECG, 13%
acétonitrile de ECG, NORBENZ, mHBZE, Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
. . . GC-MS 39 NORBENZ, 24% mHBZE, 65% [21]
muscle repris en COCAE, NORCOC, cations. Bond Elut Certify (10mL, 130mg)
tampon aqueux NORCOCAE COCAE, 40% NORCOC, 28%
ponaq NORCOCAE
Extrait en méthanol Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
d'ongles repris en COC, BZE et NORCOC . yarop . g GC-MS 5mg 68% COC, 79% BZE, 80% NORCOC [35]
cations. Bond Elut Certify (n.m.)
tampon aqueux
Plasma COC, BZE et autres drogues | Silice greffée C18. Chromabond C18 (3mL, 200mg) | LC-MS 1mL n.m. [101]
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COC, BZE, COCAE et autres Silice mlxtg hydrophobe (C8) gt échangeur de LC-UV 1mL 69% COC, 60% BZE, 89% COCAE 152
drogues cations. Bond Elut Certify (n.m.)
Copolymere apolaire PS-DVB-Pyrrolidone. Oasis 0
BZE et autres drogues HLB (1x50mm, LPS 30um) LC-MS 60 pL 47% BZE [102]
Plasma/ COC, BZE, COCAE, Copolymeére apolaire PS-DVB-Pyrrolidone. Oasis
, methylECG, et autres LC-MS 100 pL n.m. [50]
sérum/sang HLB (20x2,1mm, 25um)
drogues
COC, COCAE, NORCOC,
NORCOCAE, BZE, Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
NORBENZ, mHBZE, pHBZE, cations. Clean Screen DAU (10mL, 200mg) GC-MS nm nm. 9]
Sang
EME, entre autres
Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de 0 o
COC, BZE et autres drogues cations. Isolute Confirm HCX (3mL, 130mg) LC-MS 500 pL 83% COC, 91% BZE [87]
Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de i
Sai COC, EME, AEME et COCAE cations. Isolute Confirm HCX (3mL, 130mg) GCMS 500 uL n.m. [42]
alve COC, BZE, EME, COCAE et Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de oS L 89% COC, 63% BZE, 30% EME, 03]
autres drogues cations. Bond Elut Certify (n.m.) i 95% COCAE
S”e:tlf]x;rva;ieudn”” COC, BZE, EME, AEME et Siice mixte hydrophobe (C8) et échangeurde | | o | & 16nglpatch: 103% COC, 1% BZE, |
P autres drogues cations. Clean Screen DAU (10mL, 200mg) i 95% EME, 99% COCAE
tampon aqueux
COC et BZE Silice greffée C18. Alltiggl?n[:)s C18 (20x4,6mm, 35- LC-UV 50 L 96% COC, 95% BZE [104]
COC, BZE, COCAE, Copolymére apolaire PS-DVB-Pyrrolidone. Oasis
methylECG, et autres ) LC-MS 1L n.m. [50]
. HLB (pré-colonne 20x2,1mm, 25um)
Urine drogues
Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
COC, BZE et COCAE cations. Li-Chrolut TSC (200mg) LC-Uv 2mL n.m. [18]
Silice mixte hydrophobe (C8) et échangeur de
COC, BZE et autres drogues cations. Bond Elut Certify (n.m.) GC-MS 1mL n.m. [43]

Tableau I- 4 : Conditions d’extraction utiliséesupte traitements de divers échantillons biologgjbasés sur I'extraction sur phase solide (meth@EC
méthylecgonine, n.m. : non mentionné, MS : specaftamde masse, FID : détecteur a ionisation derfla, PS-DVB : polystyréne-divinylebenzéne).
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» Silices greffées par des greffons de chaines Hea(k38, C18)

Ces supports permettent d’extraire les composédéscpar interactions de type hydrophobe,
donc ils retiennent des molécules faiblement pedait’ajout d’un tampon dans I'échantillon
est souhaitable lors de I'extraction de composéssables comme la cocaine et ses
métabolites. Ce type de support a déja été utilgrs I'extraction de la cocaine et ses
métabolites dans l'urine [19, 101, 104], le pladdty 101], et les cheveux [46], donc pour le
traitement de petits volumes ne nécessitant pas alofort pouvoir de rétention méme pour
les métabolites.

e Copolymeres apolaires

Souvent composés de styréne et divinylbenzene (D¥B3 polyméres, par leur nature
apolaire, mettent en jeu des interactions hydropbgius importantes que les silices greffées
C18, mais aussi des interactiatig. lls ont 'avantage d’étre plus stables par rappor pH
que les silices greffées n-alkyle et ils ont dedfases spécifiques plus importantes donc
encore un meilleur pouvoir de rétention pour desémdes polaires. Il existe parmi ce type
de supports, des polyméres fonctionnalises comnt@asls HLB (fonction N-
vinylpyrrolidone) qui sont moins hydrophobes et garmettent une meilleure mouillabilité
pour un meilleur contact avec des échantillons axqu®’ailleurs, ce type d’'adsorbant a
souvent été utilisé pour l'analyse de la cocainaleetses métabolites dans des milieux
biologiques comme le plasma/sérum/sang [50], l&ifiB0], mais aussi dans les eaux usées
[37, 54], sa plus grande hydrophobie permettapelaolation de volumes d’échantillon plus
éleves.

* Adsorbants a mode de rétention mixte

Il s’agit de supports qui permettent de dévelomfmrx types d’interactions : des interactions
de nature hydrophobe via une matrice polymériquarogreffon hydrophobe de type C18 et
des interactions électrostatiques via la fonctitieagon du support par des motifs acides
(COQ, ...) ou basiques (N§, ...). Ce type de support est particuliérement a&layatur
'analyse de traces de molécules ionisables damsndieux biologiques car il permet de
concentrer les composés recherchés et d’éliminerinmportante quantité d’interférents en
jouant sur ces différents types d’interactions. Eepports mixtes ont largement été utilisés
pour l'analyse de la cocaine et ses métabolitex awvee chimie mixte combinant des
interactions hydrophobes et un échangeur de catasnombreuses applications existent
pour le sang [19, 21, 52, 64, 87], l'urine [18, P4, 43, 64, 105], les cheveux [30, 31, 51,
106], la salive [42, 64, 103, 107, 108], la sue4]] la bile [99], I'humeur vitrée [99], le
muscle [21], les ongles [35] et dans les eaux ud&e <88, 100, 109].
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* Phases stationnaires a acces restreint (RAM)

Il s’agit d’adsorbants qui associent un meécanisrexatusion stérique de molécules de
grande taille, notamment des protéines, avec uranigoe de partage pour la rétention de
petites molécules. En effet, ces particules présgnine barriere pour les macromolécules qui
peut étre physique (par la taille des pores) omithie (par un réseau de polymere hydrophile
ou de protéines en surface de la particule). Léasarinterne de la particule est quant a elle
greffée avec des groupements qui peuvent générsr iteractions hydrophobes ou
électrostatiques [98]. Ce type d’adsorbant estqudiérement adapté a I'analyse de traces de
petites molécules dans des échantillons biologigoeisqu’il permet I'élimination des
protéines, mais a ce jour, aucune étude ne sembieporté sur I'utilisation de ces supports
pour la cocaine et ses meétabolites. De plus, cpposts sont chers et sont disponibles
uniguement sous forme de pré-colonnes pour un ageple la SPE en ligne.

e Supports a particules de grande dimension (LPS)

Ce type d’adsorbants, comme leur nom l'indique feshé des particules de grand diamétre
(30 um a 50 um) qui permettent I'application deidede phase mobile élevés sans pour
autant générer de fortes pertes de charge [98]of3rde I'utilisation d’'un débit élevé, le flux
tend vers un régime turbulent (forces d’Eddy),e=t conditions ne permettent pas la rétention
des macromolécules alors que les petites molécsbes retenues par des interactions
hydrophobes et/ou électrostatiques selon la nateirda phase. Des LPS ont été utilisés pour
'analyse de la BZE dans le plasma [102, 110]. &mdications reposent sur 'utilisation d’un
support Oasis et pour I'application de débits &escontrolés, I'extraction a été réalisée en
ligne.

* Les monolithes

Il s’agit de phases continues poreuses qui sonérgéament synthétisées in situ dans une
colonne, ou dans des capillaires [111]. Les madmeditsont caractérisés par un réseau poreux
constitué de macropores (>50 nm) et de mésoporB8 (2n). Les macropores donnent une
grande perméabilité a ce type d’adsorbants, et tlsnmonolithes sont adaptés a I'utilisation
de hauts débits comme les supports LPS permetiast déliminer les macromolécules. Une
grande surface interne est obtenue par la présdacenésopores, ce qui permet aux
monolithes d’avoir des capacités de rétention saiffies. L’application de ce type de support
en SPE remonte a la fin des années 1990, maisififisation est encore assez limitée par le
mangue de diversité de supports commerciaux. Auappécation ne semble a ce jour porter
sur l'utilisation de ces phases stationnaires pjanalyse de la cocaine et ses métabolites.

Malgré les progres considérables dans le développede phases stationnaires pour la SPE,
les supports présentés jusqu’ici conduisent a wieaation des analytes basée sur des
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interactions non-spécifiques et donc a la co-ektrad’interférents de polarités proches des
molécules cibles, ce qui peut nuire a la détectdans certains cas, une extraction plus
spécifiqgue est souhaitable et il existe plusieypes$ d’adsorbants permettant d’extraire les
composés par un mécanisme de reconnaissance naiéalg I'analyte pour donner lieu a

une SPE trés sélective.

1.2.3.4 Ouitils biologiques pour I'extraction sélece

Pour obtenir une meilleure sélectivité lors dut&naient de I'échantillon, 'utilisation d’outils
biologiques mettant en ceuvre un meécanisme de igtefiasé sur la reconnaissance
moléculaire est envisageable. Il s’agit des anpsomais aussi des simples brins d’acide
désoxyribonucléique (ADN) et d'acide ribonucléiqU&RN) appelés aptameres qui
permettent par greffage de produire des immundesgtligoadsorbants respectivement.

1.2.3.4.1 Les immunoadsorbants (1S)

Les immunoadsorbants (IS) sont des supports sadidielesquels sont greffés des anticorps.
La rétention de l'analyte cible est alors basée dms interactions spécifiques anticorps-
antigéne. Les anticorps, ou immunoglobulines, st@# protéines dont certaines séquences
sont variables et qui forment un complexe antigamieorps grace a des interactions de type
hydrophobes, électrostatiques, et liaisons hydreg&ette complémentarité fonctionnelle
s’accompagne d'une complémentarité stérique donhemta des sites de reconnaissance
moléculaire trés spécifigues de I'antigene au skEnl'anticorps [112]. La formation du
complexe antigene-anticorps est réversible et @eatmodulée par des variations du pH ainsi
gue par ajout de solvant organique dans la sol|id8]. L utilisation des IS se fait de la
méme maniere que pour les autres adsorbants siis&PE, donc avec les mémes étapes de
conditionnement, percolation, lavage et élution,ismavec des solutions principalement
aqueuses pour éviter de dénaturer les anticorppexpour I'étape d’élution.

Les IS sont congus pour une extraction sélectigatefois un anticorps peut avoir des
interactions importantes avec d’autres composésteture proche de celle de l'analyte
cible, c’est ce que I'on appelle la réactivité sem. Cette réactivité croisée est intéressante
pour I'analyse d’'un groupe de molécules de strestyproches, et peut étre exploitée pour
'analyse de traces de drogues et de leurs métabalans des matrices biologiques. Dans le
cas de I'analyse de la cocaine et ses métabalitegste des anticorps dédiés a la cocaine et a
la BZE, mais ils sont plutdt consacrés a la conoapd’immunoessais qui est une technique
courante pour le dépistage de la cocaine dans deges biologiques [27, 33, 114]. Malgré
limportante sélectivité des IS, leur développemesdt assez long et couteux. Ces
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inconvénients ont mené a la recherche d’autregnaliges comme le développement de
supports a base d’aptameres.

1.2.3.4.2 Les oligoadsorbants (OS)

Un nouveau type d’adsorbants sélectifs basé stilidation de séquences d’oligonucléotides
(20 a 60 nucléotides) sélectives envers une maéhble a été développé récemment [115].
Ce type d’adsorbant est appelé oligoadsorbant (O&). brins simples d’ADN ou ARN
spécifiqgues d’'une molécule cible sont nommés demagres. lIs sont obtenus par un procedeé
de sélection itératif appelé SELEX (Systematic Htioh of Ligands by Exponential
Enrichment) [116, 117]. Il s’agit d’'une méthode qarmet de sélectionner, parmi un grand
nombre de séquence (F1)) celles qui présentent une forte affinité pourralécule cible.
Cette affinité est basée sur des interactions dmtneolécule cible et les nucléotides qui sont
accrues par le repliement de la séquence. Les emanont la propriété de se lier a leur
molécule cible avec une affinité pour certains, esti comparable a celle des anticorps. De
plus ils ont 'avantage de résulter d’'un mode dmdpction plus simple que les anticorps, qui
permet de faire une sélection dans des milieux ploysiologiques a la difféerence des
anticorps qui sont générés par le systeme immuomitdieur synthese est donc plus
reproductible, et aussi plus flexible car la systhéchimique des aptaméres permet
lintroduction de modifications dans les séquenpear améliorer leurs performances. Les
aptameres sont plus petits que les anticorps, powvariori donner lieu a de meilleures
densités de greffage pour les OS que les IS. Lisrapes ont trouvé plusieurs applications,
notamment dans le domaine de l'analyse pour laapadpn de biocapteurs, pour des
bioessais, pour des diagnostics cliniques, pourcHeomatographie d'affinité et plus
récemment pour la SPE sélective. En effet, mémessdéveloppements sont encore peu
nombreux pour I'extraction, les OS semblent présenn fort potentiel pour I'analyse de
traces dans des milieux biologiques.
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Figure I- 10 : Chromatogrammes HPLC-UV résultarts eixtraction de la cocaine d’'un échantillon
de plasma dopé aprés son extraction par un suppaventionnel C18 (A) et par un oligoadsorbant
ciblé pour la cocaine (B) (adapté de [118]).
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En effet, un OS a été développé au sein de ndicgdtoire (LSABM) avec un aptamere ciblé
pour la cocaine par greffage d’'un aptamére en #did sur de la sépharose activée CNBr
[118]. Ce support a été utilisé pour I'extractioe th cocaine d'un plasma dopé et le
rendement d’extraction obtenu était proche de 9&%6.la Figure |- 10 on observe que le
chromatogramme HPLC-UV obtenu suite a I'extractawec I'OS est beaucoup plus propre
gue lors de l'utilisation d’un support C18 conventiel.

Dans la suite de cette étude [115], 'adsorbanéaesté pour I'extraction de la BZE. Méme si
la BZE a une structure tres proche de la cocai@&, he présente aucune reconnaissance pour
ce métabolite montrant ainsi son importante séleéétvis-a-vis de la molécule cible et donc
un comportement différent de celui des anticorpslgké cette importante sélectivité,
'aptamere anti-cocaine a une constante de diggmtide I'ordre du micromolaire [119] et
donc son affinité est plus faible que celle dedcams. La conséquence de cette baisse
d’affinité est la limitation du facteur d’enrichea®ent quand I'aptamére est appliqué a la SPE
puisque les volumes de fin de fixation sont alot®irts plus rapidement. Finalement,
I'utilisation d’aptaméres comme outils biologiquess reconnaissance moléculaire est encore
assez restreinte car a ce jour il y a encore pewrids décrits notamment pour des molécules
de petite taille. Les applications pour I'extrantigélective sont donc a ce jour encore
fortement limitées sans I'aide de la biologie maléae.

1.2.3.5 Outils biomimétiques pour la SPE : les poigres a empreintes moléculaires (MIP)

1 — Principe

L’'impression moléculaire consiste a la formationsain d’'un polymere synthétique, de sites
complémentaires a une molécule cible en termesrdetsre et fonctionnalité. Le principe de
synthése des MIP est illustré dans la Figure |- 11.

Plusieurs approches sont possibles pour la syntdés#lP, mais la plus courante est
'approche non-covalente. En effet, dans cette agm, le monomere utilisé établit des
interactions de nature non-covalente avec la m@déempreinte. Initialement, la molécule

empreinte et le monomere fonctionnel forment un gexe dans un porogéne approprié ; ce
complexe est stabilisé par des interactions nomleotes de type liaison hydrogéne,
interactionst-nt ou liaisons électrostatiques, qui sont conserpéeslant la copolymérisation

avec un agent réticulant [120]. Des interactionstyfee métal-ligand peuvent aussi étre
exploitées pour I'approche non-covalente. La polysadion se fait généralement par voie
radicalaire et son initiation peut étre thermiquepbotochimique [121]. Aprés la synthése du
MIP, la molécule cible est éliminée par des lavagess, lors de I'utilisation du MIP pour
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'extraction sélective, les mémes interactions gae#les générées lors de la formation du
complexe molécule empreinte-monomere fonctionmglt alors exploitées.

1 v

Assemblage nan-covalent
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Modification covalente
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Figure I- 11 : Principe de synthése d’'un polyméesnpreintes moléculaires par différentes
approches : approche covalente (A), approche sewailente (B), approche non-covalente avec
formation d’interactions électrostatiques (C), fation d’interactions hydrophobes (D), et formation
de complexes métal-ligand (adapté de [122]).
D’autres approches basées sur des interactionsect®s, ou semi-covalentes du monomere
avec la molécule cible peuvent étre utilisées pausynthese de MIP. Pour I'approche
covalente, I'élimination de la molécule empreingé @us difficile car un clivage chimique est
nécessaire pour rompre les liaisons covalenteg émtmolécule empreinte et le monomeére
fonctionnel. En principe, I'approche covalente gérdes cavités spécifiques plus homogenes
et mieux définies car la molécule empreinte ests plortement liée aux monomeéres.
Néanmoins, la difficulté pour le clivage de ladian entre la molécule cible et le monomere
fonctionnel, ainsi que la cinétique lente de laoreolidation de cette liaison, rendent cette
approche difficile pour son application en SPE [123ans le cas d’'une approche semi-
covalente, le monomeére fonctionnel et la molécareinte forment des liaisons covalentes
avant et pendant la polymérisation, puis apréstrbetion de la molécule empreinte des
cavités, la rétention spécifique se fait par désractions non covalentes. Cette approche est
souvent difficile a mettre en ceuvre, ce qui restreon utilisation. De plus elle nécessite
souvent ['utilisation d’espaceurs qui compliquerdavaintage la synthése [122]. Finalement,
c’est bien I'approche covalente qui est la plusl@ixge pour I'application de MIP en SPE par
sa simplicité de mise en ceuvre, mais aussi paaddit€é de I'élimination de la molécule
empreinte en vue de son utilisation comme suppextmrction.
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2 — Mode de polymérisation par voie radicalaire

La plupart des synthéses de MIP se font par polgai#on radicalaire en chaine, qui est
d’ailleurs le mode de synthese le plus répandu pewsynthése de polyméres en général
[121]. Il est aussi possible de synthétiser desénztx imprimés a base de réseaux
inorganiques comme les silices, le procédé utpgmér leur synthése est alors un procédé sol-
gel basé sur des réactions d’hydrolyse et de caatien [124]. Néanmoins, dans le contexte
de cette étude, I'approche sol-gel n’a pas étéésud

La polymérisation radicalaire en chaine est caraé par trois étapes que sont l'initiation, la
propagation et la terminaison. Les radicaux libsesforment pendant I'étape d’initiation.
Celle-ci peut étre déclenchée par une radiationadge énergie ou par I'addition d’initiateurs
ou amorceurs qui sont des molécules capables deefodes radicaux libres par rupture
homolytique quand ils sont en contact de chaleearradliations électromagnétiques, ou par
réaction chimique [124]. Les initiateurs les pluaiamment utilisés lors de la synthese des
MIP sont les dérivés azoiques et les peroxydes.iritteurs peuvent former des radicaux
libres sous radiation UV a leur longueur d’ondebd@rption maximale, ou par chauffage. En
général, les initiateurs sont ajoutés en faiblentitéadans le mélange réactionnel a environ
1 % m/m par rapport aux monomeres. Suite a 'hoswlge I'amorceur, le radical produit
réagit avec le monomere pour former un nouveawahtibre qui agit comme un centre actif
primaire pour la suite de la réaction en chainevitesse d’initiation doit étre contrdlée car si
elle est trop élevée, une grande quantité de cendactifs est générée, ce qui entraine une
terminaison anticipée et I'obtention de polymeéredaible poids moléculaire. Au contraire, si
linitiation est trop lente, la réaction ne peutsp@ire activée dans un intervalle de temps
raisonnable. L'un des initiateurs le plus couramimeiisé en synthése de MIP est le 2,2’-
azobis(isobutyronitrile) (AIBN). Sa réaction d’hotyee peut étre déclenchée par radiation
UV aAmax = 345 nm ou thermiquement, souvent a une tempérdi60°C.

Apres linitiation, c’est I'étape de propagationi @ulieu. Lors de cette étape, il se forme une
chaine polymérique par la réaction d’addition denameéres a la chaine porteuse du radical.
La croissance de la chaine polymérique se fait & witesse trés supérieure a la réaction
d’initiation, ce qui entraine la formation de clesrpolymériques de poids moléculaire élevé
[121]. Les MIP sont des copolymeres réticulés,sil @onc nécessaire de tenir compte des
réactivités relatives des différents monomeéresgctfonnels et réticulants, au moment de
mettre au point une synthése pour avoir une bowmnepatibilité entre eux. A ce titre, le
mélange entre I'acide méthacrylique (MAA) et I'éryeglycol diméthacrylate (EGDMA) est
assez couramment utilisé pour la synthese de MIP.

Finalement, il arrive un moment ou les radicauxe#bréagissent pour former des liaisons
covalentes inactives en arrétant la propagaticsiadit de I'étape de terminaison. Cette étape
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peut se produire par différentes réactions : s tle la réaction entre deux chaines porteuses
de radicaux, soit par la réaction d’'une chainequsé avec un initiateur radicalaire, soit par le
transfert du radical a une autre molécule telle lgusolvant, un monomére, une molécule
d’initiateur, soit finalement par le transfert dadical a une impureté comme le dioxygéne.

3 — Choix des réactifs

Malgré la facilité de la synthése de MIP par appeoaon-covalente, I'obtention d'un
complexe stable est conditionnée par le choix dfé&&rehts réactifs.

* La molécule empreinte

Le choix de la molécule empreinte se fait en farctle la nature du/des composé/s a extraire.
C’est la structure et les fonctionnalités de cettdécule empreinte qui vont définir la nature
des interactions qui vont permettre la rétentiorseim des cavités spécifiques. Sachant que
lors de la synthése non covalente d’un MIP, desraations de type liaison d’hydrogéne,
électrostatiques ou hydrophobes de la molécule @ntpravec les monomeéres fonctionnels
sont recherchées, il est nécessaire que la moléenipreinte sélectionnée présente
suffisamment de fonctions chimiques dans sa streictfin de développer de telles
interactions. Il peut s’agir de la molécule cibleedtement ou d’'un analogue structural. En
effet, 'utilisation d’'un analogue structural pedfune part, diminuer les codts de synthese
lorsque la molécule cible est chére ou difficilesyinthétiser, et d’autre part, ceci permet
d’éviter les risques de relargage qui peuvent &neontrés avec des MIP obtenus par une
approche non-covalente [125]. Effectivement, I'éhation totale de la molécule empreinte
apres la synthése du MIP est souvent difficileegurert un grand nombre d’étapes de lavage
avec des solvants organiques ou méme avec degnsslacides ou basiques. Finalement, la
molécule empreinte choisie doit étre soluble darsolvant porogene, elle ne doit pas inhiber
la réaction de polymérisation et doit étre stabéasdles conditions de polymérisation
utilisées.

 Les monomeéres

Ayant choisi une molécule empreinte, il est nédessde sélectionner les monomeéres
fonctionnels qui permettront par la suite sa reassance spécifigue au sein du réseau
polymériqgue. Comme dans le cas de la molécule entprée monomere fonctionnel doit étre
soluble et stable dans le solvant de syntheseleléat, le monomére sélectionné doit
développer des interactions non-covalentes fortes éa molécule empreinte. Il est donc
nécessaire de prendre en compte les propriétéscpkgtimiques de la molécule empreinte.
Par exemple, si la molécule a des propriétés besjqdes interactions électrostatiques
peuvent étre recherchées en utilisant un mononuéretibnnel acide. Le MAA est souvent
utilisé dans ces cas-la. Le choix des monomerestitomels peut étre aussi basé sur des
approches combinatoires, de la modélisation madé@ylou I'utilisation de méthodes comme
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la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la sp@aétrie UV, pour mieux estimer la
force des interactions entre le monomere et la catdéempreinte, en plus d’estimer parfois le
ratio molaire entre le(s) monomére(s) fonctionnedfda molécule empreinte [126].

» L’agent réticulant

Pour obtenir un polymére réticulé, il faut utilisen plus du monomere fonctionnel, un agent
réticulant. Il s’agit d'un monomére qui a plus d’gmupe vinylique polymérisable, et qui
permet donc la formation de chaines polymériqueslim@aires. L’agent réticulant confére
une rigidité et une stabilité mécanique au polymérea ainsi un rdle capital pour la
stabilisation des cavités spécifiqgues du MIP. Liggeéticulant est en général ajouté en exces
par rapport a la molécule empreinte et au monorwéretionnel car un important degré de
réticulation permet de générer une structure maceyse au sein du polymére. Cependant, si
la quantité d’agent réticulant est trop importatee,cavités spécifiques pourraient se trouver
inaccessibles. Un ratio de 1/5 mol/mol entre le omére fonctionnel et I'agent réticulant est
utilisé assez couramment.

* Le solvant porogene

Le solvant porogéne a une trés grande importangelasynthese du MIP parce qu’il affecte
la morphologie de celui-ci. En effet il est a Igine de la formation des pores dans le
polymére macroporeux (d'ou le nom de porogéne). frepriétés et la quantité de solvant
utilisé permettent de moduler la morphologie duypwre ainsi que son volume de pores
total. La polymérisation dans un solvant qui estitiodynamiquement adapté, donne lieu a
une distribution uniforme de la réticulation etagfdrmation de pores de petite taille. Dans le
cas d'un mauvais solvant, la distribution est pinisomogéne, ce qui donne lieu & une
structure poreuse avec des pores de grande fa#legmentation du volume de porogene
augmente le volume poreux [124]. Le porogene aiaussrble fondamental sur la
stabilisation du complexe monomére fonctionnel/mwle& empreinte [125]. Considérant que
les interactions développées pour la formation eleamplexe sont principalement du type
liaisons hydrogéne, et/ou électrostatiques, il eamvde choisir des porogénes aprotiques et
plutbt apolaires car ces solvants permettent delisier ces interactions-la. En plus, le solvant
utilisé doit pouvoir solubiliser tous les réactifslisés pour la synthése du MIP. Parmi les
solvants utilisés couramment pour la synthese dd®> ME trouvent le toluéne, le
dichlorométhane, le chloroforme et I'acétonitril@}].

* Linitiateur
Finalement, la polymérisation radicalaire en chai@eessite d’un initiateur pour déclencher
la réaction. Deux types d’initiateurs sont utilisékes initiateurs thermiques ou des initiateurs

photochimiques. Le choix dépend surtout de la ktlmle la molécule empreinte. Si celle-ci
est thermolabile, il convient d'utiliser une intien photochimique, et si elle est plutot
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photodégradable il est préférable d’utiliser uniéation thermique. Dans le cas ou les deux
types d'initiation sont possibles, il faut tenirngpte du fait que la polymérisation par voie
photochimique peut permettre une initiation plupida que la voie thermique, mais la
propagation est plus lente a cause de la basseétatuge utilisée. Ainsi, les polymeres
obtenus par initiation photochimique ont tendanavair plus de groupements vinyles qui
n'ont pas réagi et leur structure peut étre mo#igulée et avec une plus faible surface
spécifiqgue. Par conséquent, ces polyméres-la dawraivoir de plus faibles capacités de
rétention et des sites de reconnaissance spécifitpies bien formés [124]. Cependant, la
température de polymérisation joue aussi un rohes dia stabilisation du complexe monomere
fonctionnel/molécule empreinte puisque leurs imtBoas sont plus fortes a basse
température. Un compromis est donc nécessaire pouchoix de la température de
polymérisation du MIP [128].

4 — Synthese en bloc et préparation du support

Pour la synthése des MIP, il existe plusieurs nmadbale polymérisation. La polymérisation
en bloc est cependant la plus répandue dans leidema la SPE par sa simplicité de mise en
ceuvre. Initialement, les différents réactifs detlsgae, c’est-a-dire la molécule empreinte, les
monomeres fonctionnels, les agents réticulantsolleant et I'initiateur, sont mis en présence
dans un tube a sceller [129]. Pour éviter la foromatle radicaux libres favorisée par le
dioxygene, un dégazage sous azote est effectué layaolymérisation. Puis le tube est par la
suite scellé et la polymérisation est amorcée gaitun rayonnement UV, soit par initiation
thermique. Un monolithe est ainsi formé dans letatsceller et récupéré en brisant ce tube.
Suite a la polymérisation, des particules de g@nétrie contrblée sont obtenues par le
broyage et le tamisage du monolithe. Finalemerd,&iape de sédimentation est utilisée pour
éliminer les plus fines particules qui restent apegtamisage. Cette étape est nécessaire pour
éviter d’'obstruer les frittés utilisés pour retefmdsorbant dans des cartouches d’extraction
ou des colonnes chromatographiques. Ce mode denpoation permet de contrdler assez
facilement les conditions de synthese et il convianl'application du MIP en SPE.
Cependant, ce mode de synthése est assez longattsules obtenues ont une forme
irréguliére, et une importante fraction du polymese perdue lors du broyage et du tamisage
du monolithe [126]. D’autres modes de syntheset@xispour I'obtention de formats
différents pour le MIP, ils seront discutés danshapitre IV.

5 — Méthode d’évaluation des MIP

Plusieurs caractéristiques du MIP peuvent étreuéeal comme ses propriétés chimiques,
morphologiques et de reconnaissance moléculairg].[12 caractérisation chimique peut se
faire par micro-analyse élémentaire, par spectfmecmfrarouge a transformée de Fourier
(FTIR), ou par RMN. La caractérisation chimique que des informations sur la
composition du copolymeéere. Dans le cas de la oérgaetion morphologique, des
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informations sur le volume des pores, la taille geses, leur distribution et les surfaces
spécifiqgues des matériaux synthétisés sont obteette caractérisation peut se faire par la
mesure d’absorption de solvant du polymére secpparsimétrie d’absorption a I'azote, par
porosimétrie d’intrusion de mercure, par microseopu méme par chromatographie a
exclusion stérique inversée. Finalement, la cargetiion la plus importante pour
I'application du MIP a I'extraction sélective eglle de I'affinité des sites de reconnaissance.
Pour pouvoir vraiment caractériser les cavités ifipées du MIP, il est nécessaire de le
comparer a un polymeére non imprimé (NIP), syntiéédians les mémes conditions que le MIP
mais sans la molécule empreinte, qui permet, @gémde en parallele des deux supports, de
différencier les interactions spécifiques des np@egiques. En général la caractérisation des
sites de reconnaissance se fait dans le solvasyritbése pour obtenir des interactions fortes
entre la molécule empreinte et le MIP. De toutedénce, I'introduction de la molécule
empreinte lors de la synthése modifie la syntheselonc le MIP et le NIP ne possedent
finalement pas les mémes structures. Ces diffésempmivent d’ailleurs étre mises en
évidence par des mesures de surface spécifiquanibdas, I'étude d'un NIP en parallele
avec le MIP reste tout de méme un bon outil de @aipon. Diverses méthodes sont alors
utilisées pour évaluer la sélectivité du MIP :

* Isothermes d’adsorption

Pour ces tests, une quantité connue de NIP ou @Reddl mise en présence d’'une quantité
connue de la molécule cible dans un solvant soymethe de celui utilisé pour la synthese.
Une fois I'équilibre atteint, la quantité de moléxadsorbée par le polymére est mesurée et
les résultats obtenus par le NIP et le MIP sontpgamgs. Les données obtenues sont utilisées
pour tracer des isothermes d’adsorption. Cellgsr€sentent un palier a des concentrations
élevées de molécule cible. La comparaison desrpatierrespondant au NIP et au MIP
indique le nombre de cavités spécifiques. Il essfide aussi de caractériser I'affinité du MIP
pour la molécule cible en faisant une analyse décBard [125].

« Evaluation par HPLC

Elle consiste a comparer les facteurs de rétert@ia molécule cible sur le NIP et sur le
MIP. Pour ce type de caractérisation, le polymest imtroduit dans une colonne
chromatographique pour étre utilisé par la suitenroe une phase stationnaire dans un
systeme HPLC avec une phase mobile souvent de métuee que le solvant de synthese.
Cette approche permet de calculer le facteur d@sgion (IF) du MIP qui est défini par
'équation :

IF = kwip / Knip
ol kyip et kyip sont les facteurs de rétention pour la moléculdiée obtenus pour le NIP et le
MIP respectivement. Un IF élevé implique une imanote différence de rétention entre le NIP
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et le MIP, et donc la présence de cavités spéefigqians le support imprimé. Si le MIP a
vraiment des cavités spécifiques, il doit retermivahtage la molécule empreinte que le NIP,
donc plus le IF est grand, plus le MIP est sélectif

 Evaluation par SPE

La différence de rétention de la molécule emprearize le NIP et le MIP peut aussi étre
évaluée par un protocole SPE. Cette approche terssidévelopper les difféerentes étapes de
la SPE (Figure I- 7) de facon a obtenir un protecs#lectif, c'est-a-dire que les différentes
étapes doivent étre optimisées pour qu’a I'élutbonretrouve idéalement un rendement de
100 % pour le MIP et 0 % pour le NIP. Ainsi, le fweole SPE sur MIP doit permettre de
développer uniguement les interactions spécifigleeselui-ci et I'évaluation de la sélectivité
se fait en comparant les profils obtenus sur le &lgur le MIP

En conclusion, I'utilisation de MIP en SPE présasitesieurs avantages par rapport aux IS car
les MIP sont beaucoup plus stables que les anscetpleur synthese est plus rapide et
répétable. De plus, la sélectivité des MIP est snticomparable a celle des IS [130]. Les
MIP sont bien adaptés a I'analyse de traces dasisnaérices biologiques [120] grace a leur

importante sélectivité. Cependant, les MIP présgnéissi deux inconvénients majeurs :

d’'une part ils peuvent conduire a un relargageadadlécule empreinte, ce qui peut fausser la
guantification et surtout a des niveaux de conedintn de traces, et d’autre part, leur

utilisation dans un milieu aqueux requiert souv@ithportantes optimisations au niveau du

protocole SPE car I'eau peut développer le méme tyimteractions que celles développées
entre la molécule empreinte et le support polynugriq

6 — Synthéses de MIP dédiés a la cocaine et sebotiés

Molécule Monomére(s) | Agent(s) Solvant Mode e s L
empreinte fonctionnel(s) | réticulant(s) porogéne d’initiation Sélectivité Applications Source
- ) IF gz£)=5,61 - )
Anilde de MAA TRIM Toluene |V PUSCUeL (MeON / HaO / CHCOOH (987171, viviv)) | ST 6N Mileux organique etf 1,y
benzoylecgonine thermique aqueux purs
SPE@zE) (H20) : 77% MIP et23% NIP
IFcoc=1,8 IFze/=1,09 (acétonitile) o
Cocaine MAA EGDMA Chioroforme | Thermique IF c00=0,96 IFgz£;=0,83 Etude préliminaire pour [132]
l'application en capteurs
(H20/CH3COOH 95/5 , v/v)
- - . . F =18 -
Cocaine Acide |taconl|que EGDMA Diméthylformamide |UV pU|§ cure (coc) !Etudg prlellmmalre pour [133]
etacrylamide (DMF) thermique (chloroforme / CH3COOH 95/5 viv) I'application en capteurs
Adde 2- UV puis cure Etude préliminai
Cocaine (trifuorométhyl) | EGDMA Toluéne PUIS GUIE e - /=2.6 (Ha0 / CHsCOOH 80/20, viy) | - ¢ Preliminarre pour [134]
acryligue thermique I'application en capteurs

Tableau |- 5 : Résumé des conditions de synthesélidelédiés a la cocaine et ses métabolites.

A ce jour, diverses études portant sur la rétergiactive de la cocaine ou de la BZE sur des
MIP ont déja été publiées [131-134]. Dans touscles, une approche non-covalente a été
utilisée pour la synthese des MIP avec une polyaton radicalaire en chaine dans un
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format de polymérisation en bloc. Les conditionsyethese sont présentées sur le Tableau I-
5.

Dans une premiere approche, un MIP ciblé pour ualogne de la BZE, l'anilide de
benzoylecgonine, a été synthétisé et testé enunalipieux [131]. En effet, I'utilisation d’'un
analogue structural élimine le risque d’'une libiératardive de la molécule empreinte a partir
de la matrice polymérique lors de l'utilisation slwpport imprimé. Donc dans cette étude, la
synthése de polymeres imprimés a 'anilide de b@ezgonine a été effectuée avec du MAA
comme monomere fonctionnel et du toluene commegeo®, en présence, soit de EGDMA
comme agent réticulant, soit du triméthylolprop&mmaéthacrylate (TRIM), et avec un mode
d’initiation, soit thermique a 60°C, soit photoclgme a basse température suivi d’'un
traitement thermique du polymere a 60°C. Dans feascas, un NIP a été synthétisé en
parallele pour évaluer la sélectivité du MIP. Catidectivité a été évaluée en HPLC avec un
meélange MeCN/eau/acide acétique (98/1/1 v/viv).rRemidifféerents MIP synthétisés, des IF
supérieurs a 1 ont été obtenus pour la moléculgame mais aussi pour la BZE, confirmant
la présence de cavités spécifigues pour toutessyeshéses. Néanmoins, c’est le MIP
synthétisé avec du TRIM par une initiation photatlue suivie d’un chauffage a 60°C qui a
présenté le meilleur facteur d'impression pour EEBCe MIP a été testé pour I'extraction
sur phase solide de la BZE d’une solution aqueyse=d,68 dopée avec 5@.mL* de BZE.
Suite a un lavage avec un mélange MeCN/acide ae£tf§9,5/0,5 v/v), le rendement a
I'élution avec un meélange de MeCN/acide trifluoréégue (95/5 v/v) était de 77 % pour le
MIP et de 23 % pour le NIP. Le potentiel de ce supp’a cependant pas été évalué pour la
rétention de la cocaine ni pour des applicatiotiesaéchantillons réels.

Un autre MIP, imprimé avec de la cocaine, a ét@grée par initiation thermique avec du
MAA comme monomere fonctionnel, de 'EGDMA a comnagent réticulant et du
chloroforme comme porogéne [132]. Des facteurs pFension de la cocaine pour ce MIP de
14 et 0,54 dans du chloroforme et de I'acétonitelgpectivement ont été obtenus. Ce MIP et
le NIP ont par la suite subi un traitement pouture une fine couche d’huile minérale a leur
surface. L'objectif était, d’'une part, d’éviter geda I'huile minérale que les solvants polaires
entrent dans les cavités spécifiques, d’autre partonserver le solvant de synthése au sein
des pores du polymeére, générant ainsi un premidtiltg de partage de la cocaine entre la
phase polaire a I'extérieur du polymere, et la pt@ganique dans les pores du polymere. Un
facteur d'impression de la cocaine apres ce traitende surface de 1,8 dans un milieu
acétonitrile a été obtenu témoignant d'une sélaétisatisfaisante dans ce milieu. Pour la
BZE le facteur d'impression en acétonitrile estsgade 0,59 a 1,09, la sélectivité reste donc
assez faible pour cette molécule qui est le pradaipétabolite de la cocaine a rechercher dans
les matrices biologiques aqueuses. Finalemenglétivité des polyméres modifiés a aussi
été testée en milieu aqueux contenant 5 % d’aaidécme, et des IF inférieurs & 1 ont été
obtenus pour la cocaine et la BZE, témoignant dséiectivité insuffisante du MIP dans ce
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milieu. Ce MIP n’a pas été testé pour faire deR& Sl était plutot destiné a la préparation de
capteurs.

La modélisation moléculaire a aussi été mise atppofuir le choix du monomeére fonctionnel
ainsi que du ratio monomere fonctionnel/moléculepreimte pour la synthése d'un MIP
sélectif de la cocaine [133], I'objectif de ce @@vétant de synthétiser des supports
polymériques spécifiques et stables pour en fadé® @hapteurs multi-analytes de différentes
drogues illicites. La premiere étape de la moditiaaa consisté a choisir parmi une vingtaine
de monomeres fonctionnels utilisés couramment fosynthese de MIP, ceux développent
des interactions fortes avec la cocaine, via uardlgne nommeé « Leapfrog ». Cette étude a
conduit a la sélection de l'acide itaconique, du M@t de I'acrylamide comme monomeéres
fonctionnels. Une deuxiéme étape de modélisatidisarit des simulations de dynamique
moléculaire, a permis I'obtention des ratios de amere fonctionnel/molécule empreinte. Le
complexe le plus stable pour la cocaine est celglle est entourée d’'une molécule d’acide
itaconique et d’'une molécule d'acrylamide, les argeindiqguent que ces monomeres
développent le méme type d’interactions que ceftgdiquées avec le récepteur biologique
de la cocaine, le transporteur de dopamine. Plisssuntheses de MIP ont alors été realisées
et le support optimal pour la cocaine correspondaiin ratio molaire de cocaine/acide
itaconique/acrylamide de 1:2:2 avec du diméthylfammde comme porogéne. Un IF de 1,8 a
été obtenu pour ce MIP mesuré dans du chloroforvee & % d’acide acétique. Malgré
'obtention de cette sélectivité satisfaisante eiliemn organique, des applications en SPE
n'ont pas été envisagees.

Enfin, l'ionisation des monomeres fonctionnels asi@t basiques en solution, ainsi que I'état
d’ionisation des NIP et des MIP en milieu aqueuk &g étudiés [134]. En effet, I'ionisation
de ces monomeres n’est pas la méme en solutiorpendant et aprés la polymérisation car
elle est affectée par la présence de I'agent téticudu solvant et de la molécule empreinte
ainsi que par la température et la pression. Urggmaatation importante du pKa a été
observée pour les monomeéres acides (acide acrysaPaidéthyl-1-propanesulfonique, acide
2-(trifluorométhyl)acrylique (TFMAA), acide acryligg, MAA et acide itaconique) apres la
polymeérisation, de méme qu’'une diminution des pkKa dhonoméres basiques avec des
fonctions amine (1-vinylimidazole,-@liethylamino)ethyl méthacrylate). Ce changement de
pKa se traduit en effet par un affaiblissementadi®ice des acides et bases, ce qui ne favorise
pas particulierement les interactions électrostiasg La concentration en agent réticulant ne
semble pas avoir d’'influence dans les propriétégnbation des monomeres au sein des
polymeres. En ce qui concerne l'influence du sdiustiisé comme porogene, les solvants
hydrophobes tels que le chloroforme ou le toluéngnentent la quantité de groupes
ionisables, donnant lieu a une meilleure inclusd®s monomeres fonctionnels dans le
polymeére. Tenant compte de ces résultats, un MtRaine a été préparé avec du TFMAA
dans du toluéne. L'IF obtenu pour la cocaine damsmilieu aqueux avec 20 % d’acide
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acétique est de 2,6, traduisant une bonne sékéctiviMIP pour la cocaine en milieu agueux.

De plus, il semble présenter aussi une certaimmreissance spécifique pour la BZE dans ce
méme milieu puisque la séparation chromatographimoetre une plus forte rétention de la

BZE sur le MIP que sur le NIP (I'lF n’est cependpat précisé). La comparaison de ce MIP
avec des MIP synthétisés avec du diméthylformamideu chloroforme a démontré que de

meilleurs résultats sont obtenus lors de l'util@atdu toluéne. L’objectif de cette étude était

encore une fois de pouvoir utiliser des MIP dars @pteurs, il 'y a donc pas d’application

en SPE des MIP préparés dans cette étude. Il mpasanon plus d’applications a des

échantillons reels.

Cette série d’études montre la faisabilité de Mtrirpla reconnaissance spécifique de la
cocaine ou de la BZE dans des milieux organiquesgoeux. Cependant, malgré I'obtention
de cavités spécifiques dans ces MIP, aucune éted&P@E n'a été réalisée pour I'extraction
sélective de cocaine et de BZE d’échantillons axjuéels.

|.3 Miniaturisation

[.3.1 Intéréts de la miniaturisation

Une des tendances actuelles dans le domaine ddyianest d’intégrer les différentes étapes
de l'analyse dans un seul dispositif automatisér p@duire les temps d’analyse. Ces
systemes-la sont connus sous le nom de TAS (dgl#isn« total analysis systems »). La
miniaturisation de ces systemes (LTAS) présentgrand intérét car les faibles dimensions
facilitent I'intégration des différentes étapesl'dealyse. En plus, les dimensions réduites des
MTAS présentent un intérét particulier pour I'asalyle terrain car leur transport est facilité.
Un autre avantage de la miniaturisation est lddasbnsommation d’échantillon et de réactifs
qgui peut réduire les colts des analyses, ainsilguRible quantité de rejets. Enfin, ils
présentent un intérét évident quand la dispongbdlgs eéchantillons est réduite.

Malgré ses nombreux avantages, il est importargrdadre en compte que la réduction des
dimensions entraine aussi une diminution des ggardie phase stationnaire utilisée ainsi que
des volumes qui peuvent étre injectés. Une détedtEs sensible est donc nécessaire pour
atteindre les limites de quantification imposéeslaaniniaturisation. Les modes de détection
qui peuvent alors étre utilisés sont la détectiovi, @ condition d’adapter la cellule de
détection pour augmenter la longueur du chemirgaptiet donc la sensibilité du détecteur, et
la fluorescence, mais il faut que les analytesngdiiorescents sinon il est nécessaire de
réaliser des réactions de dérivation. Le moyenatection le plus adapté est la MS par son
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universalité et sa spécificité, mais, a ce jourgerre de systeme est difficile a transporter sur
le terrain notamment pour le couplage avec la L85]1De plus, si de gros progres ont été
réalisés pour le couplage de la MS a la nano-HRI&bit de quelques centaines de nanolitres
par minute) la MS est tout de méme limitée par effsts de matrice lors de l'analyse
d’échantillons complexes tels que les matricesoigues (voir partie 1.2.2.4 de ce chapitre),
donc l'intégration d’'une étape de traitement deHantillon est nécessaire. De plus, dans le
contexte de la miniaturisation, cette étape de gradfn de I'échantillon apporte aussi une
pré-concentration des analytes pour faciliter lelétection. Enfin, la préparation de
'échantillon peut éviter I'obturation des canauxi aes capillaires par des particules
organiques ou inorganiques, souvent présentesdgasnéchantillons biologiques.

Les dispositifs miniaturisés pour le traitement lghantillon seront présentés dans ce

chapitre, puis la miniaturisation des systemesé&amtion sera traitée notamment dans les
deux formats existants que sont les capillairdespuces. Enfin, seront traités les systemes
intégrant aussi bien une étape d’extraction quitape de séparation en format miniaturisé.

[.3.2 Miniaturisation des systémes d’extraction

1.3.3.1 Formats miniaturisés pour la LLE

La LLE est souvent utilisée pour la préparationchantillons biologiques, cependant,
I'utilisation d’'importants volumes de solvants anggues souvent toxiques a conduit au
développement de nouvelles méthodes basées slElaldns un format miniaturisé. Parmi
les nouvelles méthodes développées, se trouvextrdion sur simple goutte (SDME,
Single-Drop MicroExtractio)y la microextraction liquide assistée par une nrame (MASE,
Membrane Assisted Solvent Extracjioou assistée par une fibre creuse (HF-LPM&low
Fiber Liquid Phase MicroExtraction et la microextraction par microémulsion (DLLME,
Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction[67]. Il est aussi possible de miniaturiser laB_L
en l'intégrant dans microsystemes basés sur deddininaires paralléles créant une surface
de contact entre les deux phases liquides. Cesonedhne sont pas utilisées actuellement
pour I'analyse de traces dans des échantillonsdiqlies. Les méthodes les plus couramment
utilisées pour ce type d’analyse seront présemtaek suite.

1.3.3.1.1 Extraction sur simple goutte (SDME)

Le principe de la SDME, développée des la deuxiBroiié des années 1990s [136], repose
sur le partage des analytes entre I'échantilloreaget une goutte de solvant organique non
miscible (1-10 pL). Cette méthode peut étre apggpar immersion directe de la goutte dans
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I'échantillon (DI-SDME), en placant la goutte dafespace de téte d’'un échantillon (HS-
SDME), ou dans un mode dynamique (CFMEpntinuous-Flow MicroExtraction
L’extraction se fait alors dans une chambre d’'etioa ou, au lieu d’agiter I'échantillon,
celui-ci circule de fagon continue autour de latgwiormée a la pointe d’'une micro-seringue.
Le dispositif de base pour la DI-SDME est repréSent la Figure |- 1 : une goutte de solvant
non miscible avec I'eau est formée sur la pointend’ micro-seringue immergée dans un
échantillon en agitation. Aprés un temps de corgptimisé (en général quelques minutes), la
goutte est aspirée dans laiguille pour étre imectpar la suite dans le systeme
chromatographique.

E ——— Micro-seringue

! |

- . :
Aiguile de la seringue @ ———— ﬂ :
I

I

1

Goutte de solvant organique — ! _
______ ! \\\_l Echantillon aqueux

Agitateur

Figure I- 12 : Schéma du principe de fonctionnendenia DI-SDME (adapté de [137]).

Cette méthode est assez simple a mettre en ceuure faible colt et avec une faible
consommation de solvant. Cependant la SDME estdarpar la stabilité de la goutte qui peut
assez facilement se disperser dans I'échantillagtation est trop importante. En plus, lors
de l'analyse d’échantillons biologiques, pour cowmee l'intégrité de la goutte, il est
absolument nécessaire de faire une étape deififiraivant la SDME. Il est néanmoins
possible de travailler en espace de téte pourm@dkiiprobléeme de stabilité de la goutte mais
cette technique n’est adaptée qu’a I'extractiomaligtes volatiles ou semi-volatiles et il ne
s’agit plus vraiment d’une extraction liquide-ligei

La DI-SDME a été utilisée pour I'extraction de lacaine, lEME, le COCAE et 'AEME de

I'urine suivie d’'une analyse par GC couplée a uecéur d’ionisation d’hélium par décharge
pulsée [138]. L'extraction a été réalisée en 6 ri@awavec 2 pL de chloroforme qui permet
une meilleure extraction du métabolite EME qui ted&s polaire. Comme dans le cas d’'une
LLE classique, un pH alcalin autour de 10,5 a dolesemeilleurs résultats de rendement
d’extraction. Lors de l'application de ce protocaedes échantillons d'urine, il a été
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nécessaire de réaliser une filtration des échansilavant la SDME pour éviter de déloger la
goutte de l'aiguille. Dans ces conditions, il a ptSsible de détecter des concentrations allant
jusqu'a 0,125 pg.mt avec une bonne répétabilité. Ces résultats onttmagu’il était
possible d’éliminer une grande partie des interférale la matrice urine avec des facteurs
d’enrichissement suffisants pour le dépistage @aio@ dans les urines. Dans une autre étude
[139], la DI-SDME a été utilisée pour une premiétape d’extraction de la cocaine et de la
thébaine d’'un échantillon d’'urine utilisant 2 uL dbloroforme pendant 5 minutes. Cette
goutte a été alors transférée dans un flacon pgoaipér la suite encapsulée par 40 pL d’'eau a
un pH acide. Ensuite, une contre-extraction aé&bsee en ligne par CE avec des rendements
qui ont été accrus grace a l'utilisation d’'une &f@eénjection a champ amplifié. L'utilisation
combinée de ces deux méthodes de pré-concentratiparmis d’obtenir des limites de
détection entre 2 et 10 ng.Mlet I'obtention d’électrophérogrammes plus propyas sans
cette premiere étape d’extraction.

1.3.3.1.2 La microextraction en phase liquide agss

Dans un format miniaturisé, il est possible d’sg@li un support pour séparer les deux phases
liquides pour améliorer la robustesse des syst@manicro-extraction. Des supports poreux
permettant I'échange de composés entre les dewseptapivent étre utilisés. Ces supports
peuvent étre des membranes poreuses (MASE), ofibdes creuses (HF-LPME), la seconde
approche étant a ce jour la plus miniaturisée.

En HF-LPME la fibre creuse sépare I'échantillonligoi donneur) du milieu accepteur. Par ce
fait, I'intérieur de la fibre imbibé d’'une solutioron miscible au milieu aqueux, a savoir pour
un solvant organique peu polaire qui peut aussstioer le milieu accepteur présent dans le
second compartiment. On parle alors d’extraction neode biphasique dans lequel les
composés diffusent a travers les pores de la meralwa de la fibre creuse pour se répartir
entre les deux phases. Une autre configurationamtettn ceuvre trois phases liquides est
possible. En effet, le solvant organique peut @tr@obilisé uniquement dans les pores de la
fibre creuse, maintenant ainsi I'’échantillon agudmilieu donneur) séparé de la phase
acceptrice, alors de nature aqueuse, par le baisette fibre creuse imprégnée du solvant
organique [140]. Les deux modes d’extraction cootvrgne large gamme d’applications
puisqu’il est alors possible d’extraire aussi bies composés hydrophobes que des composés
hydrophiles et méme des composés ioniques. Cetimape permet aussi d’obtenir des
échantillons trés propres puisque la fibre sertdpositif de microfiltration. Il est aussi
possible d'utiliser des champs électriques pourdtre la diffusion des analytes entre les
différentes phases liquides. Des configurationliségs couramment pour la HF-LPME sont
présentées en Figure I- 13.
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Figure |- 13 : Systemes de microextraction en pliga&le assistée par fibre creuse en configuration
en D (A), en configuration en U (B) et en configioa en D assistée par un pousse seringue (C)
(adapté de [140]).
La HF-LPME a été utilisée en mode biphasique avechdoroforme pour I'extraction de la
cocaine et certains de ses métabolites de la §aié¢ et de I'urine [142], dans les deux cas
'analyse a ensuite été réalisée par GC avec wciéir d'ionisation d’hélium par décharge
pulsée. Les temps d’extraction obtenus sont ass@zs¢ de 3 minutes pour un échantillon de
8 mL d’urine, et 10 minutes pour un échantillon 2lenL de salive. Un important effet
d’élimination d’interférents est observé et lestéacs d’enrichissement allant de 16 a 58, en
fonction de la molécule et de la concentrationiatgt sont suffisants pour atteindre des
niveaux de concentration retrouvés dans des édlbastiréels lors de I'étape de dépistage de
la cocaine. Dailleurs, les limites de détectioteiates vont de 6 ng.nmLpour 'AEME &
28 ng.mL* pour 'EME. Le seul inconvénient de cette méthedeque les temps d’extraction
ne peuvent pas étre plus longs car le chloroforsh@artiellement évaporé de la fibre au bout
d’un certain temps, ce qui limite les facteurs d@mssement si I'équilibre n’a pas été atteint.

1.3.3.2 Formats miniaturisés d’extraction sur unehpse solide

1.3.3.2.1 La microextraction sur phase solide ehteques dérivées

» La microextraction sur phase solide

La microextraction sur phase solide (SPMIlid Phase MicroExtraction développée en
1989 par Pawliszyn, est basée sur un principe dratien et désorption des analytes cibles
sur une fibre en silice recouverte d’une coucheolgmére adsorbant. A différence de la
SPE, la SPME n’est pas une méthode exhaustive el est basée sur le partage des
analytes entre une phase solide et une phasediq6ifl. Le dispositif expérimental de la
SPME est présenté sur la Figure |- 14.
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Figure I- 14 : Dispositif expérimental pour la SPN#tlapté de [140]).

Pour la SPME (Figure I- 14), le dispositif expérirted ressemble a une seringue ou l'aiguille
protege la fibre qui se déplace vers I'intérieul’extérieur de I'aiguille grace au piston de la
seringue. L’extraction peut étre réalisée par inmoer dans I'échantillon ou en plagant la
fibre dans I'espace de téte d’'un échantillon lad extraction de composés volatils. Aprés un
certain temps de contact, une fois que l'adsorpties composés cibles est réalisée, les
molécules sont ensuite désorbées thermiquemewteatinent dans l'interface de l'injecteur de
la GC ce qui conduit alors & une méthode ne nédaesgias de solvants. L’extraction sur fibre
n'est pas exhaustive, mais elle peut étre amélieréehangeant la nature de l'adsorbant,
I'épaisseur de la fibre (jusqu’a 100 um) et la @uwlé I'extraction. Des adsorbants de polarités
variées sont disponibles sur le marché tels quepdbldiméthylsiloxane (PDMS), le
polyacrylate (PA), le divinylbenzéne (DVB), le Caren (a base de carbone) et le Carbowax
(polyéthyleneglycol). Cette méthode d’extractiorégente de nombreux avantages dont la
possibilité d’automatisation, la portabilité, eteummportante flexibilité des applications.
Cependant, plusieurs problémes se posent car latigude phase adsorbante est limitée et
souvent le partage vers la fibore de molécules msalans des échantillons aqueux n’est pas
favorisé. De plus, le couplage a la HPLC est enaaptimiser limitant ainsi son application.

La SPME couplée a la GC-MS a été utilisée a plusiezprises pour I'analyse de la cocaine
et ses métabolites dans des matrices biologiques.obaine et le COCAE ont été extraits
d’échantillons de plasma par SPME puis analysés56zMS, qui a permis d’atteindre des
limites de quantification de 25 ng.mML[143]. Ces mémes molécules ont été extraites en
espace de téte d'échantillons d’'urine par SPME jpmalysées par GC-MS [144], et en
immersion directe et en espace de téte pour demtbbns de salive analysés aussi par GC-
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MS [45]. Le dépistage de plusieurs drogues, y canlpr cocaine, dans les cheveux a été
réalisé avec la digestion de la matrice puis l&stion par SPME en headspace couplée a la
GC-MS [145]. La méthode de dépistage obtenue estable et sensible avec des limites de
détection de I'ordre de 0,7 ng.thg

* La microextraction sur barreau aimanté

La microextraction sur barreau aimanté (SBS#, Bar Sorptive Extractionest basée sur les
mémes principes que la SPME, mais au lieu d'utilisge fibre recouverte d’adsorbant, la
SBSE fait usage d’'un barreau aimanté recouvert dawétement adsorbant. En SBSE, la
guantité d’adsorbant est 50 a 250 fois supérieureolume de phase des fibres de SPME, ce
qui permet d’obtenir de meilleurs facteurs d’enissement [67]. Aprés extraction, le barreau
aimanté est prélevé de I'échantillon puis séch@riment avec un tissu non pelucheux.
Finalement, la désorption se fait thermiqguement edsu solution. Un des principaux
désavantages de la SBSE est que I'étape de désomgpdut étre longue car la quantité
d’adsorbant est assez importante, et en plus tlyauoir des pertes des composés cibles lors
de cette étape. De plus, il n'existe actuellemerd des barreaux a base de PDMS qui sont
commercialisés.

La SBSE n’a pas encore été appliquée a I'analyseodaine dans des matrices biologiques
néanmoins, elle peut s’avérer utile pour I'analgiautres drogues dans des échantillons
biologiques. Une phase d'extraction a base de dexge titane, de silice et d'un
methylhydroxysilane a été spécialement développ@e pextraction d’amphétamines de
milieux aqueux [146] et comparée a des adsorbahts gassiques (PDMS, et PDMS
fonctionnalisé DVB, o-cyclodextrine, ou C18). De meilleurs rendemenexttaction sont
obtenus avec I'adsorbant & base de dioxyde destdanles interactions des analytes sont non
seulement des interactions hydrophobes mais a@ssinderactions électrostatiques et des
interactions acide/base de Lewis. Des limites deeatién de l'ordre d'une dizaine de
microgrammes par millilitre ont été obtenues pces dmphétamines par une méthode HPLC-
UV. Cette étude montre le potentiel de I'utilisatid’adsorbants plus sélectifs pour la SBSE
pour son application a des échantillons biologiques

* La microextraction dynamique sur phase solide

La microextraction dynamique sur phase solide (SPRtid Phase Dynamic Extractipest
une méthode miniaturisée d’extraction non exhaastilisant une seringue pour prélever les
liquides. Au lieu d'utiliser une fiore comme en SBMou une couche d’adsorbant sur un
barreau aimanté comme en SBSE, I'adsorbant sedrsons forme d’une fine couche (10 a
15 um) déposée a la surface interne de I'aiguéléacseringue (Figure I- 15).

66




Chapitre | : Les outils conventionnels et minieg&s pour I'analyse de traces dans des milieux dimplees

Aiguille Seringue

Capillaire
en acier

Revétement interne

Figure I- 15 : Schéma d’une seringue pour la SP&A({té de [147]).

Le protocole d’extraction consiste a aspirer pyéstér I'échantillon ou I'espace de téte de

I'échantillon a I'aide de la seringue pour que #&mlytes s'adsorbent sur I'adsorbant. Il est
donc possible d'aspirer et éjecter I'échantillonplaisieurs reprises pour augmenter les
rendements d’extraction. La désorption se fait cenam SPME, soit thermiquement soit en
utilisant des solvants. L'avantage par rapport 8PME est que la quantité d’adsorbant est
plus importante donc les taux de transfert sonéseprs, et en plus, comme I'extraction est
dynamique, les temps d’extraction sont plus courtsutomatisation est possible pour le

couplage avec la GC, mais comme dans le cas deMESI|e couplage a la LC n’est pas

facile.

Il 'y a actuellement pas d’application de la SP®DEanalyse de la cocaine et ses métabolites,
mais comme dans le cas de la SPME, quelques ajimtisant été réalisées pour I'analyse de
drogues dans les cheveux, en particulier pour lk@eade la méthadone, des cannabinoides, et
des amphétamines [147].

1.3.3.2.2 La microextraction par adsorbant compataés une seringue

La microextraction par une seringue remplie d’adanot (MEPSMicroExtraction by Packed
Sorben} est une méthode de SPE miniaturisée pour lagleefleapport d’extraction se trouve
au sein d'une seringue. En effet, un adsorbant lreg) est piégé dans le cylindre de la
seringue ou entre le cylindre et l'aiguille gracaeles frittés. Un schéma représentant un
dispositif de MEPS est présenté sur la Figure I-LB6concentration de I'analyte prend place
dans le lit de particules qui se trouve dans lingee et les mémes étapes que celles de la
SPE classique (Figure |- 7) peuvent étre réalisgas simple aspiration et rejet de
I'échantillon et les solutions de rincage et d'&nt D’ailleurs, les rendements d’extraction
peuvent étre augmentés en répétant plusieurs dofrdtocole d’aspiration et éjection de
I'échantillon.
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Figure I- 16 : Schéma d’'un dispositif expérimeniilisés en MEPS (adapté de [9]).

Le choix des adsorbants est trés vaste car les MiEB®ent intégrer toute sorte d’adsorbant
en format particulaire, en monolithe [148] ou endte fine, y compris des supports sélectifs
comme les MIP [149, 150]. Cette méthode est biaapi® a I'analyse de traces dans des
matrices complexes car elle permet de pré-conaetdse composés cibles dans la phase
adsorbante et il est aussi possible de réduirergbre d’interférents de la matrice biologique
par lavage avec diverses solutions. Finalemensys&me est compatible aussi bien avec la
GC qu'avec I'HPLC, car le solvant d’élution peutegsélectionné en fonction de I'application
souhaitée. Enfin, l'utilisation des MEPS est autbsadle par ['utilisation d’un robot
permettant de réaliser les différentes étapes dtogule d’extraction. Néanmoins, comme
dans la plupart des systemes miniaturisés, les MadR&ent subir la formation de bulles
empéchant une bonne rétention des analytes. Engaus obtenir un protocole d’extraction
robuste et de bons rendements d’extraction, ihésessaire de contrdler la vitesse du piston
de la seringue, ce qui est souvent un probléme lfdraction non automatisée.

Les MEPS ont été appliqués a l'analyse de la cecainses métabolites BZE, EME et
COCAE dans l'urine [9]. Dans cette étude, divensleases stationnaires ont été testées pour
I'extraction des composés cibles dans l'urine. MESPS ont été préparés dans des seringues
de 250 pL mais la quantité de phase n’est paslsigriantre 1 mg et 2 mg). L'analyse s’est
faite sans séparation chromatographique. En edfebluL d’extrait obtenus ont été injectés
directement dans une source a pression atmospbénigmmée DART Qirect Analysis in
Real Tim¢ couplée a un TOF. Les résultats ont montré guée améthode appliquée
directement a la cocaine et a ses métabolites Hamise conduisait a une sensibilité
insuffisante car d’'importants effets de suppressitons ont été observés. L'utilisation d’'un
MEPS rempli avec une phase mixte avec un échandeurcations a base d'acide
benzensulfonique et des groupements hydrophobearf3creen DAU) a permis de contrer
ces effets de matrice et a conduit & des des Smite détection (LDD) entre 4 ng.fla

24 ng.mL* pour un temps d’analyse d’environ 5 minutes. Desites d’étalonnage ont été
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réalisées en dopant des échantillons d’'urine aa®cdmposeés cibles a différents niveaux de
concentration. Ainsi, une limite de quantificatiiDQ) a été estimée autour de 75 ng:nL

Conclusions

Le développement de méthodes d’extraction en fommataturisé a explosé ces dernieres

années. De nouveaux formats ont donc été dévelapmEsun grand nombre d’applications

dans le domaine de l'analyse de traces dans desuribiologiques. Cependant, tous les

dispositifs cités dans cette partie sont associlesaméthodes d’analyse conventionnelles
telles que la LC-MS ou la GC-MS. Pour pouvoir imaxgdifférentes étapes de la méthode
analytique dans un systeme miniaturisé, il est abalbord nécessaire de miniaturiser I'étape
de séparation pour pouvoir par la suite intégrauties étapes telles que la préparation de
I'échantillon.

[.3.3 Miniaturisation des systémes séparatifs

La GC et I'électrophorése occupent une part trégomante dans le développement de
systemes de séparation miniaturisés. La miniatisisale ces systemes de séparation a été
plus rapide que celle des séparations en LC ctaahsport des fluides y est beaucoup plus
simple. De plus, a différence de la LC, la GC élektrophorése ne génerent pas de grandes
surpressions, ce qui facilite les couplages aveedte du systéme analytiqgue. Cependant, il a
été précédemment observé que la LC était mieuxt@elap’'analyse de traces de composés de
polarités variées dans des milieux biologiques.rRPaséparation par LC, la miniaturisation
concerne principalement la colonne analytique. sTroatégories de supports de LC
miniaturisée existent en fonction des dimensionsydteme. Pour des tailles allant de 10 um
a 100 um on parle de nanoLC car les débits sonfoddre de quelgues centaines de
nanolitres par minute. Quand les dimensions vontL@@ pum a 500 um, on parle de LC
capillaire et les débits sont de quelques micedipar minute. Finalement, pour des diamétres
internes autour de 1 mm, on parle de micro-chrografmhie et les débits sont autour de 50
microlitres par minute [151]. Dans le cadre de @vdil, nous nous sommes interésses
principalement a la nanoLC, donc a des systémest algs dimensions allant de 10 um a
100 um. Deux approches sont possibles pour la @épa de colonnes de séparation dans
ces dimensions qui va se faire dans un capillagrdfaible diamétre interne, ou dans des
canaux intégrés au sein d’'une puce.
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1.3.3.1 Séparation basée sur des capillaires rempli

Dans le cas des colonnes en format capillaire, dgyroches peuvent étre utilisées selon
deux modes séparatifs différents, soit en consémarcontrole hydrodynamique des fluides,
soit en CE, c'est-a-dire en se basant sur un derétéctrocinétique des fluides. Ce deuxieme
cas correspond effectivement a I'électrochromafaigeaet il s’agit encore du mode le plus
couramment utilisé pour la miniaturisation de la [162] car il est plus simple a mettre en
oeuvre que l'utilisation d'un contrdle hydrodynammg Néanmoins, plusieurs modes de
pompage sont possibles pour I'obtention d’'un cdettdydrodynamique des fluides. Des
pompes avec des diviseurs de débit permetteneilidte des débits de I'ordre de centaines
de nanolitres par minute, il existe aussi des p@nspes diviseurs de débit qui ont un controle
microfluidique du débit basé sur la mesure de ksgion au niveau de la colonne et qui
peuvent atteindre aussi les nano-débits [153]. dragage peut aussi se faire par l'utilisation
de pompes seringue. Enfin, il est aussi possiklalider des forces capillaires ou centrifuges
pour le transport des liquides, ces différents reatipendant de la contre-pression générée
par la phase stationnaire.

La plupart des applications en nanoLC ou en élebtmmatographie concernent I'analyse de
protéines, ou la séparation d’énantiomeres. En, dffeniniaturisation est bien adaptée a ces
domaines car les échantillons sont disponiblesaéef quantité pour la protéomique, et les
phases stationnaires sont colteuses pour les 8éparahirales. En nanoLC ou en CE, la
synthése des colonnes de séparation peut se fairdrqis approches différentes : par
remplissage avec des phases patrticulaires, pgniaese de colonnes en tube ouvert ou par la
synthesdn situ de colonnes monolithiques. Par la suite, les ma@esynthése de colonnes
dans des capillaires seront discutés, mais la glugaces méthodes sont transposables a des
microsystéemes.

1.3.3.1.1 Les colonnes capillaires particulaires
* Principe

Le remplissage de colonnes capillaires par descpbes de phase stationnaire permet
d’accéder a une grande variété de supports deatigparen effet, il suffit de remplir les
capillaires avec un adsorbant puis de bloguet eliparticules a I'aide de frittés ou d’autres
types de restrictions. Cependant, les faibles demnes des capillaires rendent difficile
I'utilisation de frittés. D’une part, le frittés d@nt étre préparés situ dans le canal ou dans
le capillaire, d’autre part, ils doivent pouvoir imnir en place la phase particulaire sans se
décrocher eux-mémes du capillaire tout en laissmatiler la phase mobile. Finalement, les
frittés ne doivent pas, dans la mesure du poss#ulsprber les analytes cibles car ceci se
traduit par un élargissement des pics et donc filaeté réduite de la colonne.
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Plusieurs stratégies sont utilisées pour la préparae frittés. Une possibilité est d’utiliser
une température élevée pour agglomérer des padicld phase stationnaire ou des gels de
silice dans un milieu aqueux [154]. Des frittésyent aussi étre préparés par des techniques
de sol-gel en faisant réagir du silicate de sodawvac du formamide, ou des silanes en
présence d’'un catalyseur acide. Une troisieme piigSiconsiste a synthétiser un polymere
macroporeux par photopolymérisation : cette méthpelenet de former des frittés dont la
dimension est limitée grace a l'utilisation de massy Dans tous les cas, la procédure est
longue. De plus l'utilisation de frittés peut prapeer la formation de bulles, ce qui entraine
une perte d’efficacité de la méthode. Pour évitetilcer des frittés, il est possible de réduire
le diametre d’'un capillaire pour contenir la phatstionnaire. Cette restriction peut se faire
par une importante hausse de température [155].dutre option pour éviter d'utiliser des
frittés consiste a y insérer des restricteurs aisan capillaire de plus faible diamétre dans
un capillaire de diameétre plus important pour retenphase stationnaire.

* Phases sélectives et/ou applications aux fluidasdigues

Quelques travaux témoignent de [l'utilisation deoooles capillaires particulaires pour
I'analyse d’échantillons biologiques. Une colonmtigulaire capillaire de 75 um de diameétre
interne a été remplie de particules de silice m@eliivec de la vancomycine et a éte utilisée
pour la séparation d’énantioméres de la mitrazaptnge deux de ses métabolites [156] par
électrochromatographie. Suite a la caractérisadiercette colonne en milieu pur, elle a été
testée pour en milieu sérum aprés une étape dd&BHigne montrant de bons résultats pour
la séparation des énantiomeres de la mitrazapiee obtils sélectifs ont aussi été utilisés pour
la préparation de colonnes capillaires particutaappliquées a des échantillons biologiques.
Ainsi, une colonne capillaire de 50 um de diaméiterne a été remplie avec des billes en
verre greffées d’anticorps anti-substance P (nepiige) [157]. Des séparations
chromatographiques par immunoaffinité ont alorseftéctuées avec cette colonne. Ainsi, la
substance P a pu étre analysée par une détectidlugrascence en moins de 5 minutes avec
des limites de détection de 500 fg.flet pour seulement 50 nL d’échantillon (plasmeyr
lymphe, ...). Quelques applications de colonnes @adires intégrant des particules de MIP
ont été récemment répertoriées [158], mais aucunecas colonnes n'a été appliquée
directement a des échantillons biologiques. Ungsi@v de la littérature plus récente a montré
gu’en plus des études citées dans ces travauxnsent une colonne capillaire particulaire de
MIP a été synthétisée recemment pour la sépardésrenantiomeres de I'ofloxacine [159].

1.3.3.1.2 Les colonnes capillaires en tube ouvert
* Principe

Une alternative aux phases particulaires estibatilon de colonnes a tube ouvert. Il s’agit en
effet de phases pelliculaires qui résultent deyfdh&sein situ de la phase stationnaire sous
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forme d’'une fine couche a la surface interne dulle@e. Plusieurs approches sont possibles
pour former ces recouvrements des parois d’unleapil: par I'adsorption de surfactants ou
de polyméres chargés, par I'ancrage par des lisisomalentes d’une couche de polymere
synthétiséeén situ (ce polymere pouvant étre poreux et/ou réticuléoetion des conditions
de synthese), par greffage de biomolécules tellesdgs aptameéres ou des anticorps, ou par
synthese sol-gel. Pour créer des liaisons covaeate pour faire des greffages, il est
nécessaire d'activer la surface interne du capgllau les parois du microsysteme pour
pourvoir par la suite faire la synthese du filmpihese stationnaire. Par contre, le procédé sol-
gel permet de faire la synthése de la phase stati@net de la lier en méme temps aux parois
du capillaire [160]. Comme la phase est ancréeapillaire, il n’est plus nécessaire d’utiliser
des frittés, ce qui évite la formation de bulleteatolmatage du systéme miniaturisé. De plus,
dans le domaine de l'analyse d’échantillons bialags, les colonnes en tube ouvert
permettent d’injecter directement les échantillsasis risque d’obstruction de la colonne.
Cependant, un important désavantage des colonmeisedouvert est que leur capacité est
réduite car le volume de phase stationnaire digperast faible. Les sites d'interaction, en
contact avec des échantillons complexes, sonteapdt saturés.

* Phases sélectives et/ou applications aux fluidasdigues

Les colonnes en tube ouvert, malgré leur faibleaca@, présentent souvent un intérét pour
des séparations chirales. En effet, divers typesedeuvrements permettent ce type de
séparation, et les polyméres a empreintes moléeslan font partie. La séparation de divers
antagonistes beta-adrénergiques a été réaliséélgrochromatographie utilisant comme
séparateurs chiraux des cyclodextrines, ou un geletlulose ou un polymere & empreintes
moléculaires ciblant le R-propranolol [161]. Daas trois cas, il a été possible de séparer un
mélange de sept paires d’énantiomeres par électnoetiographie. Le polymére a empreintes
moléculaires a montré un apport de sélectivitésefamration. Malheureusement, cette étude a
été réalisée uniguement en milieu pur. Le nombapplications de colonnes capillaires en
tube ouvert avec des MIP est assez limité et svéraujourd’hui restreint a des séparations

chirales [162].
1.3.3.1.3 Les colonnes capillaires monolithiques

Une deuxiéme alternative aux phases particulaiceg $es phases monolithiques. Les
monolithes sont des phases poreuses continuesogtiegploitées dans divers formats, y
compris pour la HPLC conventionnelle et la SPE. @mndans le cas des colonnes en tube
ouvert, ces phases monolithiqgues ne nécessiterdegpaiités, mais conduisent en revanche a
une quantité de phase stationnaire plus importaintse grande surface spécifique obtenue
par la présence de mésopores qui assure une bapaxité. De plus, leur structure

macroporeuse facilite leur application a des édhams biologiques car ils ont une
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importante perméabilité. La porosité et les forut@lités des monolithes peuvent étre
contrblées en faisant varier la composition du nggade synthése, ce qui confére une grande
flexibilité pour leur application. De plus, ils ddnien adaptés a I'analyse a haut débit qui est
souvent nécessaire pour la bioanalyse. Le prindipabnvénient des monolithes est le
manque de répétabilité de leurs propriétés d’'unéhgge a l'autre. Ceci est la conséquence du
grand nombre de parametres qu'’il est nécessaicertedler pour leur synthése [163].

Il existe deux catégories de monolithes qui sositn®nolithes organiques et les monolithes
hybrides, souvent a base d’organosilanes qui sorhétisés in-situ dans les capillaires ou les
canaux via un procédé sol-gel. En ce qui concersarionolithes organiques, leur synthése
inclue une étape préalable de silanisation qui ismsa modifier chimiquement les
groupements silanols de la paroi interne du cagellen y liant des groupements particuliers
en vue d'y ancrer par la suite le polymere. Pourtyge de synthese, il est difficile de
contrbler la structure finale du polymére car larpmologie dépend d’'un grand nombre de
parametres qui sont souvent liés [164]. Il est ipessde faire une modification des
monolithes aprés leur synthése pour les adapteragpkications pour lesquelles ils sont
produits. Ces modifications sont beaucoup plusames pour les monolithes hybrides a base
d’organosilanes. Ces dérivations permettent de fieodid structure et la chimie de surface du
monolithe. Les monolithes organiques présentenmmbitants avantages comparés aux
silices, comme une bonne biocompatibilité, et uiabibté chimique plus importante (large
gamme de pH). Cependant, ils sont souvent sujetpoafiement ou la compression lors de
l'utilisation de solvants organiques, ce qui aféelefficacité des colonnes et la symétrie des
pics.

Parmi les trois différents types de colonnes caipdé présentés, ce sont les monolithes qui
sont les plus utilisés pour la synthése de colocaedlaires de MIP pour son application en
séparation. Une liste assez compléte des travaunésngans ce domaine se trouve dans la
référence [158]. Une grande partie des développtaméalisés en format capillaire peuvent
étre transposables a des microsystemes.

1.3.3.2 Microsystémes de séparation : les puces

1.3.3.2.1 La séparation électrophorétique sur puce

La plupart des séparations en microsystemes ontaliéées en mode électrophorétique. La
séparation est en effet réalisée dans un microddmmal ou une différence de potentiel est
appliguée aux deux extrémités de celui-ci et I'éement de la phase mobile est assuré par le
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flux électroosmotique, comme en CE. Sur la Figur&7l est présenté un des dispositifs les
plus simples pour effectuer ce type de séparation.
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Sample Channel Detection Area
" / Intersection
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Buffer Separation Channel Waste
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®
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Figure I- 17 : Schémas représentant un dispogtfake pour une séparation électrocinétique avec la
description générale du systeme (a), I'étape ditige électrocinétique de I'échantillon (b), ettéipe

de séparation (c) (adapté de [165]).
Cette puce est constituée de deux canaux perpdmidés, I'un permettant I'injection, et
l'autre (le plus long) étant dédié a la séparaiéigure 1- 17 (a)). L’échantillon est introduit
dans le premier canal par I'application d’une d#éféice de potentiel (Figure I- 17 (b)). Puis,
un potentiel est appliqué par la suite dans le i@eox canal pour entrainer le volume
d’échantillon situé a l'intersection des deux canaans le canal de séparation (Figure I-
17 (c)). La séparation se fait alors dans ce gaaales différences de vitesse de migration des
molécules soumises au champ électrique.

Dans ces conditions, seules les especes chargéessé&uarées, mais il est possible de
travailler dans un milieu micellaire pour augmereepouvoir séparatif de cette technique et
I'appliquer aux molécules neutres. Un exemple dpgdlication de ce dispositif en présence
de micelles est celui de la séparation de 19 acddeaés marqués préalablement pour leur
détection par fluorescence [166]. Une bonne séparagst obtenue en seulement 165
secondes pour l'analyse de ces acides aminés dansgchantillon aqueux tamponné.
Cependant, aucune application dans un milieu réekncore été effectuée avec ce type de
microsysteme de séparation.
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1.3.3.2.2 Phases greffés pour la séparation suepuc

Une alternative pour la séparation d’especes nangéles dans des microsystemes est celle
d'utiliser des phases stationnaires dans les cacammne dans le cas de la LC. Les premiers
dispositifs de séparation chromatographique eneph@gside sur puce ont utilisé des phases
greffées en surface des canaux (équivalentes dorrmas en tube ouvert utilisées dans des
capillaires) au sein du microsysteme. En 1990, uligey d’Andreas Manz a décrit le
développement et la fabrication d’'une puce suriggu# (vafer en silice de 5mm par 5mm
avec un canal de séparation en tube ouvert intégranélectrode de platine pour la détection
[167]. Ce premier microsysteme n’a pas été vrainteste, mais a permis d’observer une
efficacité supérieure a la LC classique. Par ltesein 1994, Ramsey et ses collaborateurs ont
modifié les parois d’'un canal de séparation enevamec des groupements octadécylsilane en
utilisant un procédé de liaison chimique sous teatpée et pression élevées. Trois composes
neutres ont pu étre séparés en moins de 3 min 8wnd Cependant l'efficacité de la
séparation obtenue était faible, ceci étant cestagnt d0 a la géométrie du canal en serpentin
et a la section trapézoidale de celui-ci [168]teSai ces premiers développements, d’autres
phases stationnaires pour la chromatographie esephgolarité inverse ont été développées
sur des supports en verre ou en polymére [169].e@mt, I'utilisation de ce type de
colonnes de séparation n’'a pas eu beaucoup desspoue les microsystemes par leur faible
surface spécifique. Diverses possibilités permeti@augmenter leur capacité comme
'augmentation de I'épaisseur d’adsorbant, ou uerement de la surface avec une couche
de particules ou méme de nanoparticules d’or. G¥goen seules quelques applications sont
documentées pour ce type de phases, notamment enalyse d’hydrodacrbures
aromatiques polycycliqgues (HAPs), I'analyse de it I'analyse d’ADN ou méme d’un
digestat de caséine [170]. Ce type de phasesrstaires n’est pas exploité pour I'analyse de
traces dans des milieux biologiques. Dans touselesnples reportés jusqu’a présent, les
analyses se font dans des milieux purs tamponregsume détection par fluorescence.

1.3.3.2.3 Phases stationnaires basées sur destgtagcmicrofabriquées

Il est aussi possible de créer des structures faloriguées au sein d’'un microsysteme pour
augmenter la surface de contact. Il s’agit de larofdbrication de piliers dans un canal,
ordonnés de facon étroite et réguliére, mimantpdescules. Ces microstructures permettent
d’augmenter la surface d’interaction des analyitesir sélectivité peut étre modulée par une
modification chimique de leur surface. Un des pe¥siexemples de ces phases stationnaires
composées de structures microfabriquées (COMOSSIllocated Monolith Support
Structure$ est représenté sur la Figure I- 18. Ce COMOS développé sur du PDMS dont
la surface a été modifiée de facon a avoir despgnments C18 et des groupements acide
sulfonique en surface pour I'obtention d’un flue&roosmotique stable [171]. Le support a
ete appliqué a la séparation électrochromatographdjun meélange de peptides marqués
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avec un groupement fluorescent, et une grandeaeifec a été obtenue. D’autres COMOSS
préparés sur des copolymeres d'oléfines cycliquex d&& méme type de design ont été
utilisés pour la séparation de coumarines [172]sdé@aration a été réalisée par LC sur puce et
par électrochromatographie, obtenant dans les dasixine bonne efficacité.

| 230um |
."“,-f oees 5um
o 242

E -

[&]

o 1 Channel

@ et width
5um

|
- 160 um

.

Golumn volume
76 nl

Figure I- 18 : Schéma d’'une colonne d'électrochrmgiaaphie en format COMOSS et image en
microscopie électronique a balayage d’'une sectooedCOMOSS [171].

L'avantage des COMOSS par rapport aux canaux grefféec une couche de phase
stationnaire, est que la surface d’interaction mas importante et donc l'efficacité des
séparations est meilleure. Cependant, la capasté plus faible que dans le cas des phases
particulaires ou monolithiques. Des études sont@urs pour augmenter la capacité des
COMOSS, notamment en rendant la surface des pipereuse ou en y greffant des
nanotubes de carbone [152]. Il est & noter qUE@BIOSS n’ont pas encore été testés dans
des milieux biologiques.

1.3.3.2.4 Microsystemes utilisant des phases padires

Malgré la difficulté de remplissage des canaux d’omcrosysteme, il existe des
microsystémes incluant des phases particulaireefien, 'avantage principal de ce type de
colonnes est qu'une grande diversité de phasesrstaires est disponible. De plus, elles
possedent une grande surface spécifique par rapponphases stationnaires pelliculaires, ce
qui permet une plus grande capacité d’injectioaugimente les interactions avec les analytes.
Les principales contraintes a prendre en compte laaeproductibilité du remplissage ainsi
gue le mode d’immobilisation des particules. Peuredmplissage, il est possible d'utiliser une
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pression éleveée, si le matériel de la puce es$tedgia la pression, sinon, des remplissages
électrocinétiques ou sous vide peuvent étre wutili$69]. En ce qui concerne le maintien de la
phase stationnaire, des frittés, des restrictiandas barrages microfabriqués, et la réduction
des dimensions des canaux peuvent étre utilisést s microsystemes, la restriction
physique peut étre créée lors de la conceptiorystig¢me. En ce qui concerne la réduction de
la dimension des canaux, elle dépend du matéiieéupour la fabrication du systeme. Par
exemple, lors de l'utilisation du PDMS, il est pibés de déformer le canal par I'application
d’'une pression [173]. Une phase particulaire drét@obilisée dans une puce en PDMS grace
aux propriétés de déformation de ce polymére ajushux interactions hydrophobes du
PDMS avec la phase stationnaire [170]. La pressitiisée provoque la déformation du
canal, puis lors de la détente, les particules piggtées dans le canal par le rétrécissement du
PDMS. La restriction temporaire est par la suitéewde puis un traitement thermique est
utilisé pour mieux stabiliser la colonne. Cette gghatationnaire a été testée pour la séparation
de trois antibiotigues du type des céphalosporiras mode nanoLC et par
électrochromatographie. Une meilleure efficacitéueé bonne résolution ont été obtenues
pour I'électrochromatographie. Encore une fois, g@ndans les travaux précédents, I'analyse
a été effectuée dans un milieu pur tamponné, etreuapplication réelle n'a été effectuée. A
différence des travaux antérieurs, ici une détadily’ a été utilisée.

1.3.3.2.5 Microsystémes avec des colonnes de ségaraonolithiques
* Principe

Les monolithes sont phases stationnaires les madaptées pour la préparation de colonnes
de séparation dans des microsystemes puisqu’iteénessitent pas de frittés. Néanmoins, la
synthese de monolithes situ dans des micro-canaux présente aussi des diffecahir elle
nécessite un pré-traitement de la surface de cesigacomme dans le cas des capillaires. Ce
prétraitement dépend du type de matériau mis enreepour la fabrication des
microsystéemes. Les deux matériaux principalemeitiség sont des verres (silice fondue,
quartz, verre de borosilicate...) et des polymeremnsDle cas des supports en verre, une
réaction de silanisation est nécessaire pour fomecéliser les parois des canaux lors de la
synthése de monolithes organiques. Dans le casupgmrts polymériques, le traitement de
surface dépend du type de polymeére utilisé poumitaofabrication. L'utilisation de supports
polymériques peut réduire les colts de fabricattea microsystemes car les méthodes de
microfabrication sont souvent moins laborieusesequierent d'une instrumentation moins
colteuse que pour la fabrication en verre ou emrtza74]. L'inconvénient majeur du
greffage de ces supports polymériques est le tnaie de surface, car souvent I'ancrage du
monolithe n’est pas facile a réaliser. Parmi le$ymeéres utilisés pour la fabrication de
microsystemes, on compte le copolymere d’oléfingsliques et le polyimide [152]. Le
PDMS peut aussi étre utilisé, mais il est inconfpatavec un certain nombre de solvants
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organiques ainsi qu'avec certains monomeres gbset®ent dans celui-ci, ce qui limite son
utilisation pour la synthése de monolithes orgagsqu

* Application des phases monolithiques

Les colonnes monolithiques sont tres utiliséeslectr®chromatographie capillaire mais aussi
dans des microsystemes, leurs applications foiitedies I'objet de nhombreuses revues [111,
163, 164, 175]. Les applications sont souventiraata I'analyse de protéines (ou peptides)
ou du génome plutbt que l'analyse de petites mtdécCes analyses sont effectuées par une
détection par fluorescence donc en ayant préalabiesffectué le marquage fluorescent des
biomolécules. La plupart des analyses se sonttafies dans des milieux purs, a I'exception
des cas ou les microsystemes ont été appliqués eodem supports de traitement de
I’échantillon pour purifier des matrices complexetsnon pas comme des dispositifs de
séparation. Par exemple, un monolithe a base ide gans une puce en verre de borosilicate
a été utilisé pour I'extraction d’ADN du sang psi& quantification a été réalisée hors ligne
suite & un marquage fluorescent de 'ADN [176].

La plupart des microsystémes sont développés desisabloratoires de recherche et ne sont
donc pas disponibles dans le commerce. Les moaslithganiques a base de méthacrylates et
acrylates peuvent étre facilement polymérisés &nuolroit bien défini du micro-canal. En
effet, ces monolithes pouvant étre photo-polymérite position et la taille de la zone ou se
situera le monolithe dans les micro-canaux peug@ast définies par I'utilisation de masques
opaques filtrant les radiations UV. Des phasesostad&ires monolithiques ont par exemple
été synthétisées au sein d’un microsysteme en ymgoé d'oléfines cycliques intégrant un
cbne d’électrospray pour le couplage en ligne awecspectrometre de masse [177]. Ce
microsystéme était constitué de huit canaux comtedas monolithes organiques a base de
butyl-méthacrylate et d'éthyléne diméthacrylate rposéparer et préconcentrer un
antidépresseur tricyclique (imipramine) contenu sdamn échantillon d’urine injecté
directement (Figure I- 19).
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Figure I- 19 : Schéma représentant le couplage mignosysteme de séparation et pré-concentration a
un spectromeétre de masse avec une source ESb(Bseseringue, | : vanne d’injection manuelle,
U : raccord, C : puce) [177].
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La capacité de ce systéme dans une solution agégiséde 0,3 ug, et la porosité étant assez
importante, les canaux n'ont pas été obturés maédbantillons biologiques. Cependant, la
capacité du support étant réduite fortement afirgedtion d’un échantillon biologique, il n’a
ete utilisé qu'une seule fois comme il est courdet faire en SPE conventionnelle.
Néanmoins, des taux de récupération importants sbtgnus (79%) avec une sensibilité
considérable puisque la limite de quantificatioteole est de 0,025 pg.mL

La polymérisation en sol-gel utilisée pour la sysd de monolithes inorganiques ou hybrides
ne peut pas étre activée par l'effet d'un rayonnm#meonc la synthese localisée est moins
évidente que dans le cas des polyméres organiQ@t® localisation a été possible pour la
synthese d’'une colonne monolithique de séparat@ms din canal en serpentin sur un support
en verre [178]. En effet, par I'action de quatrerggies sur différents ports du microsystéeme,
il a été possible d'intercaler des bandes d’'aidet bandes du mélange de polymérisation
permettant ainsi de localiser la synthése du mthmlia I'endroit souhaité dans le
microsystéme (Figure I- 20).
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Figure I- 20 : Schéma de fonctionnement de la sdiparde molécules sur une puce en verre
contenant une colonne de silice greffée avec dmgpgments hydrophobes (S : échantillon,
ECD : déteceur électrochimique, W1 : poubelle dehase mobile, W2 : poubelle de I'échantillon,
V1 : vanne d’entrée de la phase mobile, V2 : vateeortie de la phase mobile, V3 : vanne d’entrée
de I'échantillon, V4 : vanne de sortie de I'échbamri) [178].
La phase ainsi obtenue a été par la suite fondi@m@e par des groupements octadécyl pour
faire la séparation de trois antioxydants (catées)imlans un milieu aqueux pur dopé avec une
assez bonne efficacité. Un avantage supplémerdairee microsystéme est qu'il intégre le
systéme d’injection et la colonne de séparatioguet le transport des fluides se fait par un
contrdle hydrodynamique avec des pousse-seringuki ngossible par la grande perméabilité

du support.
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Conclusions

L’intégration d’'une colonne de séparation dans diepositifs miniaturisés (capillaires ou
puces) a montré un grand potentiel pour élargir dpplications de ces systemes a la
séparation de molécules. Des séparations effiqgaa@gent alors étre obtenues, notamment si
une étape de préconcentration est introduite dasydtéme. Cependant, dans la plupart des
cas, les échantillons utilisés sont des échansillmurs concentrés en analytes. Or, I'analyse
d’échantillons réels pose un vrai probleme puisge’ugrande quantité de composés
interférents sont présents a des concentrationgbap plus élevées que les composés cibles.
L’intégration d’'une étape d’extraction s’avere darm@ressaire pour I'analyse d’échantillons
réels tels que les matrices complexes.

[.3.4 Intégration de I'étape d’extraction dans le gstéme analytique

1.3.4.1 Commutation de colonnes capillaires

Une premiere approche possible pour lintégratien Iétape d’extraction a I'étape de
séparation serait celle d'utiliser des colonnesilieéigs pour chacune de ces deux étapes,
comme dans le cas d’'une SPE en ligne (Figure 1E8)effet, il est possible de faire une
extraction hors ligne, mais les volumes maniputéstérés supérieurs aux volumes injectés,
une perte considérable en facteur d’enrichisseesrdttendue. Dans la partie précédente, des
colonnes capillaires ont été présentées pour laraépn de molécules. Parmi ces colonnes,
on arrive a trouver des exemples d’une intégrationtils sélectifs tels que des anticorps ou
des MIP a des fins séparatives. Il est donc tdaitgpossible d’envisager leur utilisation en
extraction puisque leur importante sélectivité ddvpermettre de retenir suffisamment les
analytes cibles pour les pré-concentrer et pouorigér la matrice échantillon par une étape de
lavage. A I'heure actuelle, des outils dédiés AdnoL.C peuvent étre utilisés pour réaliser un
montage permettant la commutation de colonneseaougduisant les volumes morts le plus
possible. Il est possible d'utiliser des vanne@y avec de trés faibles volumes de canaux,
les connexions pouvant étre réalisées avec deBabegs de trés faible diametre (20 um) et
des connecteurs avec des volumes morts nuls. Es, plas systemes de pompage
hydrodynamique adaptés sont disponibles pour centriies débits de phase mobile.
Malheureusement, malgré la simplicité théoriqueceite approche, il n’existe pas dans la
littérature des travaux ayant utilisé ce type detages en intégrant des phases sélectives. En
effet, le matériel nécessaire représente tout déhlobm colt supplémentaire, mais aussi la
manipulation dans ces dimensions est assez corgpliJwn point de vue pratique a cause
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d'une gestion des fuites difficile. Des applicasoont tout de méme été effectuées pour
'analyse de protéines, notamment pour inclure érape de déssalage des digestats avant
analyse.

Des travaux ont cependant été réalisés au LSABM ttanadre d’'une these doctorale [158]
pour effectuer I'extraction sélective de I'alfuzosidans une colonne monolithique capillaire
de MIP couplée a une séparation en nanoLC sur whenree capillaire monolithique
commerciale, et suivie d’'une détection UV. Dans tcagaux, une série de synthéses ont été
effectuées pour I'obtention d’'un monolithe de MiPfermat capillaire ayant un ancrage, une
homogénéité et une porosité adaptées a la nanad<Cinhages par microscope électronique a
balayage (MEB) du MIP et de son NIP associé soddgntées en Figure |- 21. La sélectivité
de ce support a été étudiée par chromatographigafeoen milieu organique (acétonitrile
acidifié) obtenant un facteur d'impression pouMt alfuzosine de 3,6 et prouvant ainsi la
présence de cavités spécifiques dans le MIP. D& phe bonne répétabilité de la synthése a
été obtenue pour 5 synthéses avec I'obtention f@dcteur d'impression de 3,6 + 0,3.

NI-MC 10

Figure I- 21 : Images MEB des monolithes imprinfésdzine (10) et non imprimé (NI-MC 10)
synthétisés dans des capillaires en silice de f@dgdiametre interne (adapté de [158]).

Pour mettre a profit la sélectivité du MIP, un clage en ligne du monolithe de MIP en
format capillaire avec la nanoLC a été réalisé nantage qui a été utilisé a fait usage de
deux pompes nano et trois vannes six voies pemtetta faire chacune des étapes du
protocole d’extraction. La détection a été réaligéeun détecteur UV ayant une cellule en Z
de 3 nL de volume. Une image de ce montage esemtéss en Figure |- 22. Le protocole
d’extraction a été développé sur la base d'un podo antérieur effectué en format
conventionnel avec un MIP en bloc [179]. Suitecgtimisation du protocole d’extraction, il
a été appliqué a l'analyse d'un échantillon de maglopé avec de l'alfuzosine et ayant
préalablement subi une précipitation des protéibes.chromatogrammes présentés en Figure
I- 23 montrent la sélectivité du MIP par rapportNie, et I'apport du MIP pour le traitement
de I'échantillon plasmatique. Cette étude a déndogtril était possible de miniaturiser une
méthode de traitement de I'échantillon sélectiveipte a la nanoLC en utilisant une
commutation de colonnes dans un format miniatutisée grande économie d’échantillon a
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été obtenue puisque le volume d’échantillon utilsgit 400 fois plus faible (250 nL) que
dans un systéme conventionnel. Cette approche setialnic assez prometteuse et ce serait
intéressant de la mettre en ceuvre pour d’autreéaulgls et d’autres échantillons.

2 I

Boucle d’injection Colonne analytique

h

Figure I- 22 : Photos du montage utilisé pour leptage en ligne du MIP alfuzosine a la nanoLC. La
photographie de droite représente un agrandissetedatpartie encerclée en rouge sur la figure de
gauche. (adapté de [158]).
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Figure I- 23 : Chromatogrammes LC-UV obtenus aprésinjection d’'une solution standard
d’alfuzosine (a), aprés une injection de plasma/M&0pé avec de I'alfuzosine puis extrait en ligne
par le MIP alfuzosine en format capillaire (b),par le NIP (c), et injection directe de plasma/MeCN

dopé avec de l'alfuzosine (d). (adapté de [158]).
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1.3.4.2 Intégration dans des microsystéemes a colgrméectrocinétique

Une alternative a la commutation de colonnes pduotégration de diverses étapes de
I'analyse, comme la préparation de I'échantillofaeséparation chromatographique, sont les
microsystémes. En effet I'intégration de ces étajaas un seul systéeme permet de réduire les
volumes morts par rapport aux connexions utilisesommutation de colonnes. De plus, le
nombre de connexions est moins important, donisdgie d’avoir des fuites est réduit.

L’intégration dans des microsystemes d'une étapdraleement de I'échantillon et d’une
étape de séparation est assez rare. Parmi lesitrd@eant cette intégration, une étude a
montré que la synthése de monolithes bien local@ésein d’'un microsysteme permet
d’utiliser une méme colonne monolithique dans urcrasystéeme pour faire une pré-
concentration et une séparation [180]. Lors deecgtitide, un monolithe a base d’hexacrylate
a été synthétisé dans le canal de séparation dicrosysteme en verre en forme de T et le
transport des fluides s’est fait par voie électnétigue. Un échantillon en eau pure contenant
du fluoranthene, du benzo(a)anthracéne et du blefflzmfanthene a été injecté vers la
colonne monolithique avec une phase mobile favotisae forte rétention des analytes sur la
phase stationnaire. Dans ces conditions, il a @8iple d’injecter une quantité d’échantillon
plus grande que le volume qui se trouve dans fsettion des canaux pour préconcentrer
'analyte d’intérét en téte de colonne. Ainsi, kensibilité a été augmentée fortement par
rapport a une injection normale comme on peut lesw la Figure |- 24.
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Figure I- 24 : Electrochromatogrammes d’'un mélasg@uoranthene et de benzo(a)anthracéne a
3,3 ng.uL* et de benzo(k)fluoranthéne a 5 ngldbtenus aprés une injection normale (A), ou aprés
une pré-concentration de 60 secondes (B) [180].
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Ce dispositif intéegre une étape de préconcentratiomne étape de séparation, mais
l'intégration d’'une colonne d’extraction séparédaleolonne analytique serait plus adaptée a
'analyse d’échantillons réels car elle permettdst réaliser un vrai protocole d’extraction
avec des étapes de lavage visant a éliminer legénténts de la matrice. Cette séparation de
'étape de pré-concentration permettrait aussi decg@ation de volumes d’injection plus
importants car dans le cas présenté dans cet egel@plpics chromatographiques sont élargis
lors de I'augmentation du volume d’injection. Ik @®nc nécessaire de trouver un compromis
pour le volume injecté de facon a réduire I'élasgiment des pics tout en conservant une
sensibilité suffisante. De plus, cette méthodeapgliquée en milieu pur et n'apporte pas de
sélectivité a I'analyse qui peut étre nécessait@rmlyse de traces dans des échantillons
biologiques.

Une possibilité pour apporter de la sélectivitd'dealyse serait celle d’'utiliser une détection
sélective, comme la MS ou la détection électroctprai Mais dans le cas de la MS, le
couplage des microsystémes a un spectromeétre deemast pas de toute simplicité, et pour
la détection électrochimique, il ne s’'agit pas @&uméthode de détection universelle. Une
deuxieme possibilité est celle d’introduire dansnuinrosysteme des outils sélectifs tels que
des anticorps ou des MIP comme pour le couplage laveanoLC. Un exemple de ce type de
systemes est celui d'une puce intégrant un IS etamal de séparation par CE schématisé en
Figure |- 25 (A) [181]. Cette puce en verre a @gque de fagon a pouvoir y intégrer dans le
port 1 des disques en fibre de verre ou ont étéoiniimés des anticorps contre divers
marqueurs de l'inflammation. Cette puce a permisrékdiser I'analyse totale, incluant
l'injection, Iisolement par immunoaffinité (port),lla dérivation des analytes en molécules
fluorescentes (port 1 et 3), la séparation parr&phorese (canal en serpentin) et finalement
la détection par fluorescence, de 12 biomarqueuwss I'thflammation dans 200 nL
d’échantillon issus de la peau de personnes ayasitlésions cutanées. Les rendements
obtenus par cette méthode étaient supérieurs a Ppéurotous les biomarqueurs analysés et
des limites de détection inférieures & 7 pdhioht été obtenues, pour un temps total d’analyse
de 9 minutes. Sur la Figure |- 25 (B) se trouve @eectrophérogramme correspondant a
'analyse d’'un échantillon d’'un patient avec unsidé légére. Les auteurs considerent que
I'outil utilisé a de bonnes performances et qubluprait étre utilisé en diagnostic aprés une
optimisation du temps d’analyse. La miniaturisatitams cette étude a permis non seulement
d’utiliser des quantités d’échantillon tres faiblesachant que la quantité de tissus était
restreinte, mais les limites de détection et lespte d’analyse sont trés faibles. De plus,
l'utilisation de divers anticorps pour lI'immunoexttion ouvre des possibilités tres
intéressantes dans le domaine de l'analyse clinjpuisque les disques utilisés comme
supports des anticorps peuvent facilement étre lear@gp.
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Figure I- 25 : Schéma de la puce utilisée pourdigse de marqueurs de l'inflamation (A), et
électrophérogramme obtenu des concentrations deabipieurs pour un échantillon cutané d’'un
patient avec une |Iésion cutanée légére (B) (adbpf&81]).

Une autre étude assez proche de celle présenté&dprément, a été réalisée pour I'analyse
de I'alphafetoprotéine, un biomarqueur du cancgatecellulaire [182]. Dans cette étude, le
greffage d’anticorps s’est réalisé sur les parais @¢anal du microsysteme utilisé, et malgré
la complexité du systeme développé, I'analyse diaive de ce marqueur dans du plasma
humain a été possible grace a I'inclusion de madpégmettant de faire des ajouts doseés.

1.3.4.3 Intégration dans des microsystémes a colgidydrodynamique

En 2005 a été commercialisée une puce, la chipeAgilui est constituée d’'une précolonne
d’enrichissement, d’une colonne de séparation wielhano-aiguille métallisée pour faire un
nano-électrospray [183]. Les deux colonnes sonplieside particules de phase stationnaire
et ce remplissage est effectué par I'applicatiamd’importante pression. L'utilisation d’'une
restriction permet de maintenir en place les palg Différentes puces sont disponibles avec
des phases stationnaires et des dimensions vaidladd-igure |- 26 présente un schéma de
cette puce. Ce systéme sera étudié avec plus aiksdtns le chapitre Il de ce travail.

Le Tableau I- 6 présente quelques applicationsedmicrosystéme. Il a principalement été
utilisé pour I'analyse de protéines et d'oligosarities. En effet, c’est I'apport en sensibilité
par I'étape de SPE intégrée qui permet d’injeceepldis grands volumes, et surtout I'apport
en capacité de pics qui a été exploité pour tocessapplications. Une premiere application
pour l'analyse de composés pharmaceutiques danglaima a été réalisée montrant la
faisabilité de I'analyse de petites molécules ddes échantillons complexes sur la puce
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commerciale [184]. Dans cette étude, les protéidasplasma ont été préalablement
précipitées par de I'acétonitrile puis une injectibe 1 pL d’échantillon a été réalisée. Les
limites de détections ainsi obtenues vont en dessleul0 fg. Cette tres grande sensibilité
devrait permettre I'utilisation de tres faibles woles d’échantillon. Ainsi, le design de cette
puce est tres bien adapté a l'analyse de traces dies échantillons biologiques puisqu'’il

integre une étape d’extraction sur phase solidesi@paration par HPLC et une détection par
spectrométrie de masse.

Contact électrique

Figure |- 26 : Schéma du dispositif puce Agilertgjaté de [185]).

Polyimide  Aiguille Colonne Pré-colonne
nanospray de intégrée
intégrée séparation

Analytes Echantillons Détection Source
Anthocyanines Peaux de raisin Q-TOF [186]
pha?rﬁ?c%ouiﬁqsues Plasma QaQ [184]
Glycopeptides Préparation biologique de réference Trappe ionique [187]
Nucléopeptides Cellules de carcinome du colon Trappe ionique [188]
Oligosaccharides Lait maternel TOF [189]
Oligosaccharides Cellules bovines et porcines Q-TOF [190]
Oligosaccharides Sérum TOF [191]
Phosphopeptides Cellules Trappe ionique [192]
Phosphopeptides Cellules TOF ou trappe ionique [193]
Protéines globulaires Graines de lupin Trappe ionique [194]
Protéines Riz, lentilles ou ongles Trappe ionique [195]
Protéines Cellules du colon Trappe ionique [196]
Protéines Lymphocytes T Trappe ionique [197]

Tableau I- 6 : Quelques applications de la pucenceruniale fabriquée par Agilent.
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En 2009, un autre systeme basé sur une technaogiguce est apparu, il s’agit du systeme
cHIPLC d’ekisgent (Figure I- 27). Ce systéeme estébsur |'utilisation de plusieurs puces en
verre avec des canaux ayant une fonction partreulice canal peut étre utilisé soit comme
une boucle d’injection, soit comme une colonne darissement, soit comme une colonne de
séparation. Dans les deux derniers cas, le canaepwmli de particules de silice greffée
octadécyl. Une interface est utilisée pour conmeatee ou plusieurs puces entre elles
permettant d’effectuer une étape de séparatiore seulune étape d’enrichissement (sur une
premiere puce) et de séparation (sur une deuxiame)ples puces étant alors connectées
entre elles via une vanne 10 voies et une troisipute (« jumper ») comme indiqué sur la
Figure |- 27. Il s’agit donc d’'un systéme plus miadile que la puce Agilent ou la colonne de
séparation et la pré-colonne d’extraction sontesués deux dans un méme microsysteme.
Cependant, pour le systeme proposé par Eksigemstilnécessaire d’ajouter une pompe
nanoLC et un systeme de détection. L’avantage dlta puce Agilent est que le pilotage du
systéme se fait avec un seul logiciel, et le camkavec la spectrométrie de masse est facilité
par l'utilisation d’une source nanospray intégréefin, la disponibilité de puces pour le
systeme Eksigent est encore assez réduite avezulitype de phase stationnaire et une seule
capacité pour les puces d’enrichissement. Aucupbcagion a des échantillons réels n'a pour
I'instant été reportée avec ce systéme.

4 4 4
Jumper cHIPLC trap cHIPLC column

Figure I- 27 : Systeme cHiPLC-nanoflex de Eksiggrdichéma de connexion des étapes
d’enrichissement et de séparation via différenteep indépendantes (adapté de [198]).
Ces approches sont tres intéressantes en vuentigtation de la préparation de I'’échantillon
avec l'analyse chromatographique, mais pour limistdl n’existe que tres peu de
développements pour I'analyse de traces dans degasacomplexes.
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Conclusions

La grande difficulté associée a I'analyse de tratass des milieux complexes tels que les
matrices biologiques est liee au grand nombre d&cules composant ces échantillons.
Divers outils sont aujourd’hui disponibles pourléoles molécules étudiées du reste de
I'échantillon. La séparation des constituants deHantillon peut se faire par chromatographie
en phase gazeuse ou en phase liquide, mais c’e€t ¢mi est la mieux adaptée car elle a une
plus grande gamme d’applications, en particuliarrdes composeés polaires et non-volatils.
De plus, le couplage entre 'HPLC et la MS a dohieé a des méthodes plus sélectives et
plus sensibles et constitue donc un outil incomtable pour I'analyse de traces dans des
milieux biologiques. Cependant, ce couplage retjui&mn mode d’ionisation a pression
atmosphérique qui est sujet a des effets de matlseque des suppressions d’ions ou des
exaltations des signaux. Le traitement de I'écllantiavant I'analyse est donc souhaitable
pour contrer ces effets. Parmi les diverses méthadiéisées, c’'est la SPE qui est la plus
courante indépendamment du type de matrice étudigeeffet, la SPE offre une grande
variété de supports d’extraction plus ou moinscsddequi lui conferent une grande versatilité
pour le traitement de I'échantillon. Lorsque leslgtes sont présents a I'état de traces dans
des matrices complexes, des supports trés spéxsfigont les mieux adaptés car ils
permettent de réduire le nombre d’étapes de traierde I'échantillon avec I'obtention en
parallele d’'un haut degré de purification. Parms aatils tres sélectifs se trouvent les
polymeres a empreintes moléculaires, qui induisemet rétention basée sur des mécanismes
de reconnaissance moléculaire. De par la facilitéa eapidité de leur synthése, ces outils
seront étudiés par la suite (chapitres Il et Noup leur application a I'extraction de la
molécule modele, la cocaine, ainsi que de ceridénses métabolites dans des échantillons
biologiques.

Une des tendances actuelles dans l'analyse estélelappement d’outils séparatifs
miniaturisés. En effet, non seulement ils permettenfaire des séparations efficaces, mais
aussi ils réduisent la consommation d’échantilleinde réactifs. Cependant, la miniaturisation
ne regle en rien la complexité des échantillonau@nt plus que les dimensions réduites
diminuent la capacité de pics pour la séparatioa oh&langes complexes. Il est donc
nécessaire d'introduire une étape de traitement'ébhantillon. Celle-ci permet de pré-
concentrer les analytes et obtenir ainsi une meéleensibilité, mais aussi, s'il est possible
de rendre cette étape sélective, cela permetteapiudifier les matrices complexes. Pour ce
faire, il est possible de travailler en format dape par commutation de colonnes, mais les
volumes morts ainsi que la présence des fuitesnprénde l'importance dans un format
miniaturisé, et donc l'efficacité de I'analyse peut étre affectée. Une autre solution consiste
a intégrer I'étape de pré-concentration et I'étdpeséparation dans un méme microsysteme.
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Ceci permet de s’affranchir en partie des probledeesonnexions et de volumes morts. Un
outil commercial basé sur la technologie sur puteingégrant une colonne de pré-
concentration et une colonne de séparation estalijmi disponible. Celui-ci semble bien
adapté pour lI'analyse de traces dans des échastiimlogiques, c’est pourquoi il sera testé
dans le chapitre suivant (chapitre Il) pour l'arsglyde la cocaine et son métabolite principal,
la BZE, dans des milieux biologiques. Parallelemeatdispositif met en ceuvre des phases
hydrophobes non sélectives, ce qui limite son appbn pour I'extraction de molécules
polaires. Le potentiel d'un MIP pour les molécutdsdes sera donc étudié dans le chapitre lll,
et différentes approches de son intégration dassidpositifs miniaturisés seront présentées
dans le chapitre V.
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Chapitre Il : Analyse de la cocaine par SPE-LC supuce
couplée a la spectrométrie de masse

Introduction

Dans le chapitre précédent, quelques outils mingés ont été présentés. En effet, des
progres non négligeables ont été réalisés aveenmaeéat pour objectif final l'intégration de
la préparation de I'échantillon, de la séparatioande la détection sur un microsysteme
analytique (LTAS). Comme cela a été rappelé précgumt, la miniaturisation des systémes
de séparation présente un certain nombre d’avastdges le cas de I'analyse de traces en
milieux biologiques. Cependant, la miniaturisatppasente des inconvénients car son pouvoir
séparatif est réduit par la diminution de la longugu dispositif séparatif utilisé, ce qui est un
probléeme majeur lors de I'analyse d’échantillonsptexes tels que les matrices biologiques.
De plus, la quantité d’échantillon étant réduitdest niveaux de concentration des analytes
recherchés étant trés bas, des techniques deid@t&€is sensibles sont nécessaires et une
étape de traitement de I'échantillon semble indispble pour I'analyse de traces dans des
milieux biologiques en format miniaturisé.

Une approche intéressante est l'utilisation d’ustéayie miniaturisé intégrant une étape
d’extraction sur phase solide et une étape de atipar Il existe aujourd’hui un tel systéme
basé sur une technologie sur puce qui permet enlpleouplage a la MS. Ce dispositif
présente I'avantage par rapport a la nanoLC classilg permettre un meilleur contréle des
deébits et une réduction des volumes morts, en gduprésenter un interfacage plus simple
avec la MS via une interface nanospray intégrédgidain nombre important d’applications
de ce systeme dans le domaine de la protéomiquiesebligosaccharides, son potentiel n'a
pas vraiment été évalué pour I'analyse quantitadirgetites molécules. Ainsi, ce systéme a
éte étudié pour I'analyse de la cocaine et la B&Etant que molécules modeéles, dans des
matrices biologiques variées.

[1.1 Principe de fonctionnement du systeme étudié

[1.1.1 Description des puces et de l'instrumentatio utilisées
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Dans le contexte de la miniaturisation pour I'asalyle traces dans des matrices biologiques,
la cocaine et son métabolite principal, la BZE, @#étchoisies en tant que molécules modeles
pour I'application de la SPE-LC sur puce coupléa &pectrométrie de masse. Le systeme
utilisé pour cette étude est en effet une puce centiale en polyimide schématisée en la

Figure IlI- 1.

Colonne de séparation
canaux carrés 75pm x 150mm
Zorbax C18 5pm

Injecteur Aiguille de
nanospray
métalisée
Colonne d’enrichissement  [REEEE IS - \
capacité 160nL ou 500nL /

Zorbax C18 5pm

Poubelle

..............

Canal d’enrichissement Canal de Aiguille
et ports séparation

Figure II- 1 : Schéma de la puce commerciale éauliéurce Agilent).

Le polyimide est un copolymere de 4-4’-diaminodipyleether et d’anhydride téréphtalique
[199] qui est compatible avec la plupart des sdlvaorganiques et qui est stable
mécaniquement, thermiquement et chimiquement damdarge intervalle de pH. Pour
I'élaboration du dispositif expérimental, les caxa les ports sont tout d’abord formés par
ablation laser sur des films de polyimide. Les canainsi obtenus sont de forme carrée de
75 um de coté. Puis des contacts électrigues a@melaont déposés sur la puce par
sublimation pour pouvoir appliquer par la suite weesion pour former I'électrospray. Les
films de polyimide utilisés ont une couche co-edée de polyimide thermoplastique, ce qui
facilite le collage des différentes couches soesgion et chaleur. L'ablation laser est ensuite
utilisée pour donner la forme finale a la puce Eaiguille de nanoélectrospray. Cette aiguille
a finalement une forme conique d’'une longueur den2 et d'un diameétre externe qui va de
35 um a 100 pm.

Outre son aiguille de nanoélectrospray, la pucsgmet un canal d’enrichissement et un canal
de séparation. Les deux canaux sont remplis deplagt sphériques de phase stationnaire de
5um de diametre. Le remplissage des canaux sepdaitsuspension en appliquant une
procédure adaptée d’'une méthode préalablemergédtifiour le remplissage de capillaires en
silice [200]. Ce systeme ne nécessite pas dedrithé la phase stationnaire est retenue par un
effet « keystone ». En effet, les dimensions seiséat a I'extrémité des canaux, et lors du
remplissage avec des particules, leur densité aeani de la restriction augmente ce qui
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entraine leur agrégation et donc leur immobilisatians le canal [173]. Les volumes du canal
d’enrichissement disponibles a I'heure actuellet ®40 nL, 160 nL et 500 nL conduisant
donc a des quantités de phase variées. Les deancaont remplis d'une méme phase
stationnaire. Trois phases différentes sont aaomdht disponibles : de la silice greffée C8 et
C18, et du carbone graphite poreux avec des pésosié 83 et 300A. Les trois puces
testées dans cette étude contiennent des partidel@orbax SB C18 avec des porosités de
80A pour la puce a trés grande capacité, et deA3p0ur les 2 autres puces. Le canal de
séparation présente une coupe transversale carée jdm de cbté et sa longueur peut étre de
43 mm ou 150 mm. Pour ce travalil, trois puces titestées, une puce avec une capacité de
40 nL et une longueur de canal séparatif de 43 uma,puce de grande capacité (160 nL) et
une puce de trés grande capacité (500 nL), ces deumeres ayant une longueur de canal
séparatif de 150 mm. Les caractéristiques des poies évaluées sont reportées dans le
Tableau II- 1.

Puce Simple Grande capacité Trés grande capacité
Phase stationnaire Zorbax SB C18 5 um Zorbax SB C18 5 um Zorbax SB C18 5 um
Porosité 300 A 300 A 80 A
N A3mmx75umx75um | 150 mmx75umx75um | 150 mmx 75 um x 75 um
séparation
Dimension du canal 40nL 160 nL 500 L
d’enrichissement

Tableau II- 1 : Caractéristiques des puces évaluées

Une interface permet de connecter la puce au sgstianpompage et au spectromeétre de
masse. Cette interface, nommeée « chip cube »rés¢qtée en Figure Il- 2. La puce se place
a I'entrée du « chip cube » et elle est alors gatiée entre le rotor et le stator d'une vanne
rotatoire & l'intérieur de l'interface. Cette vanpermet de positionner la puce de facon a
avoir l'aiguille d’électrospray a I'entrée du spechetre de masse. Elle permet aussi de faire
des connexions étanches entre la puce et les porfjm@sme dans une vanne 6 voies
classique, le rotor est constitué de trois canatergéalés au niveau des pores de la puce deux
a deux, et les connexions des liquides se fontivaan du stator. Le stator est fixé a un bras
de serrage qui permet l'alignement des ports dwrstvec les ports de la puce et avec les
canaux du rotor [183]. La vanne est pilotée parldgiciel Mass Hunter (Agilent
Technologies, Massy, France). Une fois que la msateplacée et alignée a l'intérieur de
l'interface, la vanne rotative peut passer d'uneifmn d’enrichissement a une position
d’analyse en basculant de 60°.
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Formationde
I'électrospraya
I'entréedu
spectrométre de
masse

Fluid flow from
nancpump
and injector

—

N
|

Stator

| Mécanisme de fonctionnement de la vanne rotatoire I

Figure II- 2 : Schéma de l'interface « chip cube ».

La configuration de la puce, schématisée en Figu® est semblable a celle d'un couplage
SPE-LC en ligne conventionnel. Dans la positionnd@issement (Figure II- 3(A)), la
pompe analytique est connectée a la colonne deadigwapour équilibrer la phase dans le
canal séparatif, tandis que le canal d’enrichissgrest connecté directement a l'injecteur.
Cette position est utilisée pour le chargementéthantillon dans la zone d’enrichissement.
En effet, I'échantillon est prélevé dans la boutdel'injecteur puis est poussé a travers un
capillaire en polyétheréthercétone (PEEK) versaeat d’enrichissement par une pompe de
chargement branchée directement sur la vannerjedfeur. Le transfert de I'échantillon de
la boucle de linjecteur vers le canal d’enrichiee@t peut étre contrélé soit par un
programme temporalisé pour basculer la vanne dgdieur et la vanne rotatoire de la puce,
soit par une fonction automatique du logiciel (nognm chargement intelligent de
I'échantillon ») [201].
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Pompe de chargement Pompe de chargement

Canal d’enrichissement Canal d'enrichissement
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Pompe analytique Pompe analytique

A- Enrichissement B - Analyse

Figure II- 3 : Schéma des connexions de la pucs aposition d’enrichissement (A), et dans la
position d’analyse (B) en mode « forward flush ».

Le premier mode de contréle est celui rencontréégdement pour des couplages
conventionnels SPE-LC, mais il nécessite d’'une sthenoptimisation lors d’'un changement
de volume injecté. Dans le deuxiéme mode de canttdllogiciel calcule automatiquement le
temps de chargement de I'échantillon basé surbé dé la pompe de chargement, le volume
d’injection et le volume des capillaires qui foat donnexion du siége d’injection jusqu’au
canal d’enrichissement. Dans le cadre de ce tralainode automatique a été utilisé. Un
paramétre doit étre cependant défini pour ce madenatique, il s’agit du volume de
transfert ou « flush volume » {)) qui correspond au volume qui doit assurer lestiem de
I’échantillon de la boucle d’injection vers la zoxéenrichissement. Il est donné par la
formule suivante :

Vfiush = (Vsiége+ Viitre + Viransfer) - X = Vo X

Vsiege €St le volume du capillaire du siege d'injectidye est le volume des capillaires qui
relient le filtre en ligne au reste du systemefjlte étant placé entre la vanne d’injection et le
capillaire de transfert, Mnstert €St le volume du capillaire qui relie I'injecteau canal
d’enrichissement de la puce, et x est un facteudgfinit le nombre de volumes mortsdjV
utilisés pour transférer I'échantillon. Les capits utilisés ont les dimensions suivantes :

*  Vsiege= 1,178 pL (Capillaire de siege 100 pm x 150 mm)

* Viige = 0,3 uL

*  Vyanstert= 0,515 pL (Capillaire de transfert 25 pm x 1050)m
Voestdonc égala: 1,178 + 0,3 + 0,515 =1,993 uL

Finalement, le calcul automatique du temps de emaegt se fait avec la formule suivante :
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t(chargement): (Vﬂush + Vinjection) / déblt pompe de Chargement

Le débit de la pompe de chargement est défini danséthode. Le volume de transfert
permet donc non seulement le chargement de I'éitlbantle la boucle d’injection vers le
canal d’enrichissement mais aussi une étape deydasa x >1. Par conséquent, dans la
position d’enrichissement il est possible de féa® étapes de chargement de I'échantillon et
de lavage. Par la suite, I'élution se fait par keage mobile en basculant la vanne dans la
position analyse (Figure Il- 3(B)). Comme dans pnecédure SPE en ligne classique, il est
nécessaire de définir plusieurs parametres de thaué sur puce pour s’assurer du transfert
approprié des analytes vers la colonne de sépardfiela implique aussi dans un premier
temps d’optimiser les conditions de détection.

[1.1.2 Optimisation des parametres de la détectiopar spectrométrie de
masse

11.1.2.1 Présentation des analyseurs utilisés

Avant de travailler sur le développement de la mé¢hd’analyse, les parametres propres a la
détection de masse ont été définis. L'ionisationfast ici par nanoélectrospray. Ce type
d’ionisation permet I'analyse de composés orgarsgie poids moléculaires assez variés et
plutét polaires, elle est donc bien adaptée a soplage avec la LC en mode phase inverse.
La puce permet la formation d’un spray car uneitenpeut étre appliquée entre le capillaire
d’entrée du spectrometre de masse et l'aiguill&adrice qui est métallisée. Cette tension est
appelée tension de capillaire. Avec le systemésétill n’est pas nécessaire d'utiliser un gaz
nébulisant car les débits de phase mobile sont da#es (0,2 & 0,6 nL.mib). Concernant la
tension de capillaire, elle dépend principalementddux parameétres : le temps d’utilisation
de la puce (plus elle est usée, plus la tensiocagélaire appliqguée doit étre élevée) et de la
guantité de solvant organique dans la phase mdbilecette quantité augmente il est
nécessaire aussi d’augmenter la tension). La terdgocapillaire utilisée pour les différentes
puces étudiées a été fixée a 1750 V car cette wakunet la formation du spray dans les
conditions de phase mobile utilisées.

Deux analyseurs ont été utilisés dans le cadreedeacail. Les premiers développements ont
été effectués avec une trappe ionique (1100 LC/M&ip SL, Agilent), notamment lors de
'étude portant sur la puce de faible capacité 4 et le développement de la méthode
d’analyse avec la puce de tres grande capacité n(bp0Pour la suite du travail qui a
concerné principalement I'élimination des effets rdémoire, I'étude menée avec la puce
160 nL, I'étude des performances de la puce denkQQes développements en LC-MS
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conventionnelle et l'analyse d’échantillons biobpges, un triple quadripble (6410
TripleQuad LC/MS, Agilent), acquis au cours de i@&vail, a été utilisé. L'interface « chip
cube » peut donc étre couplée a ces deux typeslg&murs. L'ionisation se faisant par
nanoélectrospray, et la cocaine et ses métabaimw® des molécules basiques, les ions
générés sont des ions positifs de type [M * He gaz séchant utilisé est I'azote dont la
température et le débit ont été fixés & 300 °Cletdin™ respectivement.

[1.1.2.2 Optimisation du signal en trappe d’'ions

La trappe ionique a été utilisée uniquement en numlbalayage (« scan »). En effet, avec
une trappe ionique il est possible de réaliser fotlgmentations, mais I'objectif final étant
l'utilisation d’un triple quadripble, ce mode sinepti'utilisation et permettant d’obtenir une
sensibilité suffisante, a été choisi pour ces peesnessais. Il a donc été nécessaire d’optimiser
les parametres de la trappe pour détecter la coedila BZE. L'intervalle de masses balayé
était de m/z =100 a m/z = 2200, avec un contr@ecliarge d’ions de 30000 et un temps
d’accumulation des ions dans la trappe de 300 rassRes conditions, les ions détectés pour
la cocaine et la BZE sont les ions parents sousedM + HJ', ce qui correspond a des
rapports m/z de 304,1 pour la cocaine et de 290yt la BZE, 'TEME n’ayant pas été étudiée
avec cet analyseur. L'optimisation des différentsametres de la trappe pour ces deux
molécules a été réalisée par infusion de solutbopg.mL* de chacune des molécules. Les
parameétres obtenus ainsi que la procédure d’ogtiois sont reportés en annexe 1.

[1.1.2.3 Optimisation du signal pour I'analyseur ipple quadripdle

Le mode de détection utilisé pour le triple quadlepest celui nommé « Multiple Reaction
Monitoring » avec la sélection d’un ion fils padiier provenant d’un ion parent précis. Pour
la cocaine et ses métabolites les transitions MRIMiées sont celles qui sont utilisées pour la
guantification dans diverses méthodes d’analysespactrométrie de masse [66], il s’agit des
transitions MRM suivantes :

Cocaine m/z= 304— m/z= 182
BZE : m/z= 290— m/z= 168
EME : m/z= 200— m/z= 182

La plupart des parametres du spectrométre de nessefixés lors de l'étalonnage de

linstrument, mais la tension du cone, ainsi qéadrgie de collision doivent étre optimisees.
Pour ce faire, on utilise le logiciel « Optimizemui permet avec cing injections courtes
I'obtention de la tension du c6ne pour focalisem’parent, la détermination des ions produits
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les plus abondants, et I'énergie de collision nemies pour leur obtention. Pour fixer ces
parametres de détection de la cocaine et de sesna&abolites, une méthode d’analyse en
LC-MS conventionnelle trés courte a été utiliséaeldolonne de phase inverse (Zorbax SB
C18 3,5 um, Agilent) de 2,1 mm x 30 mm de dimersianété utilisée avec pour phase
mobile une solution composée de 75 % de tampondi@d’ammonium 5 mM pH = 3, et
25 % MeOH. Le débit a été fixé a 0,2 mL.miat des injections de 5 pL ont été effectuées.
Lors de la premiére injection, la tension du césiebalayée avec des intervalles assez larges
pour déterminer la valeur pour laguelle l'intengi I'ion parent est la plus élevée ; ensuite,
pour la deuxiéme injection, I'intervalle de balagage la tension de cbne est réduite pour
avoir une valeur optimisée de la tension du cons ptécise. Par la suite, lors de la troisieme
injection, la tension du cone est fixée a sa vabgtimale et un balayage grossier de I'énergie
de collision est réalisé. A cette étape sont olstelivers ions fils avec des abondances plus ou
moins importantes. Lors de la quatriéme injectien,ions fils les plus abondants sont testés
avec un balayage grossier des énergies de collistoralement, lors de la cinquieme
injection, I'énergie de collision est balayée awecintervalle fin afin d’obtenir des signaux
optimaux pour les ions fils. Les valeurs ainsi oles sont présentées sur le Tableau II- 2.

Composé lon parent [M+H]* lon fils Tension du cone Energie de collison
(m/z) (miz) v) V)

Cocaine 304,1 182,1 110 16

Benzoylecgonine 290,1 168 115 16

Ecgonine méthylester 200,1 182,2 90 16

Tableau lI- 2 : Parameétres de masse optimisésledriple quadripdle.

11.2 Développement de la méthode d’analyse

[1.2.1 Développement de la méthode de séparation @v la trappe ionique

[1.2.1.1 Mise au point des conditions de séparation

La phase stationnaire qui se trouve dans les cadamichissement et de séparation de la
puce est une silice greffée C18. La séparationdest basée sur une chromatographie a
polarité inversée par un mécanisme basé sur lissgmhent d’interactions de type
hydrophobes. Il n'y a donc pas de problemes de atibilité entre les phases de ces deux
canaux [94]. La phase mobile utilisée pour la s#p@m doit étre adaptée a la fois a I'élution
des composeés sur le support SPE présent dans dadzemrichissement et a leur séparation
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tout en garantissant une bonne ionisation au niviEala source électrospray. Un transfert
optimal implique [utilisation d’'un montage ou lidion se fait en « backflush ». La
configuration au niveau de la vanne de la « chipecinterface » était déja adaptée pour se
trouver en mode « backflush » prévenant ainsi édeation de I'efficacité de la séparation
chromatographique. Les mélanges les plus couramutiéisés pour I'analyse en LC-MS des
molécules étudiées sont de I'eau acidifiée aveladele formique, ou des tampons formate
d’ammonium ou acétate d’ammonium en associatiort aee'acétonitrile (MeCN) ou du
méthanol (MeOH), ces phases mobiles permettentamigation correcte en électrospray [13,
37].

Les premiers essais ont été réalisés sur la pogaesi{40 nL) avec un échantillon agueux de
cocaine (0,1 pg.mt) et de BZE (0,1 ug.mt) contenant 2% de MeCN (provenant des
solutions meres). Le volume d’injection a été alément fixé a 1 pL et le volume de transfert
(Vsusn) @ 5 uL avec une solution de transfert 100 % asglela phase mobile testée était
constituée de tampon formate d’'ammonium 5 mM a [B5=et de MeCN. La séparation a été
réalisée avec un gradient & 0,3 pL.thiavec initialement 10 % de MeCN pendant une
minute, puis un passage de 10 % a 30% de MeCNnmeimwes et un reconditionnement a
10 % de MeCN en 3 minutes. Dans ces conditiondeleps de rétention de la cocaine et de
la BZE sont de 1,7 minutes et 5,3 minutes respectént. Les LDQ de cette méthode ont
alors été déterminées par extrapolation grace aleurs de signal sur bruit (S/B) obtenues
pour une injection d’une solution & 25 ng.flles LDQ correspondant & S/B = 10 ainsi
obtenues sont de 17 ng.fhLpour la cocaine et 16 ng.MLpour la BZE. Les
chromatogrammes correspondant aux courants iongipiés cocaine et la BZE de la solution
a 25 ng.mL* de cocaine et de BZE sont présentés sur la Figute

6
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Figure II- 4 : Chromatogrammes LC-MS (trappe d'loosrrespondant aux courants ioniques de la

cocaine a m/z = 304,1 et de la BZE a m/z = 290ut poe injection de 1 pL d’une solution aqueuse

de cocaine et BZE a 25 ng.thavec 2 % MeCN. Puce de 40 nL de capacité. Débj8siL.min',
gradient sur le tableau et en annexe 2, méthode 1.
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Les LDQ obtenues sont assez élevées, considéranes)seuils décisionnels de confirmation
dans les matrices biologiques sont tres bas. Ranggbe, pour le sang, la confirmation de la
présence de la cocaine se fait & un seuil de yit&ifio ng.mL*. Une injection de 2 pL au
lieu de 1 pL a donc été testée mais il a été obsgue le signal pour la BZE était plus faible
gue ce qui était attendu. Ceci peut s’expliquer lpafait que la BZE doit certainement
atteindre son volume de fin de fixation lors dajéction de 2 uL malgré l'utilisation d’eau
pure pour la préparation et le transfert de I'étilan. A ce stade de I'étude, I'objectif n’était
pas forcément d’augmenter la sensibilité qui de@ai¢ obtenue par I'utilisation du triple
guadripble de derniere génération. Néanmoins, liation de plus grands volumes
d’échantillons et surtout de solution de transfertir assurer un lavage efficace du support
apres injection de I'échantillon biologique a diieéenvisagée. Une puce de plus grande
capacité, a savoir présentant un volume de phass phportant dans la zone
d’enrichissement a alors été étudiée.

11.2.1.2 Changement de capacité de la puce

Une puce de trés grande capacité (500 nL) et rendjine phase stationnaire de 80A et donc
mieux adaptée a la rétention de petites molécukde @tudiée. La solution de transfert a été
fixée a 10 % de MeCN et 90 % d’eau pour pouvoirusamune étape de lavage de la pré-
colonne avant le transfert des analytes dans lalcd@ séparation. Le gradient utilisé
précédemment pour la puce simple a été modifi€agenf a avoir de faibles temps de
rétention avec cette nouvelle puce possédant el darséparation trois fois plus long. Ainsi,
le nouveau gradient commence a 30 % MeCN et augnjgsqu’'a 50 % MeCN en 5 minutes
pour rester a 50 % MeCN pendant 4 minutes. Le diidbiphase mobile a été augmenté a
0,4 uL.min', un spray plus stable ayant été obtenu dans cefticms. Dans ces conditions,
les temps de rétention de la cocaine et de la RAE aors respectivement de 2,5 minutes et
3,1 minutes. Les chromatogrammes correspondané anjaction de 1 pL de cocaine et BZE
& 100 ng.mL* en eau & 2 % de MeCN sont présentés sur la Figuiga).

Le signal de la BZE est plus important que celuiedeocaine, ce qui n’était pas le cas avec la
puce simple. Ceci veut dire que I'augmentationaledpacité de la puce a été efficace pour
ameliorer la rétention de la BZE dans la zone dddissement. Cependant, le pic de la
cocaine est assez petit en comparaison a celua dZE et le bruit de fond est assez
important. Un changement de la phase mobile a dehenvisagé pour favoriser l'ionisation
de la cocaine. Des LDQ ont été estimées avec tssgtitenus pour cette concentration de
100 ng.mL*, les valeurs de LDQ extrapolées pour un rappdtd® 10 sont de 15 ng.niL
pour la cocaine et de 2,1 ng.thpour la BZE.
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Figure II- 5 : Chromatogrammes LC-MS correspond@ant courants ioniques de la cocaine a
m/z = 304, et de la BZE & m/z = 290,1 pour unectige de 1 pL d’'une solution aqueuse de cocaine et
BZE & 100 ng.mtL* avec 2 % MeCN, avec une gradient composé d’undarfgrmate d’ammonium
5 mM pH = 3,5 et MeCN (a), ou d'un mélange d’eaivleCN tous deux avec 0,1 % d’acide formique
(b). Puce capacité = 500 nL. MS = trappe ioniqu&biD= 0,4 uL.mifl, gradient décrit sur les
tableaux et en annexe 2 méthodes 2 (a) et 3 (b).
La phase mobile a donc été modifiée pour un méldrep et MeCN contenant tous les deux
0,1 % d’acide formique. Les chromatogrammes comedant a une injection de 1 pL d’'une
solution de cocaine et BZE & 100 ng:mén eau & 2 % de MeCN sont présentés dans la
Figure 1I- 5 (b). Les temps de rétention pour laajoe et la BZE sont un peu plus courts
gu’'avec la méthode précédente, probablement pdraegement d’acidité de la phase mobile.
De toute évidence, le pic de cocaine est plus seteque lors de l'utilisation du formate
d’ammonium (Figure 1I- 5 (a)), et le bruit corresglant est plus faible. La cocaine doit donc
avoir une moins bonne ionisation en présence des ammonium. Des LDQ ont aussi été
obtenues pour cette méthode pour un rapport S/BQjeet les valeurs obtenues pour la
cocaine et la BZE sont de 6,1ng.thét de 2,7 ng.mt respectivement. Ce résultat confirme
I'apport de cette nouvelle phase mobile pour unélenee ionisation de la cocaine puisque la
meéthode ainsi obtenue est plus sensible pour cettécule. Le choix pour la suite du
développement de la méthode s’est donc porté yerphase mobile contenant de I'eau et du
MeCN acidifiés par 0,1 % d’acide formique.

Cependant, lors de I'observation des chromatograsrohtenus et du spray sur I'écran intégré
au systeme, il apparait un temps assez long, grzmainutes et environ 2,5 minutes, pendant
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lequel le spray est instable, et donc le signalbdemul. Cette perte de signal correspond au
passage dans le détecteur de la solution qui sgerdans la pré-colonne et qui est amenée
par la phase mobile, donc la solution de transfeette solution n’est pas acidifiée et ne
permet donc pas au spray de se former comme e'esisl pour la phase mobile. Avec la puce
de faible capacité, ce phénomene n’était pas vraimieserveé car le volume de la pré-colonne
(40 nL) était moins important que celui de la colerde séparation, et donc le passage du
front de solvant ne durait que quelques secondegeri@ant, dans le cas de la puce de trés
haute capacité, le volume de la pré-colonne et iphportant et devient comparable a celui
du canal de séparation. Des incohérences ont éernaes quand aux données fournies par
Agilent sur les volumes du canal de séparation jruashérences sont discutées en annexe 3.
Dans cette annexe sont estimés les volumes morts admaux de séparation et
d’enrichissement des différentes puces utiliséesneonstate que pour la puce de 500 nL de
capacité, ces volumes sont assez proches, ce gjiquerait I'élargissement des pics observe.
D'ailleurs, considérant le débit de 0,4 pL.fhiat le volume de la pré-colonne de 500 nL, le
front du solvant doit théoriqguement mettre un pkis o’'une minute a sortir, ce qui est le cas
pour l'analyse présentée sur la Figure IlI- 5 (bksDétudes réalisées pour essayer de
comprendre ce phénomene ont montré que lors adeit’djacide dans la solution de transfert,
la perte de signal observée est moins importarieesgiray ne disparait plus complétement, ce
qui confirme que la perte de spray observée est l@e a la nature du solvant de transfert
contenu dans la pré-colonne. Pour utiliser la smlute transfert en parallele comme une
solution de lavage de la pré-colonne, il seraitesgaire qu’elle soit moins éluante que la
phase mobile ; or, le phénomene d’instabilité dagst lieé a cette difference entre la phase
mobile et la solution de transfert, donc il n'estsppossible d’éliminer compléetement ce
probleme de perte de spray. Pour contourner cdépnabde perte de signal, le gradient a été
retardé par la suite de facon a éloigner les mosodaine et de BZE de cette gamme de temps
ou le spray est instable.

11.2.1.3 Performances de la méthode utilisant lagride trés grande capacité

La méthode de séparation choisie finalement pamalyse de la cocaine et de la BZE avec la
puce de trés grande capacité est basée sur Btitliis d’'un gradient d’eau et MeCN, tous
deux contenant 0,1 % d'acide formique. Le gradimpliqué a 0,4 pL.mih commence &
15 % MeCN et augmente jusqu’a 50 % MeCN en 7 mgyyiais il augmente a 80 % MeCN
en 1 minute et reste constant pendant 2 minutes lmeu nettoyer la phase stationnaire en
prévision de I'injection d’échantillons biologiqudse reconditionnement se fait en 5 minutes
pour un temps total pour la méthode de 15 minuDesis ces conditions, les temps de
rétention de la cocaine et de la BZE sont respati@nt de 5,2 minutes et 3,7 minutes. Les
LDQ obtenues avec cette méthode sont de 13 njmolr la cocaine et de 7 ng.thpour la
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BZE. Il y a eu donc une Iégere amélioration papaapa ce qui avait été obtenu pour la puce
simple (LDQ = 16 ng.mt), notamment dans le cas de la BZE qui est mieienue.

Ces résultats préliminaires obtenus avec la trapugue avaient pour objectif de prendre en
main le systeme analytique sur puce et de pouvdieldpper une méthode d’analyse. Les
résultats sont encourageants, mais il convient éliamer les performances, notamment en
termes de sensibilité, en jouant plus sur la patéela méthode correspondant a I'étape
d’enrichissement.

[1.2.2 Essais préliminaires d’optimisation de la SE en ligne

Dans la partie précédente, un gradient a été agtipour la séparation de la cocaine et la
BZE avec un montage en mode « backflush », todtnatant I'influence du gradient sur le
spray. Pour la suite, la composition et le volunes dolvants utilisés lors des différentes
étapes de I'extraction vont étre étudiés.

[1.2.2.1 Choix du volume injecté

Si la sensibilité devait étre plus importante gitast nécessaire d’augmenter le volume injecté.
De plus, comme l'injection de fluides biologiquest envisagée a terme, 5 uL d’une solution
de transfert de 10 % MeCN dans I'eau a été utiliséesi, des volumes d’injection compris
entre 0,5 pL et 8 puL ont été utilisés. La solutilgectée était constituée de cocaine et BZE a
100ng.mL* et contenait 2 % de MeCN . Les résultats de éttde obtenus pour la BZE et la
cocaine sont présentés sur la Figure IlI- 6.

Pour la cocaine (Figure II- 6 (a)), le signal obtem fonction du volume injecté est linéaire et
donc la réponse est proportionnelle au volume ié@jedais pour la BZE (Figure 1I- 6 (b)), a
partir de 3 uL injectés, les signaux obtenus ne plus proportionnels au volume injecté, ce
qui implique que le volume de fin de fixation pdarBZE est atteint et donc une partie de
cette molécule est perdue lors du chargement gwéaolonne. Le volume optimal qu'il
semble étre alors possible d'injecter dans les itond testées est de 2 uL pour un
échantillon d’eau pure contenant 2 % de MeCN.
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Figure II- 6 : Variations de I'aire des pics de aime (a) et de BZE (b) en fonction du volume irgect
d’une solution aqueuse contenant 2 % MeCN et dag0 ng.mL avec de la cocaine et de la BZE.
Puce de 500 nL, ¥, de 5 pL appliqué & 4 pL.miravec une solution & 10 % de MeCN et 90 %
d’eau. Les droites figurant sur les graphiguesesprondent aux valeurs des aires de pic qui devraien
théoriguement étre retrouvées en prenant commeenefe I'aire obtenue pour I'injection de 1 puL
d’échantillon. MS = trappe d’ions. Méthode compléteannexe 2, méthode 3.

11.2.2.2 Contréle des phénomenes d’adsorption

Le volume d'injection fixé précédemment a été obtawec I'utilisation d’'un transfert de
5uL (Vaush) utilisant 10 % MeCN dans la solution de transfeBomme précise
précédemment, ce pourcentage, bien qu’il puisses raula rétention de la BZE dans la zone
d’enrichissement, a été choisi pour générer ungawefficace du support a terme lors de
'application d’échantillons biologiques mais augsiur contrecarrer d’éventuels risques
d’adsorption. En effet, dans le systeme d’étudelodgs capillaires de connexion en PEEK
sont utilisés pour permettre le transfert de I'édhlan de linjecteur jusqu’au canal
d’enrichissement de la puce. De plus, le systémeaggrdlé par deux vannes six voies, l'une
dans l'injecteur et 'autre dans l'interface « cloigbe ». Les surfaces de ces capillaires et des
canaux des vannes six voies sont susceptiblesatlzetsdes analytes. En effet, ces surfaces
sont hydrophobes et attirent des composés peugmlaarticulierement s’ils se trouvent dans
une solution agueuse pure. Par conséquent, erdplligjout de MeCN dans la solution de
transfert, il est apparu judicieux d’ajouter unbfai pourcentage de solvant organique dans
'échantillon pour contrer ces phénomenes d’adsmmptCependant, I'ajout de solvant
organique dans I'échantillon augmente sa force nédugour la phase d’enrichissement
constituée d’'un adsorbant apolaire entrainant ainsi perte des analytes les plus polaires
pendant la percolation a travers le canal d’erssdninent. Aussi, la rétention de la cocaine et
de la BZE apreés injection de solutions aqueusetenant des quantités croissantes de MeCN
(de 2 % a 20 %) a été étudiée. Le volume d'injecpour cette étude est maintenu a 2 pL, le
débit de la pompe de chargement est de 4 pC'min la puce utilisée est la puce de trés
grande capacité. Pour s’assurer du transfert dbdiillon vers le canal d’enrichissement, le
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Vsush €St maintenu a 5 pL avec une solution de trans@erstitué d’'un mélange eau / MeCN

90/ 10 (v/v). Compte tenu de la fluctuation dynal en masse d’un jour a l'autre imposant
de réaliser des droites d’étalonnage fréquemmess, aires de pic normalisées ont été
obtenues en considérant la valeur de l'aire delgialus élevée égale a 100 % ; pour cette
étude, l'aire la plus élevée est obtenue pour waaiifé de 2 % de MeCN dans I'échantillon.

Les résultats obtenus sont présentés sur la Figufe
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Figure 1I- 7 : Influence du pourcentage de MeCNsdlggchantillon sur le signal de la cocainrg ét

de la BZE @) pour une injection de 2 pL d’échantillon conten®®0 ng.mL* des analytes. Puce de

500 nL, Viysh de 5 pL d’'une solution de transfert contenant 1IM&&N et 90 % d’eau. MS = trappe

ionique. Méthode compléte en annexe 2, méthode 3.

La cocaine est retenue dans tout l'intervalle decentration en MeCN étudi€, donc de 2 % a
20 % de MeCN. Il semble donc que la cocaine (lgg#2,31) génere de fortes interactions
hydrophobes avec la silice C18 du canal d’enrigmsant qui sont suffisantes pour qu’elle
soit retenue puisque l'augmentation de la forcarge de la solution injectée n’affecte pas sa
rétention méme pour 20 % de MeCN dans I'échantillbans le cas de la BZE, une
importante diminution de sa rétention est obse&vd® % de MeCN dans I'échantillon. De
toute évidence, ce méme phénomene est observédasuguantités plus importantes de
MeCN dans I'échantillon : la moitié de la BZE estgue pour seulement 15 % de MeCN, et
75 % sont perdus pour 20 % de MeCN dans I'échantiélqueux lors de la percolation. La
faible rétention de la BZE dans le canal d’enrisement s’explique par sa plus grande
polarité (log Bt = 1,29) comparée a la cocaine. En effet ce métalmintient une fonction
d’acide carboxylique qui augmente sa polarité @guport a celle de la cocaine qui a une
fonction ester. Ces premiers résultats confirmannhécessité d’optimiser la méthode de
préconcentration avant la séparation chromatoggaghiPour la suite, un pourcentage de
MeCN dans I'échantillon de 2 % a été choisi pouinteair une rétention importante de la
BZE lors de la percolation.
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11.2.2.3 Choix du volume de la solution de transter

Le volume de la solution @sn) qui transfere I'échantillon de linjecteur vers tanal
d’enrichissement a ensuite été étudié. Celui-ci 8oe suffisamment élevé pour assurer le
transfert total de I'échantillon dans le canal diglmssement. Cette solution de transfert peut
aussi, dans un second temps, permettre le lavagartal d’enrichissement tout en retenant
les composés cibles. Ce lavage peut s’avérer ptiler I'analyse d’échantillons complexes
tels que l'urine. En effet, la phase stationnaitecdnal d’enrichissement étant une silice
greffée C18, l'extraction est basée uniquement d&es interactions hydrophobes. Par
conséquent, des interférents de méme polarité peéwe co-extraits et peuvent générer des
effets de suppression d’ions lors de la détectiea dnalytes d’intérét [101]. Le volume
nécessaire au transfert de I'analyte entre I'igjectket le canal d’enrichissement a été évalué
pour les deux puces, celle de haute capacité (lLpetrcelle de tres haute capacité (500 nL).
La puce simple (40 nL) n'a plus été testée, d’'uad pn raison de sa faible capacité, et
d’autre part a cause de son usure car elle neaief@ns du tout les molécules cibles aprés un
certain nombre d’utilisations. Initialement, undusion de transfert contenant 90 % d’eau et
10 % de MeCN a été testée & un débit de 4 p'mies résultats obtenus lors de cette étude
pour les deux puces testées sont présentés sugueeHI- 8 sous forme d’aires de pics
normalisées.

(@) 160 nL (b) 500 nL

110 110
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30 e 30
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Figure II- 8 : Etude de la réponse de la cocathetde la BZE A) en fonction du volume de

transfert Vflush d’'une solution de,@ / MeCN 90/10 (v/v) lors de I'utilisation d’'une peide 160 nL

(a) ou de 500 nL (b) de capacité pour I'injectien2uL d’un échantillon d’eau a 2 % de MeCN dopée

avec 100 ng.mt de chaque analyte. Méthode compléte en annexéthpde 3.

L’intervalle de volume de transfert pour la puceld® nL de capacité étudié va de 3 uL a
9 uL (Figure II- 8(a)). On peut observer que paaircbcaine, un volume minimum est
nécessaire pour assurer le transfert de la totalée I'échantillon dans le canal
d’enrichissement. D’apres le calcul fait dans laipdl.2.1 de ce chapitre, le volume mort est
égal a 2 uL. Le fournisseur du systeme conseillélifation d'un facteur x (nombre de
volumes morts utilisés pour transférer I'échantijlentre 2 et 6, ce qui correspond a ysY
entre 4 uL et 12 pL. Le graphique correspondaatc@taine sur la Figure II- 8(a) montre que
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le volume minimum pour un transfert total de laaioe se trouve en effet entre 5 uL et 6 pL.
Le volume de transfert peut étre augmenté jusquid $ans que la cocaine ait atteint son
volume de fin de fixation. Ces résultats sont cehtx avec ce qui avait déja été observé lors
de l'ajout de MeCN dans I'échantillon: la cocaipeésente une forte rétention par
interactions hydrophobes sur le support C18. Cegangbour la BZE il n'y a plus de pics
observés a partir deg, = 6 pL. Considérant qu’'un minimum de 5 pL de vodude transfert
Soit nécessaire pour pousser la totalité de I'&il@an dans le canal d’enrichissement, la
faible aire de pic obtenue pour le métabolitesg\®> 3 UL peut s’expliquer par I'atteinte du
volume de fin de fixation de la BZE lors du tramsftans le canal d’enrichissement dans ces
conditions.

Afin d’augmenter le volume de fin de fixation, laige de 500 nL a été étudiée dans les
mémes conditions (Figure 1l- 8(b)). Le comportemdatla cocaine est semblable a celui
obtenu pour la puce de 160 nL : un volume minimw@aybquL est nécessaire pour obtenir un
bon rendement pour la cocaine et sa rétention kdstede jusqu'a 9 pL de volume de
transfert. Parallelement, comme attendu, I'augnmiemtade la quantité d’adsorbant dans le
canal d’enrichissement, permet d’augmenter le velwa fin de fixation de la BZE et un
important signal peut étre atteint poufuy =5 uL. Lors de l'analyse d’échantillons tres
complexes, un volume de transfert plus élevé pawanaéliorer le lavage de I'échantillon. Le
volume de transfert pourrait atteindre 6 pL carrdalBZE le rendement est encore de 60 %
par rapport aux meilleures conditions de transfeetc \ysn = 5 pL.

[1.2.2.4 Effet de la force éluante de la solutioredransfert

Une autre stratégie, pour augmenter le volume rdédi fixation, serait de diminuer la force
éluante de la solution de transfert. Ainsi, uneisoh de transfert avec 5 % de MeCN au lieu
de 10 % a été testée. Les résultats obtenus ppuées de 160 nL et 500 nL sont présentés
dans la Figure IlI- 9.

Dans le cas de la puce de 160 nL (Figure II- 9(a)yétention de la BZE reste faible. Le
rendement chute a 70 % pour un volume de transferé pL, et pour Msh=5pL le
rendement n’est plus que de 15 %. De plus, un velds transfert minimum de 9 pL est
nécessaire pour l'obtention d’'un rendement élevéladeocaine. Il n’y a donc pas de
compromis possible pour I'analyse de ces deux mit#écsur la puce de 160 nL de capacite.
Considérant que les dimensions des capillaires dimjecteur et la zone d’enrichissement
sont fixes, et qu'avec la solution de transfer0&2d de MeCN le transfert était effectué avec
environ 6 UL de Ysn, il Semblerait que la cocaine soit adsorbée macapillaires avec cette
solution de transfert contenant moins de MeCN. Damartie suivante seront étudiés plus en
détail ces effets de mémoire observés pour la necai
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Figure II- 9 : Etude de la réponse de la cocaihet(de la BZE &) en fonction du volume de
transfert Vflush d’'une solution de,@ / MeCN 95/5 (v/v) lors de [l'utilisation d’'une peice 160 nL
(a) ou de 500 nL (b) de capacité pour l'injectien2uL d’un échantillon d'eau a 2 % de MeCN dopée
avec 100 ng.mt de chaque analyte. Méthode compléte en annexétipae 3.
Dans le cas de la puce de 500 nL de capacité @idu®(b)) il est possible d'utiliser des
volumes de transfert plus importants tout en retelzaBZE. Comme prévu, le volume de fin
de fixation de la BZE a augmenté et atteint 9 phsdaes conditions de transfert moins
éluantes. La cocaine présente elle aussi un batemsnt pour Ysn =9 uL. Cependant, il
serait judicieux de tenir en compte les effets dammire observés pour la cocaine, car les
injections effectuées lors de cette étude ont éddis€ées les unes aprées les autres, ce qui
pourrait expliquer qu’un plateau ne soit pas attg@our la cocaine puisque les signaux
pourraient étre augmentés d’'une injection a laani®. Finalement, c’est la puce avec une
capacité de 500 nL qui convient pour I'analyse araliele de la cocaine et la BZE, et les
volumes optimaux de transfert sont de 5 pL et Qpur les puces de 160 nL et 500 nL de
capacité respectivement.

Pour la puce de 500 nL de capacité, le volume mininpour avoir un rendement élevé pour
la cocaine varie en fonction de la compositionadsedlution de transfert. En effet, pour une
solution a 10 % de MeCN (Figure 1l- 8(b)) il faul anoins 5 uL de solution de transfert,
tandis que pour une solution a 5% de MeCN (Fidlsr&(b)) il en faut au moins 9 pL. I
semble alors évident que la cocaine présente uperiamte adsorption sur les capillaires et
les canaux de transfert. Le choix d’'une solutiontrd@sfert & 10 % de MeCN permet de
réduire ces risques d’adsorption, donc pour laeslgt transfert se fait avec 5 pL d'une
solution HO / MeCN 90/10 (v/v) & un débit de 4 pL rin

Dans les conditions de travail fixées pour cetenpere étude réalisée avec la trappe ionique,
les limites de quantification finalement obtenuesipla cocaine et la BZE sont de 7 ng:nL
et de 4 ng.mt* respectivement (S/B = 10). Pour la suite du ttavei triple quadripdle sera
utilisé, ce qui devrait augmenter fortement la g@lig de la méthode.
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11.3 Développements de la méthode SPE/LC sur puceaplée a un
triple quadripole

[1.3.1 Performances de la méthode développée assiia un triple
guadripdle

Une méthode d’analyse a été développée avec lpetr@amique dans la premiere partie de
cette étude pour I'analyse de la cocaine et la BdiHa puce a tres grande capacité. Dans un
deuxieme temps, les parameétres de I'extractiongae lont été fixés pour obtenir des signaux
optimisés pour la cocaine et la BZE en milieu agueur. Les différents paramétres de la
meéthode ainsi développée sont résumeés dans lealalhes.

Paramétre Choix
Puce Puce trés grande capacité (500nL)
Composition de la phase mobile Eau (A) et MeCN (B) acidifiés par 0,1% HCOOH
Gradient 15%B & 50%B en 7 min, 50%B & 80%B en 1 min, 80%B pendant 2 min
Volume injecté 2 uL
Composition de I'échantillon Avec 2% de MeCN
Viiush 5uL
Solution de transfert 90% eau 10% MeCN

Tableau II- 3 : Paramétres fixés pour I'analysdéadeocaine et la BZE sur puce obtenus avec lagrapp
ionique.

La méthode ainsi établie a donc été testée avemuseau détecteur, c'est-a-dire le triple

guadripble. Dans ces conditions, des droites didtelge ont été obtenues pour les deux

molécules avec des coefficients de corrélationgrsenrs a 0,999. Les chromatogrammes

obtenus pour l'injection d’une solution de coca@n@®ZE & une concentration de 500 pg’mL

sont présentés en Figure II- 10.

Comme prévu, les LDQ obtenues sont beaucoup plsebaju’avec la trappe ionique avec
des valeurs de 30 pg.nlpour la cocaine et de 5 pg.thpour la BZE (S/B = 10), ces valeurs
sont 230 fois et 800 fois plus faibles que celleenbes avec la trappe ionique pour la cocaine
(7 ng.mLY) et la BZE (4 ng.mL) respectivement. En effet le triple quadripdldisdi a une
sensibilité supérieure a celle de la trappe ioniggteen plus le mode MRM permet de
diminuer fortement le bruit de fond.
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Figure II- 10 : Chromatogrammes LC-MS correspon@anttransitions MRM de la cocaine et de la
BZE pour une injection de 2 uL d’une solution agseede cocaine et BZE a 500 pg:hdvec 2 % de
MeCN dans les conditions décrites sur le TableaB. IDébit : 0,4 pL.min. MS = triple quadripéle.
Puce 500 nL. Tableau présentant les conditiongallignt utilisé, mais aussi en annexe 2, méthode 6.

11.3.2 Stabilité du systéme d’analyse

Malgré ces excellents résultats en termes de sktdsia méthode a été testée quelques jours
apres et les aires de pics obtenues ne correspomgris aux aires de pic attendues. Il s’est
avéré que laiguille de la puce commencait a éssea sale aprés I'étude des droites
d’étalonnage et le spray se formait difficilemeb& puce a donc été nettoyée, ce qui a
entrainé un changement dans la forme du spraynet diens les signaux obtenus par la suite.
L'importante dépendance de la stabilité du nangspt conditions de travail avait déja été
observée lors de I'apparition d’une fuite au niveaua vanne rotatoire. Il s’avere en effet que
I'un des désavantages de la miniaturisation ediffigulté pour détecter une fuite au niveau
des différentes connexions. Le systéeme ayant urbrmglevé de connexions extérieures a la
puce, il a des risques de présenter des fuitegeasdendroits. Lorsqu’une fuite se présente
apres le diviseur de débit, la tombée de presstom pe pas étre totale et le diviseur de débit
peut agir de fagcon a ce que cette baisse de pmessib compensée par un apport plus
important en phase mobile. Dans ces conditionglélat réel ne correspond pas au débit
souhaité et le nanospray devient tres instabldée@ettabilité du nanospray est aussi observée
lors de l'allumage de la pompe analytique pendam lg débit se stabilise, ou lorsque la
tension du capillaire n’est pas correctement sélecée. Le probléme principal de cette
instabilité du nanospray est que les signaux olstepat alors trés fortement perturbés et dans
certains cas ils disparaissent completement. Ea g&s fuites et de I'état de l'aiguille de
nanoélectrospray, le changement de solvant, 'antatien du pourcentage de solvant
organique, et l'usure de la puce sont aussi dexasyootentielles d’instabilité du nanospray.
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Considérant ces problémes de nanospray, des dtrantie contréle ont dU étre analysés a
chaque fois que la pompe analytique a été allurnaéegjuster les droites d’étalonnage.

[1.3.3 Modification des conditions de séparation

L'utilisation réguliére de ces témoins a condula&onstatation que le signal était vraiment
trés instable. Considérant la proximité des pictemis avec le temps de rétention nulle
(Figure 11- 10), nous avons envisagé I'hypothéderséaquelle les signaux pourraient étre
encore perturbés par l'instabilité du spray déjastatée au voisinage du temps de rétention
nulle. Le gradient a donc été modifié une nouvfle pour retarder les pics d’élution de la
cocaine et de la BZE, ce retardement des pics pbusavérer utile pour l'analyse
d’échantillons biologiques afin d’éloigner les pides molécules cibles des interférents
polaires présents dans les matrices biologiquesiougeau gradient composé d’eau (A) et de
MeCN (B) a 0,1 % d’'acide formique, commence avecnurde isocratique a 5% de B
pendant 4,5 minutes, puis le %B augmente jusqu'#&h 7 minutes et reste a 80 % de B
pendant 2 minutes avant le reconditionnement deolanne. Les pics correspondant a la
cocaine et a la BZE sont alors suffisamment loirieshaps de rétention nulle avec des temps
de rétention de 8,3 et 5,7 minutes respectivem@uite a I'étude des nouvelles droites
d’étalonnage, la quantification de la BZE était reote mais pas celle de la cocaine.
Considérant la possibilité d’avoir des effets demmoie, un blanc a été injecté juste aprés une
injection d’un échantillon aqueux avec 2 % de Me€Nlopé avec 0,2 ng.ritlde cocaine et
BZE. Un pic correspondant a la cocaine a été obséans le blanc avec une aire de pic
d’environ 20 % du signal obtenu pour I'échantilldopé. Dans le cas de la BZE, il n’y avait
pas de pics présents dans I'échantillon blanc. €egplique par la différence de polarité des
deux molécules puisque la cocaine est plus hydiplgue la BZE. La cocaine peut
effectivement s’adsorber a différents endroits aleHaine analytique et comme le détecteur
utilisé est tres sensible, tous les rémanents daiite dans le circuit global d’analyse peuvent
étre détectes. Il est donc apparu nécessaire ddogger une methode qui puisse limiter ces
effets de mémoire observés pour la cocaine. Ceophm&me d’effet de mémoire avait déja été
observé pour la trappe ionique lors de I'étudeadsolution de transfert (Figure Il- 8 et Figure
lI- 9). Néanmoins, dans le cas du triple quadripfdesensibilité est tellement grande que
toute trace de cocaine adsorbée dans le systemefpewdétectée par la suite, rendant le
probleme d’effets de mémoire beaucoup plus imptrtan

11.3.4 Prise en charge des effets de mémoire
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La cocaine peut effectivement s’adsorber a diffsreendroits de la chaine analytique.
L’adsorption peut avoir lieu au niveau de l'injastedans les canaux de la vanne et dans le
siege d'injection. Puis, I'échantillon est transgférers la colonne d’enrichissement par des
capillaires de connexion en PEEK qui sont plutddrbphobes. La cocaine peut donc s’y
adsorber. Enfin, elle peut aussi s’adsorber damsdeaux de la vanne rotatoire de I'interface
« chip cube » avant de se retrouver dans les cefodienrichissement et de séparation. Suite
au nettoyage de chaque partie du systeme analytigaeété observé que les principales
sources d’'adsorption de la cocaine étaient les danres (injecteur et « chip cube »). Par
conséquent, pour limiter I'adsorption au niveau ldevanne d’injection, un programme
d’injection a été appliqué avec une étape de ladmgkaiguille d’injection avant son entrée
dans le siége d’injection et avec une série daiooimde la vanne d’injection durant I'analyse
pour nettoyer ses canaux. En ce qui concerne laevantatoire du « chip cube », I\, a été
augmenté a 6 pL avec la solution a 10 % de MeCBOeé% d’eau. Cette augmentation du
volume de transfert a deux effets : d’'une part piemet de désorber la totalité de la cocaine
des capillaires en plus de bien laver les canaua gilanne rotatoire, mais d’autre part elle va
entrainer une baisse du signal pour la BZE puidlgu® une faible rétention dans la pré-
colonne (Figure 1I- 8). Compte tenu de la sendéitiu détecteur, la baisse du signal de BZE
est d’environ 30 % (Figure lI- 8) et ne doit pagresenter un probleme pour la quantification
de cette molécule dans des matrices biologiquess [Das conditions, les effets de mémoire
ont été complétement éliminés pour des concentsiite cocaine inférieures a 0,3 ng'mL
et ils ont été limités & un maximum de 4 % pouraEEentrations comprises entre 3 ng'mL
et 10 ng.mL".

[1.3.5 Performances de la méthode

Finalement, les performances de cette méthodetérétédiées. Des droites d’étalonnage ont
été obtenues dans une gamme de concentrations dé#af,1 ng.mt® & 10 ng.mL:. Des
coefficients de corrélation (R2) supérieurs a 0,686 été obtenus. Les LDD et LDQ ont été
déterminées par extrapolation pour des valeurdBel& 3 et de 10 respectivement. Les LDD
obtenues sont de 14 pg.mlet 7 pg.mt* pour la cocaine et la BZE respectivement, tandis
que les LDQ sont de 31 pg.mlpour la cocaine et de 22 pg.thpour la BZE. Ces LDQ sont
suffisamment faibles pour l'analyse d’échantillobfologiques, voire méme pour des
échantillons biologiques dilués. Un exemple desomiatogrammes obtenus pour cette
meéthode est présenté en Figure Il- 11 pour l'impectd’'une solution a 2 % de MeCN
contenant 100 pg.mtde cocaine et de BZE. Le retardement des picockine et de BZE a
conduit a I'obtention de pics dissymétriques. Efetefla phase stationnaire est une silice
greffée C18 qui a certainement quelques silanalgluéls, or, la cocaine et la BZE étant des
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amines, elles doivent subir des interactions aescgtoupements silanols, ce qui génere une
« trainée » des pics. Des ions ammoniums peuventa@@utés a la phase mobile, mais les
signaux de la cocaine et la BZE sont alors rédoitement. La solution la plus logique serait
de changer de phase stationnaire pour une phapéadal'analyse d’amines, mais pour ce
type de puce a tres grande capacité il n’existeellement aucune phase stationnaire de type
C18 disponible autre que la phase Zorbax SB.
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Figure II- 11 : Chromatogrammes LC-MS correspon@amttransitions MRM de la cocaine et de la
BZE pour une injection de 2 uL d’une solution aggeede cocaine et BZE a 100 pg:hdvec 2 % de
MeCN apres I'adaptation de la méthode pour linlgereffets de mémoire.q\, = 6 L.
Débit = 4 pL.mift. Puce 500 nL. MS = triple quadripdle Gradient désur le tableau et en
annexe 2, méthode 7.

11.3.6 Comparaison a la LC-MS conventionnelle

L’analyse de la cocaine et de la BZE a aussi étésée en LC-MS en format conventionnel
pour comparer les résultats avec ceux obtenuslaveace. Pour cette application, le méme
triple quadripble a été utilisé avec les mémes matees de détection, seule la source
d’ionisation a été remplacée par une source élgmtay classique avec un débit de la phase
mobile de 0,2 mL.mih. Dans ces conditions de débit de phase mobilenéluliseur est
nécessaire, et la pression utilisée pour cette adétta été fixée a 20 psi, le débit de gaz
séchant a été augmenté & 10 L. sa température & 350°C. Pour conserver destiomsd
proches de celles utilisées pour la méthode su,puee colonne chromatographique avec des
dimensions classiques (150 mm x 2,1 mm d.i.,, 5 pah)remplie avec la méme phase
stationnaire que la puce (Zorbax C18) a été udélidéa phase mobile utilisée en mode
isocratique consiste en un mélang®OHMeCN 70/30 v/v contenant 0,1 % d’acide formique.
Le temps d’analyse en LC-MS conventionnelle estl@eninutes. Finalement, le volume
d’injection a été fixé a 5 uL. Des chromatogrammesespondant a une injection d’'une
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solution de 50 pg.mt de cocaine et BZE en eau avec 2 % de MeCN sosémiés en Figure
- 12.

cocaine

BZE

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure II- 12 : Chromatogrammes LC-MS correspon@amttransitions MRM de la cocaine et de la

BZE pour une injection de 5 pL d’une solution acgeede cocaine et BZE & 50 pg:havec 2 % de
MeCN. LC-MS conventionnelle, colonne Zorbax C18B {50 mm x 2,1 mm d.i., phase mobile
eau/MeCN/HCOOH 70/30/0,1 v/v/v, débit 0,2 pL.FhiS = triple quadripdle. Méthode compléte en
annexe 2, méthode conventionnelle.

Dans ces conditions, des solutions aqueuses dapéesde la cocaine et de la BZE ont été
injectées pour déterminer les LDD et les LDQ demithode. Pour une concentration de
50 pg.mL*, on obtient des valeurs de S/B de #Q,8 pour la cocaine et de 8011 pour la
BZE. Par extrapolation on obtient des LDD de 14mg' et 19 pg.mL, et des LDQ de
47 pg.mL* et 62 pg.mt* pour la cocaine et la BZE respectivement. Les L0 seulement
deux fois plus grandes que pour la méthode sur.ptoeeffet, plusieurs facteurs sont a
I'origine de cette si faible différence de sendi®il d’'une part, la méthode sur puce génére
des pics de moindres efficacités. D’autre part,méathode sur puce intégre une étape
supplémentaire de SPE durant laquelle une partieadalytes est perdue, notamment dans le
cas de la BZE.

11.3.7 Performance de la SPE/LC/MS sur puce en modesocratique

Pour essayer d’obtenir les LDQ les plus faiblessfids avec la puce, une méthode
isocratique a été développée de fagcon a obtenipidssavec des temps de rétention les plus
courts possible. Le pourcentage de MeCN a 0,1 %idEaformique a été fixé a 30 %. En

réalité, I'utilisation d’'une quantité plus grande dolvant organique, qui serait souhaitable
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pour avoir une méthode plus rapide, rend diffiEd@alyse car le spray est instable lorsque le
solvant de la pré-colonne arrive a la source epiesdoivent par conséquent sortir apres cette
perturbation déja évoquée et particulierement itgmde pour la puce de 500 nL. Finalement,
le mélange eau/MeCN 70/30 (v/v) permet la séparaligs pics en moins de 5 minutes sans
gu’ils se trouvent dans cette gamme de temps. @érasit les importants effets de mémoire
observés précédemment pour la méthode en modeegtadn protocole de ringcage de tout le
systeme a été développé. Ce ringcage consiste erninjewion intermédiaire entre deux
analyses de 8 pL d’'une solution eau/MeCN 20/80)(Wour cette injection de ringage, un
programme d’injection a été appligué comme daneake de la méthode développée pour
limiter les effets de matrice en mode gradientalement, les canaux de la puce ont été rincés
avec un gradient d’eau et MeCN avec 0,1 % d’acdeiique. Le temps nécessaire pour cette
étape de rincage est de 15 minutes et il est effigoour éliminer toute trace de cocaine
rémanente dans le systeme d’analyse.

Les performances de la méthode isocratique optarosé été évaluées pour des échantillons
agueux dopés avec de la cocaine et de la BZE. dabbrd, la répétabilité de la méthode a
été testée : trois injections d’échantillons d'eaec 2 % de MeCN dopée avec 250 pg'mL
de cocaine et de BZE ont été effectuées. Une b@p&tabilité est obtenue pour les temps de
rétention avec des coefficients de variation (f €& 0,5 % pour la BZE et de 1 % pour la
cocaine. Pour les aires de pic, les coefficientgadt@tion obtenus sont de 12 % pour la BZE
et de 8 % pour la cocaine. Cette répétabilité paine de pic reste acceptable. Ensuite, la
linéarité et la sensibilité de la méthode ont ésfimees. Pour ce faire, des droites
d’étalonnage ont été étudiées. Elles ont été obtepour des échantillons aqueux avec 2 %
de MeCN dopés avec de la cocaine et de la BZE aateentrations allant de 10 pg.th&
800 pg.mL*. Les deux droites d'étalonnage sont linéaires diartsrvalle d’étude avec des
coefficients de corrélation de 0,990 et 0,994 gawocaine et la BZE respectivement. En ce
qui concerne la sensibilité de la méthode, des ldbdes LDQ ont été établies comme les
plus faibles concentrations qui produisent un dignais (LDD) ou 10 fois (LDQ) supérieur
au bruit. Pour les deux molécules la LDD obtenueégsle & 1 pg.nmit et la LDQ est de

3 pg.mL* pour un volume injecté de 2 pL. Des chromatogrammmerrespondant & une
injection de 2 pL de cocaine et BZE & 10 pg’nsbnt présentés en Figure II- 13.
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5 1 BZE cocaine
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Figure II- 13 : Chromatogrammes LC-MS correspondanttransitions MRM de la cocaine et de la
BZE pour une injection de 2 puL d’une solution acseedopée & 10 pg.ritlavec 2 % de MeCN. Puce
de 500 nL. \usn = 5 pL. Débit = 0,4 pL.mifhv MS = triple quadripdle. Méthode isocratique
eau/MeCN/HCOOH 70/30/0,1 viviv. Méthode complétearnexe 2, méthode isocratique.
La BZE présente une meilleure efficacité d’ionisatque la cocaine, mais finalement, les
LDD et LDQ sont semblables puisque la BZE est mone¢enue dans le canal
d’enrichissement que la cocaine. Ces résultatseftattivement meilleurs que ceux obtenus
pour la méthode en mode gradient. D’ailleurs um gai sensibilité par rapport a la méthode
conventionnelle de 15 pour la cocaine et de 20 BBZE est obtenu. Ce résultat montre
bien que des améliorations importantes peuventodtienues en modifiant la phase mobile,
cependant, la conception ainsi que le choix lird#é phases stationnaires de la puce utilisée
limitent fortement ce systeme en termes d’effiéaeit donc de sensibilite. Compte tenu des
nombreux changements qu’a subi la méthode de s&parée Tableau II- 4 résume les
résultats obtenus pour les différentes méthodésSaes

Finalement, I'optimisation de la méthode d’analg@eE-LC-MS sur puce s’est avérée assez
longue a cause du grand nombre de soucis analgtrgneontrés pendant son développement.
Des améliorations ont tout de méme été apportéeshengeant la capacité de la puce, la
phase mobile et les conditions de séparation. Gpendes limitations importantes ont été
observées pour le choix limité des phases d’erssement et de séparation qui se trouvent
dans les canaux de la puce. En plus la conceptiosystéme n’est pas bien adaptée a ses
dimensions dans le cas d’'une puce de 500 nL. Ualgaoins grand mais contenant une
phase plus rétentive permettrait d’obtenir un splag stable par la limitation du volume de
solvant transféré. En cherchant les conditionsaosehsibilité est la plus importante pour la
méthode sur puce, les résultats restent donc assekes d’'une méthode conventionnelle. I
est tout de méme intéressant d’évaluer le potettielette méthode dans le cas d’échantillons
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biologiques ou I'étape supplémentaire de SPE igggeut s’averer en revanche intéressante
pour la purification d’échantillons complexes.

Voo V. LoQ LoQ
Méthode Analyseur | Puce | Phasemobile '[”l""lc_"]"” (S“E']‘ cocaine | Benzoylecgonine Objectif Chromatogrammes
(pg.mL") (pg.mL")
Formate
1 Trappe 40nL | dammoniumet 1 9 47000 16000 Etuds initiale Figure lI-5
MeCN
Formate
A
2 Trappe 900nL | dammoniumet 1 9 . NO.rT Non étudiée Jhangem_eptde Figure -6 (a)
MeCN étudige capacité
Eau/MeCN/ Non g, o Changement de ;
3 Trappe 500 nL HCOOH 1 5 studice Non étudiée phase motilo Figure -6 (b)
Gradient plus lent
4 Trappe | S00nL Ea:i’gég‘” 1 5 13000 7000 (problémes de Non présentés
o spray)
_ Eau/MeCN/ Augmentation du . .
5 Trappe 500 nL HCOOH 2 5 7000 4000 volume injects Non présentés
Eau/MeCN/ Changement
B QgQ 500 nL HCOOH 2 5 30 5 danalyseur Figure lI-11
Eau/MeCN/ Prise en charge des
7 QgQ 500 nL HCOOH 2 il 3 22 ks AR o Figure 12
Isocratique QgQ 200 nL Ea:éhéflgﬁm 2 9 2 % Méthode isocratique Figure II-14
LC-MS Eau/MeCN/ - Comparaison a LC-
conventionnelle Sa R HCOOH : L 2 62 MS conventionnelle Fgure 3

Tableau II- 4 : Bilan des méthodes utilisées. Lscdption des gradients utilisés pour chaque méthod
se trouve en annexe 2 (QgQ = triple quadripdle).

[1.4 Application a I'analyse d’échantillons biologiques

[1.4.1 Analyse de la cocaine dans les cheveux

11.4.1.1 Description du mode opératoire

Les méthodes développées de SPE-LC sur puce coapléespectrométrie de masse ont
montré une excellente sensibilité pour I'analyselalecocaine et la BZE dans l'eau, en

particulier pour le cas de la méthode isocratiqile-ci a donc été appliquée a I'analyse de
ces molécules dans des échantillons biologiquesmhtrice cheveux a tout d’abord été

étudiée. L'intérét particulier des cheveux est Iguincorporent les drogues pendant la
kératinisation, ce qui permet de les conserveedésl garder tout au long de la vie du cheveu.
Il s’agit d’'une matrice solide, et la cocaine et seétabolites y sont incorporés par des
procédés endogenes, il est donc nécessaire diexkeai molécules des cheveux pour pouvoir
les analyser. L'extraction de la cocaine et demsétabolites des cheveux peut se faire par
digestion acide [51] ou enzymatique [202], maissaysar sonication avec un solvant

117



Chapitre 1l : Analyse de la cocaine par SPE-LCpsiae couplée a la spectrométrie de masse

organique comme le MeOH [46] ou le MeCN. Avant traxtion de la matrice, il est
nécessaire de décontaminer les cheveux pour élinonge source exogéne de cocaine qui
pourrait fausser I'étude. Une procédure classidilsée antérieurement dans le laboratoire
pour I'analyse du LSD des cheveux a été adoptégufEill- 14), sa description compléte
étant présentée en annexe 4 [203].

' \,\ 2mL MeCN pour

b
: \ Fogndbel 50mg cheveux

7 b _
— [}l - \}@ — (=) — 1]
- ‘ LU LY
Echantillonnage: Décontamination: Découpage fin Extraction de la Récupération par
meche d'environ 80 - gau (1-2mm) matrice cheveux par décantation
cheveux - eau/methanol 50/50 sonication en
- dichloromeéthane acétonitrile

Figure II- 14 : Procédure d’extraction de la coeaghses métabolites de la matrice cheveux.

Un volontaire du laboratoire a fourni des cheverpppes, sans cocaine. Les cheveux ont été
lavés avec de l'eau, puis avec un mélange eau HMBM@50 (v/v) et finalement avec du
dichlorométhane. Les lavages ont été effectuésagéation avec un agitateur rotatoire
pendant 5 minutes. Les cheveux ont par la suitesét@és pendant 2 heures a 50°C, puis
découpés finement avec des ciseaux afin d’obteng gurface plus importante pour
I'extraction. Par la suite, 100 mg de ces chevetoodpés ont été extraits par 4 mL de MeCN
dans un flacon fermé submergé dans un bain d’olsapendant 2 heures a 35°C. Aprés la
décantation des cheveux, I'extrait de cheveux eNla été prélevé avec une seringue puis
dopé avec de la cocaine au seuil décisionnel d@§®dg" pour la suite de I'étude. La méme
concentration de BZE a été ajoutée a l'extrait Heveux car, méme si elle integre les
cheveux en moindre quantité de par sa nature poléétude du rapport cocaine/BZE peut
étre déterminante pour établir I'origine endogénexogene de la cocaine [204].

11.4.1.2 Analyse des extraits de cheveux

En général I'extrait de cheveux ainsi obtenu pdrg éirectement analysé. Néanmoins, la
cocaine et ses métabolites sont présents danshéa®ux a des faibles teneurs, le seuil
décisionnel étant de 500 pg.thgour la cocaine (Tableau I- 2). De plus, la quénti

d’échantillon peut étre limitée. Donc la méthodandilyse utilisée doit étre trés sensible. La
méthode sur puce intégrant une étape de SPE, paoneteulement d’'injecter des volumes
d’échantillon importants (1 a 2 puL) par rapport aimensions globales du systeme séparatif
et donc de gagner en sensibilité, mais cela pesuoebut d’éliminer des interférents
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potentiels. La méthode de SPE-LC sur puce coupliespectrométrie de masse est alors
appropriée pour analyser la cocaine dans les cReldans la partie précédente, la quantité de
MeCN dans I'échantillon a été fixée a 2 %, par éguent, I'extrait de cheveux dopé a éte
dilué 50 fois avant d’étre injecté. Au final, lanoentration de cocaine et de BZE dans
I'échantillon injecté était de 250 pg.mLLes chromatogrammes ainsi obtenus sont présentés
dans la Figure II- 15.
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Figure II- 15 : Chromatogrammes en mode MRM d’utraide cheveux dopé a 500 pg:hup
cocaine et de BZE (e = 250 pg.mL*) par SPE-LC sur puce couplée a la spectrométrinatse.
Puce de 500 nL. Vflush = 5 pL. Débit = 0,4 pL.thiMS = triple quadripble. Méthode isocratique

eau/MeCN/HCOOH 70/30/0,1 viviv. Méthode complétearnexe 2, méthode isocratique.
Des chromatogrammes propres sans interférents emhip la quantification des deux
analytes. Les LDQ obtenues dans ce milieu sontmeéL " et 10 pg.mL* pour la cocaine et
la BZE respectivement avec un coefficient de vamminférieur a 20 % pour la LDQ pour les
deux molécules. Ces valeurs sont équivalentespgy g et 20 pg.mg de cheveux pour la
cocaine et la BZE respectivement. La LDQ pour lzaéue est donc 40 fois inférieure au seuil
de positivité dans les cheveux qui est égal a 50@g". Ces résultats confirment la grande
sensibilité de la méthode, mais aussi la simplabéda préparation de I'échantillon.

11.4.2 Analyse de la cocaine dans l'urine

[1.4.2.1 Choix des conditions opératoires
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Le potentiel de la méthode développée a aussi éfué& dans le cadre de l'analyse
d’échantillons d’'urine. La complexité de cette ntatrdemande souvent une étape de
purification avant analyse quantitative d’analytes, particulier pour limiter les effets de

matrice rencontrés en LC-MS. L'injection directe k&ine apres dilution, connue aussi

comme la méthode « dilute-and-shoot », peut éitiséd pour réduire les interférents de la
matrice [68]. Cependant, elle n'est souvent padissuite pour contrer ces effets de
suppression d’'ions. Considérant la complexité dene, la SPE ainsi que la dilution peuvent
étre d’'une grande utilité pour réduire les effegmhtrice qui sont particuliérement importants
lors de lionisation par électrospray. La méthodéveloppée précédemment est donc
particulierement adaptée a I'analyse de la coceirses métabolites dans I'urine car elle fait
usage de la SPE couplée a la LC-MS, et elle estseasible, ce qui permet d’envisager la
dilution des échantillons.

11.4.2.2 Analyse d’échantillons urinaires

Lors de l'analyse médicale de la cocaine dansnkyric’est la BZE qui est généralement
détectée, et son seuil décisionnel de positivitér pe dépistage correspond a 300 ng’mL
(Tableau I- 2), bien que les quantités usuellememtontrées dans l'urine de consommateurs
de cocaine soient beaucoup plus élevées (Tabléju Concernant la cocaine, elle se trouve
dans l'urine dans des quantités inférieures (Table&) et les limites de détection usuelles
pour I'analyse de la BZE et la cocaine dans I'ugoet de I'ordre de 5 ng.miLet 50 ng.mr*
[205]. Ainsi, une concentration de 8 ng.thte cocaine et de BZE a été utilisée pour cette
étude, valeur déja reportée pour I'analyse de ¢aic® et de ses métabolites dans l'urine [84].

Lors de l'utilisation de la méthode isocratiquengortantes interférences ont été observées
pour les temps de rétention de la cocaine et @R Par conséquent, la séparation a été
réalisée en mode gradient, avec le gradient dépélgmur limiter les effets de mémoire
(méthode 7), au lieu du mode isocratique, afin itkéva co-élution des interférents polaires
par le retardement des pics des analytes ciblesnéthode a donc été appliquée a des
échantillons d’urine dopée dilués en eau avec tetas de dilution différents (10, 25, 50, et
100). En effet, cette dilution a été effectuée poualuer son impact sur les effets de matrice
souvent reportés lors d’'une analyse en LC-MS.

Pour évaluer les rendements obtenus dans l'uesseaites de pic ont été comparées aux aires
de pic obtenues lors de l'injection des analytesselntion aqueuse pure dopée au méme
niveau de concentration que l'urine diluée. La Fegli- 16 présente les rendements pour la
BZE et la cocaine en fonction du facteur de dilutide l'urine. Dans le cas de la
benzoyleconine, le rendement augmente lorsqueldéati augmente. Pour des facteurs de
dilution de 100, de 50 et de 25, ces rendementsssérieurs a 90 %. Mais dans le cas d’'une
dilution d’'un facteur 10, le rendement de la BZEtue d’environ 22 %. Ceci confirme la
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présence d'importants effets de suppression d'dirssa la co-€élution d’interférents issus de
la matrice urine. En effet, lors de l'analyse degilres dans l'urine, il est courant de
rencontrer d'importantes suppressions d’ions p@&sr @mposés hydrophiles tels que la BZE
[81]. Dans notre cas, la suppression d’ions paeté&titée grace a la dilution des échantillons
avec d'importants facteurs de dilution de I'ordee ¥25. D’ailleurs, la méthode permet de
supporter ces niveaux de dilution grace a son itapte sensibilité.

mB/E mCOC
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100 - 9
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Figure II- 16 : Rendement de la BZE et de la cagalgns des échantillons d'urine dilués (2 % MeCN)
comparés a des échantillons purs (2 % MeCN) ave@lae concentration. L'urine a été dopée
initialement avec 8 ng.rr'ﬂ_de cocaine et de BZE avant sa dilution avec @ell'®,s, = 6 pL.

Débit = 4 uL.mir'. Puce 500 nL. MS = triple quadripéle Gradient itéar annexe 2, méthode 7.
Dans le cas de la cocaine, on n'observe pas deffetsuppression d’ions, les rendements
sont tous proches de 100 %. Les LDQ obtenues potaateur de dilution de l'urine de 1/50
sont de 63 pg.nik pour la cocaine et de 22 pg.thibour la BZE, avec des coefficients de
variations des LDQ inférieurs a 15 % (n=3). Cedeurs sont equivalentes a 3,2 ng de
cocaine et 1,1 ng de BZE par millilitre d’urine.sLehromatogrammes correspondant a
'analyse de l'urine diluée 50 fois sont préserg@sFigure II- 17. Finalement, une grande
sensibilité est obtenue pour la cocaine et la BZ&sd'urine, tout en ayant un protocole de
préparation de I'échantillon assez simple ou I'étitlan est tout simplement dilué et filtré
avant d’étre injecté. Considérant que les quantiséelles de BZE sont de 'ordre de quelques
microgrammes par millilitre, et que le seuil déaisiel de positivité pour le dépistage est de
300 ng.mL* (Tableau I- 2), la méthode développée est en\B@h fois plus sensible. Enfin,
méme si la cocaine dans l'urine ne représente t1e’én% et 9 % de la dose initiale, les
quantités usuelles rencontrées sont entre 40 riy.eil8 pg.mr* (Tableau I- 2), donc la
méthode développée présente une sensibilité lamjesnéfisante pour son analyse.
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Figure lI- 17 : Chromatogrammes en mode MRM d’unagtillon d’urine dopé avec 8 ng.mide
cocaine et de BZE et dilué 50 fois avec de I'eaucancentration finale aprés dilution pour les deux
molécules est de 0,160 ng.rhbt I’échantillon contient 2 % de MeCNgM, = 6 UL.
Débit = 4 uL.mirt. Puce 500 nL. MS = triple quadripéle Gradient itéar annexe 2, méthode 7.

[1.4.2.3 Confirmation de la validité de la méthode

Comparaison des droites d’étalonnage en milieu aguet en milieu urinaire dilué

La méthode utilisée pour I'analyse d’échantillomgaires (méthode 7) a par la suite été
comparée avec les résultats obtenus pour des éldrentiqueux purs. Ainsi, des droites
d’étalonnage pour ces deux types d’échantillonséé@ttracées pour des concentrations de
cocaine et de BZE allant de 0,05 ng:jusqu’a 10 ng.mt’. Chaque solution étalon a été
injectée trois fois et la moyenne des aires des picté utilisée pour tracer les droites
d’étalonnage de la cocaine et la BZE dans les delizux. Pour chaque solution injectée, le
coefficient de variation obtenu pour les aires depgwmur les trois injections est inférieur a
5 %. Ces droites sont présentées en Figure Il- 18.
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Figure II- 18 : Droites d’étalonnage de la cocaihka BZE pour des échantillons agueux ou urinaires
(dilués 50 fois) dopés et contenant 2 % de MeCi\,,¥ 6 pL. Débit = 4 uL.mith. Puce 500 nL.
MS = triple quadripble Gradient décrit en annexm&thode 7.

Une comparaison statistique des droites est ndoegsaur déterminer si ces droites sont
significativement différentes ou non. Dans un pesntemps, la dispersion des points autour
des droites d’étalonnage a été comparée a l'aide st F (de Fisher Snedecor). Les écart-
types liés (gx) ont été estimés pour chacune des droites etidavabservée pour la fonction
discriminante du test F est :

Fobs = Siynd | Syid

oU Syx et Sy sont les ecart-types liés de chacune des drélteda suite, fps est comparée a
Fs06,(n1-2),(n2-2) 1a valeur limite d’une variable F pour un risquele 5 % et pourR2 et -2
degrés de liberté,;ret np étant définis comme le nombre de points utilisésrghacune des
droites d’étalonnage. Pour cette etuder m = 8. Si Fps < Fso, (n1-2),(n2-2) il €st possible de
considérer les écart-types comme homogenes etdifaurnir une estimation de la variance
commune par une variance intraclasse obtenue avemhule suivante :

S2 :(nl_z)%y/x-i-(nz_z) %ylx
ntra (n1+nz_4)

Ceci est vrai pour la variance liee comme pourecglir la pente ou sur I'ordonnée a l'origine.

Il est ensuite possible de comparer successivetasmnientes puis, au cas ou les pentes ne
seraient pas significativement différentes, lesooreées a l'origine, a l'aide d'un test t (de
Student). La valeur observée pour la fonction disicrante du test t est :

(% = x,)

t, =t "2/

. Snt ra \/E

ou x et x correspondent au parameétre considéré (pente oconméed a l'origine) pour
chacune des deux droites d’étalonnage. Finalentertdys est comparé &k (n1+n2-4y Valeur
limite d’'une variable de Student obtenue pour ggueo de 5 % et pour -4 degrés de
liberté. Les variables x et % ne sont pas significativement différentes si
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tobs € [-ts596,(n1+n24) ; + os,(n1+n2-4). L’eNnsemble des résultats de cette approchesstate sont
résumeés dans le Tableau II- 5.

Molécule Cocaine BZE

Fobs 1,43 0,755

Fs%66 5,82 5,82

Conclusion écarts type liés Pas de différence significative des écarts type | Pas de différence significative des écarts type

liés liés

t59,12 2,18 2,18

tobs pente 2,90 2,57

Conclusion pentes Différence des pentgs 0/significative pour Différence des penteés o/signiﬁcative pour
o= (] o= (]

Tableau II- 5 : Résultats de I'approche statistigaer la comparaison des droites d’étalonnage en ea
et dans I'urine diluée 50 fois avec de I'eau paucdcaine et la BZE.
Pour les deux molécules, les pentes obtenues ggnmifiativement différentes. La pente
obtenue pour la cocaine en milieu urinaire diluéf@® est de 10% plus importante que la
pente obtenue en milieu aqueux pur, ce qui induibiais d’environ 8 % (calculé pour une
concentration de 10 ng.ri). En ce qui concerne la BZE, la pente obtenue iaunurinaire
dilué 50 fois est de 9 % plus importante que adlli;enue en milieu aqueux pur, ce qui induit
un biais d’environ 7 % (calculé pour une conceraratle 10 ng.mt}). Etant donné que nous
acceptons de tolérer un biais maximum pour les emmnations de 10 %, nous allons
considérer par la suite que les droites d’étaloanay milieu aqueux peuvent étre utilisées
pour quantifier la cocaine et la BZE dans des édlwars urinaires dilués 50 fois avec de
'eau. Il est en plus possible d’effectuer des djifiaations dans des milieux urinaires dilués
plus de 50 fois, considérant que le biais seraigé a celui obtenu avec un facteur 50 de
dilution.

Analyse d’échantillons urinaires réels avec lesir®d’étalonnage en milieu agqueux

Les analyses effectuées précédemment ont été est@our des échantillons urinaires dopés
avec de la cocaine et de la BZE. Cependant, iitgeus intéressant d’effectuer ce méme type
d’analyse pour des échantillons urinaires réelacqmovenant de personnes ayant consommé
de la cocaine. Ces échantillons ont été obtenusegaé laboratoire Toxlab, laboratoire
spécialisé en toxicologie médico-légale. Ces édlmmg avaient initialement été testés par ce
laboratoire par des méthodes qualitatives et av&iers montré la présence de cocaine et de
BZE. lls ont donc par la suite été analysés pandthode développée sur puce apres les avoir
dilués 50 fois avec de I'eau. Pour cette premiéudes il a été observé que les concentrations
de BZE étaient trop élevées considérant la gamnéailie de la méthode développée, de ce
fait, les échantillons ont été dilués d’avantagefaimn a ce que les concentrations de BZE
entrent dans la gamme linéaire étudiée (0,05 agl@li"). En ce qui concerne la cocaine,
présente en moindre concentration que la BZEgtBavérifié que les concentrations obtenues
sont supérieures a la limite de quantification diémsne diluée 50 fois, donc supérieures a
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0,063 ng.mL*, sauf pour I'échantillon 0676 pour lequel la camteation finale obtenue pour
la cocaine est en dessous de la LDQ et donc saifiggtion n’a finalement pas été effectuée.
Les résultats obtenus avec notre méthode ainscgue obtenus par Toxlab pour deux des
échantillons sont présentés dans le Tableau II- 6.

L . Ve Concentration méthode
Concentration initiale (droites d’étalonnage en eau) LLE/GC/MS (Toxlab)
Echartillon Facteur de (Hg.mL) +-ET (CV) (g.mL)
dilution M9
cocaine BZE cocaine BZE
1101 1100 0,034+/-0,005 (15%) 0,58+/-0,029 (5%) 0,019 0,469
0837 1/10000 1,95+/-0,26 (13%) 17,9+/-0,96 (5%) 2,224 11,164
1514 1/1000 0,22+/-0,039 (17%) 0,82+/-0,096 (12%)
1715 1/10000 0,78+/-0,082 (10%) 4,03+/-0,45 (11%)
0676 1/1000 <LDQ 0,97+/-0,098 (10%)

Tableau II- 6 : Résultats de la quantification deaine et de BZE d’échantillons urinaires réelgédil
avec de I'eau. Ces résultats ont été obtenus aveéthode 7 décrite en annexe 2, ou par la méthode
LLE/GC/MS utilisée par Toxlab. (ET=écart type, C\oefficient de variation, n=3).

Une assez bonne répétabilité a été obtenue paualatification de la cocaine et la BZE dans
les échantillons réels avec des niveaux de coratérir trés variables en fonction de
I'échantillon, allant de 0,58 pg.miLa 17,9 pg.mt* pour la BZE, et de 0,034 pg.mLa
1,95 ug.mr* pour la cocaine. Ces valeurs entrent dans lesingalesuellement rencontrées
dans ce type de matrice (Tableau I- 2). Pour pousmnparer I'analyse effectuée avec la
puce, deux des échantillons réels ont été sélew®rpour que leur quantification soit
effectuée par le laboratoire Toxlab. Cette quaraifon a été réalisée par GC-MS avec une
méthode validée pour I'analyse de la cocaine dansahg adaptée a I'analyse d’urine et
utilisant des étalons internes deutérés. En d#ejuantification de la cocaine se fait dans le
sang et pas dans les urines qui sont plutot w@dig@ur I'analyse qualitative. Pour la méthode
utilisée par le laboratoire Toxlab, et que nousetippons par la suite méthode LLE/GC/MS,
une étape de LLE dans un Toxi-tube A est effecavdmt I'analyse. Le choix s’est porté vers
les échantillons ayant la quantité de BZE la paiblé (1101) et la plus élevée (0837). En ce
qui concerne I'échantillon le plus dilué, la quéiaétion effectuée avec la puce est surestimée
de 79 % pour la cocaine et de 23 % pour la BZErgpport a la valeur obtenue par la
méthode LLE/GC/MS. La surestimation de la concéisinade cocaine dans I'échantillon
pourrait avoir pour origine une décomposition diéeeel entre I'analyse effectuée sur puce et
'analyse externe effectuée par la méthode LLE/GEliisque cette derniere a été effectuée
un mois apres l'analyse sur puce, et I'échantillsimaire était conservé a 4°C sans étre
acidifié. Par contre, la surestimation de la BZE lgaméthode sur puce ne permet pas de
confirmer cette hypothese. En ce qui concerne éathon le plus concentré (0837), la
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guantification effectuée avec la puce est sousaéstide 12 % pour la cocaine et elle est
surestimée de 60 % pour la BZE par rapport a lawabbtenue parla méthode LLE/GC/MS.
Le résultat pour la BZE est assez surprenant céraitlque la valeur obtenue pour la cocaine
est assez proche de celui obtenu par la méthodéQ@TMBIS si on considére I'écart type de la
meéthode sur puce. En plus, la concentration dell#isn diluée entre bien dans la gamme
linéaire de la méthode sur puce. Considérant goilrrait s’agir d’'un effet de matrice lié a
une nature variable de la matrice de ces échamtiliparticuliers d’'urine, une nouvelle
méthode d’analyse par ajouts dosés a été effeqioée ces deux échantillons pour la
guantification de la cocaine et de la BZE.

Analyse d’échantillons urinaires réels par une naétthe d’ajouts dosés

Considérant que précédemment il avait été trouvieeyiste un biais d’environ 8 % pour la
détermination de la concentration en milieu uri@atilué 50 fois lorsqu’une droite
d’étalonnage en milieu aqueux est utilisée, unigewte méthode qui tient mieux en compte
la nature de la matrice complexe étudiée, la mé&hteb ajouts dosés, a été évaluée pour
guantifier la cocaine et la BZE des echantillorisaires 1101 et 0837. Pour cette étude, une
série de solutions a été préparée contenant I'dilnée ainsi qu’'une quantité variable x C
avec x égal a 0, 1, 2 et 3, d’'une solution de cotmagon connue Eoc de cocaine etdze de
BZE. Des droites reportant I'aire du pic pour langition MRM de la cocaine ou de la BZE
en fonction de x Cont alors été obtenues pour pouvoir extrapolervddeur de la
concentration des deux molécules dans les éclmnstilirinaires étudiés. Les pentes des
droites d’étalonnage obtenues en milieu aqueudegtdroites obtenues pour les ajouts dosés
ont été comparées de la méme facon qu’il avaitaét@our comparer les droites en milieu
agueux et en milieu urinaire dilué 50 fois. Lesuttsds de cette étude sont présentés dans le
Tableau II- 7.

Echantillon | Molécule Comparaison des Cfinale Dilution Cinitiale Cinitiale droites Cinitiale
pentes (ng.mL") (Mg.mL) d’étalonage +/-ET LLE/GC/IMS
(Hg.mL") (ug.mL")
1101 Cocaine Significativement 41 100 0,041 0,034+/-0,005 0,019
différentes
BZE Significativement 4,63 100 0,463 0,58+/-0,029 0,469
différentes
0837 Cocaine Pas significativement 0,272 10000 2,72 1,95+/-0,26 2,224
différentes
BZE Pas significativement 1,85 10000 18,5 17,9+/-0,96 11,164
différentes

Tableau II- 7 : Résultats obtenus pour la méthaeajouts dosés et pour les deux autres méthodes de
quantification utilisées.

Les résultats obtenus alors pour I'échantillon 1ifidntrent une différence significative des

pentes obtenues pour les deux méthodes pour laineo@ la BZE, tandis que pour

I'échantillon 0837, la différence des pentes njes significative pour les deux molécules. En

effet, 'échantillon 1101 est moins dilué que lhei 0837 et risque donc de présenter plus
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d’effets de matrice. La différence entre les deemtps est de 15 % et de 16% pour la cocaine
et la BZE respectivement. Donc pour cet échantilles valeurs obtenues pour les
concentrations résultant de l'utilisation des diwitd’étalonnage obtenues en milieu aqueux
pourraient conduire a une erreur supérieure a l&foeffet, pour I'échantillon 1101, la
concentration de la cocaine est 20 % au-dessus édultat obtenu pour les droites
d’étalonnage et celle de la BZE est 20 % plus éailonsidérant que lors de I'application de
la méthode des ajouts dosés les effets de mateddé&chantillon sont pris en compte, les
valeurs obtenues par cette méthode sembleraieniedtplus proches de la réalité. Par rapport
aux valeurs reportées par le laboratoire externer pda méthode LLE/GC/MS, la
concentration de cocaine obtenue par des ajoutsdmt 116 % fois plus importante que le
résultat obtenu par la méthode LLE/GC/MS, et ca@fldBZE est supérieure de seulement 1 %.
Pour la BZE, les résultats des ajouts dosés seémtgroches de ceux obtenus par par la
méthode LLE/GC/MS, cependant, pour la cocaine ff@rdnce est trés importante. D’'une
part, il est possible, comme énoncé préecédemmaeridnige les analyses faites par les deux
laboratoires il y ait eu une importante dégradatam la cocaine, cependant, aucune
augmentation significative de son produit d’hydealyla BZE, n’est observée. D’autre part,
la méthode LLE/GC/MS utilisée par Toxlab fait usatjétalons internes deutérés, mais la
guantité ajoutée de ces étalons internes est agz® ng pour 1 mL d’'urine. Or, considérant
les concentrations qui ont été obtenues par lagdéthLE/GC/MS pour I'échantillon 1101,
la quantité de cocaine dans I'’échantillon analyéenviron 10 fois plus faible que celle de
I'étalon interne, tandis que celle de la BZE estament 2 fois plus importante. Ceci indique
gue la concentration obtenue pour la cocaine pibugtee faussée puisque les effets de
matrice au niveau de la MS peuvent étre différentse la cocaine et I'étalon interne deutéré
a cause de I'importante différence de concentraitre ces deux Composes.

Pour I'échantillon 0837, les pentes obtenues padradite d’étalonnage en milieu aqueux et la
droite des ajouts dosés ne sont pas significatinerdiéférentes, probablement a cause de
limportante dilution de I'échantillon avant sonadyse. Il y a cependant une différence de
concentration de la cocaine entre les deux méthatdisges car elle est 23 % plus importante
gue lors de I'utilisation de la droite d’étalonnade coefficient de variation associé a la
méthode par ajouts dosés n’'a pas été évalué, elaisdes droites d’étalonnage est d’environ
13 %, ce qui pourrait en partie expliquer cettdéddnce. En ce qui concerne la BZE, la
concentration obtenue par les ajouts dosés estptehe de celle obtenue par la droite
d’étalonnage considérant I'erreur attribuée a lasume Enfin, la concentration de la cocaine
obtenue par ajouts dosés est 22% plus importanée aglie obtenue par la méthode
LLE/GC/MS utilisée par Toxlab et celle de la BZE 65 % plus élevée. Encore une fois,
I'étalon interne utilisé pour la méthode LLE/GC/MSune concentration assez difféerente de
celle de I'analyte correspondant, car la quantéécdcaine est 11 fois plus importante que
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celle de son étalon interne, et pour la BZE sa tjpéaast 56 fois plus importante que son
étalon interne, ce qui pourrait expliquer ces défees.

Finalement, trois méthodes de quantification oata&mparées : des droites d’étalonnage en
milieu aqueux, pour des échantillons urinaires édilau moins 50 fois avec de l'eau, des
ajouts dosés, et un étalonnage interne. La méttiédeloppée pour les droites d’étalonnage
semble étre limitée car les résultats obtenus garihbles non seulement en fonction de la
dilution effectuée, mais aussi en fonction de lafllon analysé. Cette méthode est donc
intéressante pour des niveaux de dilution assez&®lerobablement supérieurs a 50. La
meéthode des ajouts dosés présente alors une btarmetive qui tient en compte la nature
variable de la matrice des échantillons analyséss ralle risque d’étre trop longue pour
effectuer des analyses de routine car il a étéssaae de préparer 4 solutions pour chaque
échantillon analysé. Finalement, I'étalonnage m#eavec des produits deutérés peut régler un
certain nombre de problémes liés a la détectiorigp®tS puisque I'étalon interne a le méme
temps de rétention que l'analyte et son ionisatsh assez semblable. Cependant, il est
important d’établir une concentration d’étalon m&qui ne soit pas trop éloignée de celle de
'analyte, notamment lorsqu’un traitement de I'éatilbon est effectué au préalable. Dans le
cas présent, 200 ng d’étalons internes deutéréftenutilisés pour la quantification de la
cocaine et la BZE pour des échantillons ayant destiés d’analyte allant de 19 ng jusqu’a
11 ug. Avec de tels écarts de concentration, iltéa adbservé que la quantification par
étalonnage interne différait des résultats obtelamns ce travail pour les méthodes effectuées
sur la puce.

Conclusions

Une méthode de SPE-LC sur puce couplée a la speetiie de masse a été optimisée pour
'analyse de la cocaine et de la BZE. Malgré lemetisions miniaturisées du systeme, un
volume important d’échantillon a pu étre injectéagr a lintégration d'un canal
d’enrichissement sur la puce. L'optimisation deteemnéthode a permis d’obtenir une
meéthode tres sensible. De plus, la miniaturisatiersysteme analytique ainsi que l'utilisation
d’un détecteur trés sensible ont conduit a I'obtentle tres faibles limites de quantification.
Les résultats ainsi obtenus ont montré un gairedsikilité de 20 par rapport a une méthode
LC-MS? classique, grace a I'intégration d’une étape dé SR la puce.

Le potentiel de la méthode a été confirmé pourpligption a I'analyse d’échantillons

biologiques. Pour l'analyse d’extraits de chevelax]|. DQ obtenue pour la cocaine est de
12 pg.mg, qui comparée au seuil de positivité de 0,5 ng‘nest 40 fois plus sensible. Dans
le cas de I'urine, qui est une matrice trés commléajout d’une étape initiale de dilution en
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plus de la SPE sur puce, a permis la quantificatienla BZE sans avoir d’effets de
suppression d’ions. La LDQ obtenue pour la BZE pburine diluée 50 fois est de
1,1 ng.mL*, donc 300 fois inférieure au seuil de positivietipI'urine de 300 ng.mt

La validation de la méthode dans l'urine a été atffée, notamment en évaluant les
différences entre les droites d’étalonnage en milienaire dilué 50 fois et celles obtenues en
milieu aqueux pur. Il s’est avéré qu’un biais s8 toncentrations de la cocaine et la BZE de
seulement 8% est obtenu en utilisant la droiteatb@&hage en milieu aqueux pour quantifier
des échantillons d’'urine dopés et dilués 50 foia. méthode a donc été appliquée a des
échantillons réels fournis par Toxlab. Etant dompuéune partie des résultats n’était pas
comparable pour les deux méthodes, une approclipiasification par ajouts dosés a été
effectuée. Il s’est donc avéré qu’il était impottde considérer qu’une dilution de l'urine de
1/50 peut ne pas étre suffisante et dépend detlaende I'échantillon analysé. En ce qui
concerne la méthode LLE/GC/MS utilisée par Toxlale partie des résultats obtenus semble
affectée par la quantité d’étalon interne utilig@e s’est averée tres différente des niveaux de
concentrations retrouvés dans les échantillonsines par la méthode des ajouts doseés.

Finalement, la méthode développée sur puce poualiae de cocaine et de BZE a démontré
un grand potentiel pour la détermination de tradespetites molécules dans des matrices
biologiques. Le traitement de I'échantillon estidapet simple, et une trés grande sensibilité
est obtenue. Une telle méthode devrait étre tramadpe a l'analyse d’autres petites
molécules. Cependant, la méthode semble limitéeqloit s’agit de I'appliguer a des
molécules tres polaires comme la BZE qui est failelet retenue dans la colonne
d’enrichissement. En effet, un compromis a di &wavé afin de retenir suffisamment la
BZE dans le canal d’enrichissement en réduisamagalléle I'adsorption de la cocaine dans
le systeme analytique. L'utilisation de la pucetids grande capacité (500 nL) a rendu cette
analyse possible, mais en parallele I'efficacitdaleolonne a été réduite car les dimensions
de la pré-colonne sont alors proches de cellea delbnne de séparation. En plus, le choix de
la phase stationnaire de la colonne de séparagtdimaté, et celle actuellement disponible ne
semble pas étre adaptée a l'analyse de compos&doppant des interactions avec des
silanols résiduels tels que les amines. Malgrédfigt que présente ce systeme, notamment
pour le couplage d’'un systéme miniaturisé a latspe@trie de masse, l'instabilité du spray
ne permet pas son utilisation en routine et demamdeimportante maitrise technique de
I'appareillage ainsi que la maitrise d'importantegions de base en sciences séparatives. Une
solution plus simple que d’augmenter la rétentierladpré-colonne en augmentant la quantité
de phase de pré-concentration, serait d'intégresdsorbant plus sélectif au sein de la puce
pour limiter les effets de matrice.
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Chapitre 1l : Développement d’'un polymere a emprentes
moléculaires pour I'extraction sélective de la codae et
application a des matrices biologiques

Introduction

Dans le chapitre précédent, l'intérét de la mimiaation a été démontré pour un
microsystéme intégrant une colonne d’enrichisseraeabe colonne de séparation couplées a
la MS. Cependant, le manque de sélectivité dedidmdst utilisé pour I'enrichissement limite
fortement les applications de ce type de dispesjtdur I'analyse de petites molécules dans
des milieux complexes. Les MIP semblent apportersoiution assez simple pour rendre une
extraction plus sélective. Cependant, avant de qountégrer ce type de support dans un
systeme miniaturisé, il est nécessaire de s’assurds sont vraiment sélectifs dans le milieu
etudié. Cette sélectivité dépend en grande pagtie dnolécule utilisée pour faire 'empreinte
moléculaire, mais le choix des réactifs de synthigssupport a aussi une importance capitale
pour la formation de cavités spécifiques dans lgrpére. L'étude bibliographique présentée
en chapitre | (partie 1.2.3.5.6) a permis de démswnta faisabilité de MIP pour la
reconnaissance spécifique de la cocaine ou deladdzis des milieux organiques ou aqueux.
Cependant, malgré I'obtention de cavités spéciBoqiens ces MIP, aucune étude en SPE n'a
été réalisée pour I'extraction sélective de cocatrae BZE d’échantillons réels. Compte tenu
de ce manque d'applications en milieux biologiqu&ss, nous avons voulu développer ce
type d’application pour des échantillons biologisju€’est pourquoi une série de syntheses a
tout d’abord été réalisée pour obtenir un suppéecsif non-seulement pour la cocaine mais
aussi pour son métabolite principal, la BZE, quisssivent ciblé pour I'analyse de la cocaine
dans des matrices biologiques. Pour pouvoir caiaetéles MIP synthétisés, il a été
néanmoins nécessaire au préalable de développemetieode d’'analyse par LC/UV et
LC/MS de la cocaine et de la BZE.

I11.1 Méthodes d’analyse de la cocaine et de ses taBolites

[11.1.1 Analyse par LC-UV
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Avant de pouvoir évaluer différentes voies de sgs¢hpour des MIP imprimés avec de la
cocaine, des méthodes d’analyse ont été développéesjuantifier les molécules cibles dans
les différentes fractions résultant du protocolextfaction. Les molécules étudiées sont la
cocaine, et ses métabolites principaux, la BZEEMIE. Malgré les propriétés hydrophiles
des deux métabolites (voir Tableau I- 1), la plupas méthodes de séparation utilisées pour
leur analyse se font avec de la chromatographielarife de phase inversée [30, 50, 51].
Donc dans les deux cas, pour la LC-UV et la LC-MSséparation chromatographique a été
effectuée avec une colonne remplie de silice geeff&8 (Symmetry Shield RP18, Waters) de
dimensions 150 mm x 2,1 mm d.i., avec un diamegrpatticules de 3,5 um.

Pour le développement de la méthode en LC-UV, sdaleocaine et la BZE ont été étudiées
car 'EME n’a pas de groupements chromophoresletnatst donc pas détectable en UV. La
détection a été réalisée par spectrophotométrieaB¢ un détecteur a barrettes d’iodes et la
guantification a été réalisée a une longueur d’ael33 nm pour les deux molécules. Une
phase mobile appliguée en mode gradient et coéstitliun tampon formate d’ammonium
5mM pH=3,2 et de MeCN & un débit de 0,2 mLThia été choisie car elle permet la
séparation des deux molécules en moins de 8 mingteplus, il s’agit d'une phase mobile
qui pourrait étre transposable a lI'analyse par LE-Mnfin, le mode gradient a été utilisé
pour pouvoir par la suite faire I'analyse d’échbmtis réels tout en nettoyant la colonne
analytique aprés chaque injection. La méthode cemmmst détaillée en annexe 2 sous le nom
de méthode LC-UV. Les pics obtenus ont des aireszagroches. Une bonne linéarité de la
méthode a été observée entre 0,05 pi.®eil0,5 ug.mL* avec des coefficients de régression
linéaire supérieurs a 0,999 pour les deux moléc#lgec cette méthode et en injectant un
volume de 20 pL, les LDD, correspondant a un rapg@isignal sur bruit de 3 (S/B = 3), sont
de 3 ng.m* et 2ng.m* pour la cocaine et la BZE respectivement. Les Lpour
lesquelles le rapport signal sur bruit est égad &IB = 10), sont de 10 ng.filet 7 ng.mC*
pour la cocaine et la BZE respectivement. Un chtogramme correspondant a I'analyse de
ces deux composeés est présenté en Figure IlI- 1.

mAU BZE coc
20 l |
] A A\
0 T— LS T T
4 5 6 7 min

Figure lll- 1 : chromatogramme LC-UV d’une solutidieau avec 10 % de MeCN dopée avec
50 ng.mL* de cocaine et de BZE. Détection U¥ & 233nm. Gradient tampon formate d’ammonium
5 mM pH = 3,2 et MeCN. Débit = 0,2 mL.m]inVin,-ecﬁoﬁ 20 pL. Température = 35°C. Méthode
décrite en annexe 2 comme méthode LC-UV.

Considérant que la sensibilité reste faible poutype de détection, lors de I'étude de profils
d’extraction, une évaporation totale des fractiansté realisée, suivie d’'une reprise avec

132




Chapitre Ill : Développement d'un polymeére & emmiess moléculaires pour I'extraction sélective giliaption a des matrices biologigues

200 pL d’une solution eau/MeCN 90/10 (v/v). En efteette procédure permet non seulement
d’avoir un échantillon compatible avec la phase ieoau début du gradient, mais aussi de
pré-concentrer les analytes cinq fois avant leatyae par LC-UV.

[11.1.2 Analyse par LC-MS

La méthode d’analyse par LC-MS a été développée lposeparation et quantification de la
cocaine et ses deux métabolites principaux. Leesyssiutilisé ici ainsi que les paramétres de
détection sont les mémes que dans le cas de lad&tiécrite dans le chapitre Il pour la LC-
MS conventionnelle, mais la colonne analytiqueisé#é# dans cette partie est celle de la
méthode LC-UV présentée dans ce chapitre. Il sdgitc d'une colonne remplie de silice
greffée C18 Symmetry Shield RP18 (Waters, 150 nityixnm d.i., 3,5 um). Le gradient et
la composition de la phase mobile sont différeras napport a la méthode LC-UV utilisée
pour I'étude de la cocaine et la BZE seules. Las@haobile est constituée d’eau (A) et de
MeCN (B) avec 0,1 % d’acide formique pour les de&nalement, le tampon formate
d’ammonium n’a pas été utilisé car des signaux piymrtants ont été obtenus avec de I'eau
acidifiée avec 0,1 % d’acide formique. Un gradierté utilisé car 'TEME étant une molécule
trés polaire, elle est éluée pratiquement au tedepsétention nulle méme avec une phase
mobile 100 % aqueuse. Le débit utilisé est de @,2mim™ et le volume injecté est de 5 pL.
Le gradient commence a 0 % de B jusqu’a 1,5 minytes il augmente de 0 % jusqu’a 15 %
en 1,5 minutes, ensuite il reste a 15 % pendaningtes, et enfin il augmente jusqu'a 80 %
en 2 minutes et reste a 80 % pendant 1 minutee @efthode sera par la suite nommée LC-
MS Symmetry Shield, et elle est présentée en désais I'annexe 2. Les chromatogrammes
correspondant a cette méthode sont présentés Bigiuliee 111- 2.

L’'optimisation des parametres de détection du drigliadripble avait été réalisée dans le
chapitre Il, donc les chromatogrammes obtenus sporedent aux transitions suivantes :

Cocaine (COC)m/z= 304— m/z= 182
Benzoylecgonine (BZE)m/z= 290— m/z= 168
Ecgonine méthylester (EMEM/z= 200— m/z= 182

On constate que le pic de cocaine et celui de REiaversés pour la premiere fois, en effet,
le changement de phase mobile a modifié fortemeninteractions de ces molécules avec la
phase stationnaire. On peut aussi noter que paroidamne Zorbax SB18 utilisée en méthode
conventionnelle dans le chapitre Il (Annexe 2, mdthLC-MS conventionnelle), il n’y avait
pas eu cet inversement des pics, donc les interscivec la colonne Symmetry Shield
utilisée ici semblent étre assez différentes diesele la colonne Zorbax SB18.
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] coc

o | EME

Figure IllI- 2 : Chromatogrammes LC-MS des transsid/RM de la cocaine, la BZE et TEME d’une
solution dopée avec 0,5 ng.thde chacune des molécules cibles. Méthode LC-MSh&tny Shield
décrite en annexe 2.
Dans ces conditions de travail, la cocaine et |& Bdnt séparées avec une résolution de 1,3
et le pic EME ne se trouve pas tout a fait aupgemmort (k =0,3). Les LDD sont de
0,02 ng.mLC*, 0,08 ng.mL* et 0,04 ng.mL pour la cocaine, la BZE et TEME respectivement.
Les LDQ obtenues pour cette méthode sont de 0,08Lig 0,20 ng.mL* et 0,53 ng.mL
pour la cocaine, la BZE et 'EME respectivementelWonne linéarité a été obtenue pour un
intervalle de concentration entre 0,5 ng-het 10 ng.m[* pour les trois molécules avec des
coefficients de corrélation de régression linéaupérieurs a 0,998 pour les trois molécules.
Grace a ce mode de détection beaucoup plus sensiljain en sensibilité est de I'ordre de
500 pour la cocaine et de 100 pour la BZE par nappda détection UV. Nous disposons
donc de deux méthodes plus ou moins sensiblesaliés en fonction de la disponibilité des
appareils, pour la caractérisation des MIP.

[11.2 Synthése d’'un MIP sélectif pour la cocaine

[11.2.1 Discussion sur le choix des conditions deysthése du MIP

Dans le chapitre |, une étude a été réalisée a&firedenser les différentes syntheses de MIP
déja effectuées et ciblées pour la cocaine ou s¢asbwlites. La plupart de ces synthéses ont
ete effectuées afin de développer un capteur deimeclLe Tableau lll- 1 résume les
conditions de synthese utilisées au cours de eesdiravaux.
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Molec_u le Monc?mere(s) 'A_gent(s) Solva‘nt ,.N!('.!d(‘: Sélectivité Observations Applications Source
empreinte fonctionnel(s) | réticulant(s) porogéne d’initiation
IFreze,=5,61 Synthése en paralléle avec
" . (MeCN/H20/CHsCOOH 98/1/1, S SPE en milieux
benégll:gi (:)iine MAA TRIM Toluéne tr::a\r/rr?iwje VIVIV) EGDMtﬁ et en initiation organique et aqueux | [131]
yiec q SPE(gze) (H20) : 77% MIP et ermique purS
23% NIP
IFicoc=1,8 IFeze)=1,09 (MeCN) [Les MIP ont subi un traitement| - e
Cocaine MAA EGDMA | Chloroforme | Thermique IFicoc=0,96 IFeze=0,83 | de surface a I'huile minérale Igt”dlfcg{i‘ﬂgmégaé;e pout| a2
(H20/CHsCOOH 95/5, viv) PP P
Modélisation moléculaire
. . . IFcoc)=1,8 utilisée initialement pourle | TR
Cocaine Acide |taconl|que EGDMA DMF wv puis (chloroforme/CH3COOH, choix du monomére FtUd? prle||m|na|re pour [133]
et acrylamide thermique : I'application en capteurs
95/5, viv) fonctionnel
. _ Synthése en paralléle avec | TR
. . UV puis IFcoc)=2,6 . . ... - | Etude préliminaire pour
Cocaine TFMAA EGDMA Toluéne thermique (H20 / CHsCOOH 80/20, viv) DMF mais moins de sélectivité rapplication en capteurs [134]

Tableau Ill- 1 : Conditions de synthese de MIP dgdi la cocaine et ses métabolites.
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[11.2.1.1 Choix du mode de polymérisation

Pour toutes les synthéses présentées dans le el les MIP ont été synthétisés par une
approche non-covalente, donc pour étre en accard k&g études antérieures, une approche
non covalente a été utilisée pour la synthese de $dlectifs pour la cocaine dans ce travalil.
De méme que pour I'approche de synthese, le fodealnthése utilisé dans toutes les études
antérieures est la polymérisation en bloc. C’edir@a-que tous les réactifs sont mis en
présence dans un tube en verre avec une quansid\admt assez faible pour que le polymeére
puisse occuper la totalité du tube lors de la réacPar la suite, la réaction de polymérisation
est initialisée photochimiquement et/ou thermiqueinet le polymere ainsi obtenu est broyé
et tamisé pour pouvoir l'utiliser sous forme detjgates. La polymérisation en bloc a donc
été choisie pour réaliser la synthése des MIP auscde ce travail pour conserver une
certaine proximité avec les études antérieures auasi car elle est simple a mettre en ceuvre.
A la fin de chaque synthése, le polymére en blderaba été récupéré en cassant le tube en
verre utilisé comme réacteur. Ensuite, chaque potgma été broyé dans un broyeur
automatique avec des billes d’acier recouvertegéflen, puis tamisé avec un tamiseur
automatique pour I'obtention de particules avectdges entre 25 um et 36 um. Finalement,
les particules les plus fines qui auraient pu resteapées suite au tamisage ont été éliminées
par une sédimentation dans un mélange MeQ&/BI0/20 v/v. La sélectivité des différents
supports a été évaluée par SPE, donc des cartod@hgaction ont été préparées avec les
particules en chargeant 25 mg d’adsorbant retetne eleux frittés dans des cartouches de
polypropyléne de 1 mL. L’annexe 5 présente le mol® détaillé pour la synthese de MIP en
bloc, ainsi que leur broyage, tamisage et la miseagtouche.

[11.2.1.2 Choix de la molécule empreinte

Dans la majorité des études portant sur la syntkdase MIP pour la cocaine, dont les
conditions de synthése et les performances soptlégs dans le Tableau lll- 1, la cocaine a
elle-méme été prise comme molécule empreinte pwyhthese du polymere imprimé. |l
s’agit en effet d'une molécule qui a des propriébdsiques et des groupements polaires
(Figure I- 1) dans sa structure, facilitant I'étabément de plusieurs sites d’interaction entre
la moléculeempreinte et les monomeres fonctionnels [127]. Eis,p’utilisation de cette
molécule peut servir a I'extraction de ses métab®liui ont des structures assez analogues a
celle de la cocaine (Figure I- 2) comme cela seraétrkele cas pour la BZE (Tableau llI- 1).
Finalement, cette molécule empreinte n’inhibe @agpdlymeérisation radicalaire en chaine,
elle ne subit pas elle-méme de polymérisationdletest stable dans les conditions usuelles
de synthése des MIP, c’est-a-dire a des tempégapuoehes de 60°C ou a I'exposition a des
radiations UV. C’est donc la cocaine qui a été sieaomme molécule empreinte.
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[11.2.1.3 Choix du monomere fonctionnel

Considérant la structure et les fonctionnalitésnifpies de la cocaine, elle peut développer
des interactions de type liaison hydrogéne et/cectédstatiques avec les monomeres
fonctionnels. La nature de ces interactions démkndhoix du monomere fonctionnel ainsi
gue du solvant utilisé comme porogene. L'utilisatid’'un monomere acide est donc
souhaitable pour créer des interactions polairesc d& cocaine. Les monoméres acides
utilisés précédemment pour la synthése de MIP tH#8lgmour la cocaine et ses métabolites
sont : le MAA, l'acide itaconique et le TFMAA (Tadu lll- 1). C'est le MAA, le plus
souvent utilisé, qui a été choisi pour mener cétiede car il permet I'obtention des
interactions souhaitées [131, 132], et c’est I'es chonomeres les plus couramment utilisés et
qui confére souvent une bonne sélectivité des MiiRés a la SPE [126]. Lors de I'utilisation
d’'une approche non-covalente, le monomére foncébest généralement utilisé en excés par
rapport a la molécule empreinte pour favoriser ¢ami@ation du complexe monomere
fonctionnel/molécule empreinte [121]. Par conséguan rapport molaire de 1/4 entre la
molécule empreinte et le monomére fonctionnel, egti majoritairement reporté dans la
littérature pour la synthése en bloc, a été utilisé

[11.2.1.4 Choix de I'agent réticulant

L’agent réticulant utilisé pour la synthése d’unPvi trois réles principaux : il contrble la
morphologie de la matrice polymérique, il sert absgiser les cavités de reconnaissance
sélective, et finalement il confére une stabilitécamique au polymeére [121]. Lors de la
synthése de copolyméres, comme dans le cas desIMHE®R important de prendre en compte
les réactivités relatives des monomeres utiliséaill@urs, pour une impression efficace, la
réactivité de l'agent réticulant et celle du monoenéonctionnel doivent étre proches. En
effet, ceci permet une distribution plus homogees mhionoméres fonctionnels dans le réseau
polymérique. En plus, pour stabiliser la structpotymérique, il est nécessaire d’avoir un
niveau de réticulation important. Pour 'obtentida réseaux tridimensionnels, les agents
réticulants doivent avoir plus d’une fonction poBmsable et ils se trouvent généralement en
exces molaire par rapport aux autres reactifs. €@ies d’agent réticulant entraine la
formation de matériaux macroporeux stables mécanmigunt. La quantité d’agent réticulant
doit rester tout de méme contrélée pour éviter beuer les cavités de reconnaissance
spécifique. Le ratio utilisé pour cette étude estldnol de molécule empreinte pour 20 mol
d’agent réticulant, il s’agit d’'un rapport assemgent utilisé, y compris pour les syntheses de
MIP cocaine antérieures [131, 132, 134]. Lorsquagent réticulant est choisi, il est aussi
important de prendre en compte les interactionsspéeifiques qu’il peut développer avec la
molécule empreinte. Considérant que trois des guaintheses antérieures ont utilisé comme
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agent réticulant 'TEGDMA (Tableau llI- 1), cet agerticulant a donc été utilisé pour la
synthese du MIP cocaine pour ce travail. De plusagit d’'un agent réticulant couramment
utilisé pour la synthése de MIP, notamment lorsiguMAA est utilisé comme monomeére
fonctionnel, donc il semble étre tout a fait adgmiér cette synthése.

[11.2.1.5 Choix du solvant porogéne

Le solvant employé pour la synthése d’'un MIP a imgortance capitale pour I'obtention

d’'une reconnaissance moléculaire car il doit peinada stabilisation du complexe monomere
fonctionnel/molécule empreinte. En effet, cettebiité dépend des propriétés physico-
chimiques du solvant utilisé [127]. Pour favorites interactions de type liaison hydrogéene
ou électrostatiques du complexe monomere fonctitmo&cule empreinte, un solvant peu
polaire et aprotique est nécessaire, comme leatimméthane, le chloroforme, le toluéne ou
méme le MeCN. En plus de renforcer les interactaiungomplexe de pré-polymeérisation, le
solvant doit pouvoir solubiliser tous les réactifgisés pour la synthése du MIP pour que la
polymérisation se produise dans une seule phade, B solvant doit aussi favoriser la

formation de pores dans le polymere [121], d'oguelificatif de porogene. Dans les études
antérieures, les solvants utilisés étaient le tadée DMF et le chloroforme (Tableau llI- 1),

cependant, dans cette étude c’est le MeCN qui &h&isi comme solvant porogéne car |l
permet d’obtenir le méme type d’interactions que detres solvants. En plus il s’agit d’'un

solvant couramment utilisé dans notre laboratoerpla synthése de MIP de diverses
molécules et qui en général permet d’obtenir unenbasélectivité des MIP résultants [130,
203, 206].

[11.2.1.6 Choix du mode d’initiation

La polymérisation radicalaire en chaine a été séidi pour toutes les syntheses de MIP
réalisées précédemment et dans tous les casiaténit employé était I'AIBN, un azonitrile
qui peut étre initié par voie photochimique ainge@ar voie thermique. D’ailleurs ces deux
types d’initiation ont déja été utilisés, linitiah photochimique étant la plus courante des
deux (Tableau llI- 1). En effet, I'intérét d’'unergiese initiée photochimiquement est que la
température de synthese peut étre diminuée de tagaieux stabiliser le complexe molécule
empreinte/monomere fonctionnel. Cependant, cefteséale température peut augmenter la
durée de la synthése et avoir un effet sur laukiion du polymere obtenu ainsi que sur la
bonne formation des cavités spécifiques. Il perg &téressant d’étudier les deux modes de
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polymérisation, thermique et photochimique, pouavmr choisir celui qui donne lieu a un
MIP plus sélectif. La voie thermique a été étudiagremier.

[11.2.1.7 Conclusion : bilan sur les conditions deynthése des MIP cocaine

Les conditions de synthése choisies pour la syatdesMIP sélectifs pour la cocaine sont
résumées dans le Tableau llI- 2. La synthése dedWMEe réalisée dans ces conditions avec
une initiation thermique (MIPth). Un NIP, a été #atisé dans les mémes conditions que le
MIP mais sans la molécule empreinte, de fagcon agowonfirmer la présence de cavités
spécifiques dans le MIP. Des cartouches de 25 nigjlet de MIP ont donc été préparees.

Paramétre Choix
Molécule empreinte (ME) Cocaine
Monomére fonctionnel (MF) MAA
Agent réticulant (AR) EGDMA
ME/MF/AR (mol/mol/mol) 114120
Solvant porogéne (P) MeCN
P/ME (mL/mmol) 5,6
Initiateur AIBN
Quantité d'initiateur 40
(mg/mmol)
Type d'initiation Thermique 24h 4 60°C

Tableau llI- 2 : Conditions de synthéese sélectiesrgour la synthése du MIPth.

[11.2.2 Développement d’un protocole d’extraction lectif sur le MIPth en
milieu organique

[11.2.2.1 Relargage

La premiere synthese de MIP pour l'extraction délecde la cocaine a été initiée
thermiquement (MIPth). Aprés la mise en cartoudaesvilPth et du NIPth correspondant,
une série de lavages ont été réalisés pour élinseexcédents de réactifs, et surtout pour
éliminer la molécule empreinte de facon a pouvdiectuer des protocoles d’extraction
guantitatifs et répétables. Ces lavages sontrimpsritants car, en effet, une partie du composé
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utilisé pour la synthése peut rester piegée damgédeau polymérique puis étre éluée a un
moment donné du support. En ce qui concerne le IM#nthétisé dans ce travail, une
premiéere série de lavages de la cartouche a digséetavec 10 mL de MeCN, pour éliminer
les réactifs de polymérisation, suivis de 10 mLMEOH contenant 5 % d’acide acétique. Ce
deuxieme lavage a été choisi car les interactitten@dues de la cocaine avec le MIPth sont
principalement des liaisons H, qui peuvent étre poes avec du MeOH, mais aussi des
interactions électrostatiques, qui peuvent étrepuoes grace a l'action de I'acide acétique.
Apres ces premiers lavages, plusieurs solvantgténpercolés sur les cartouches de MIPth et
analysés par la suite par LC-UV pour vérifier sctacaine avait en effet été complétement
€luée. Les solvants utilisés pour cette étuderdétdie MeCN, un mélange MeCN/MeOH 95/5
v/v et un mélange MeOH/acide acétique 95/5 v/ypeelr les trois solvants utilisés un volume
de 1 mL a été percolé. Le résultat de cette étudeontré que dans les trois solutions
percolées il y avait une quantité importante deaguerelarguée, et plus particulierement dans

le solvant acidifié puisqu’il contenait plus de 28§ de cocaine.

Le MIPth a donc été reconditionné avec 4 mL de MaEhNne nouvelle série de 3 lavages de
10 mL chacun a été effectuée avec un mélange Mafld/acétique 95/5 v/v. Les solutions
de lavage ainsi obtenues ont été analysées et deckine a été détectée par LC-UV
uniqguement pour le premier lavage. Il semblait danpee la cocaine aurait pu étre
complétement €luée apres ces lavages. Un nouveéilipanc, dans les mémes conditions
gue celui décrit préecédemment, a alors été effedilaheureusement, de la cocaine était
toujours présente dans les différentes fractioadyaées jusqu’a des quantités de 100 ng. Une
nouvelle solution de lavage a ensuite été utileséec une solution trés acide afin de rompre
les liaisons électrostatiques établies avec le#ésadu MIPth. Une solution contenant de
I'acide chlorhydrique & une concentration de 0,1.imbdonc avec un pH = 1 a été appliquée.
Apres ce lavage, le MIPth a été reconditionné dandeCN et le profil blanc obtenu juste
apres le reconditionnement ne présentait aucuoe tta cocaine visible par LC-UV.

Il semblait donc que le relargage de la cocain®tRih était enfin éliminé. Ainsi, quelques
jours plus tard, un autre profil blanc corresporidafa percolation de 5 mL de MeCN, puis
2 mL de MeCN, puis 2 mL de MeCN/MeOH 95/5 v/v, pfiralement 3 mL de MeOH/acide
acétigue 95/5 v/v a été étudié. Seule la premractibn analysée, donc les premiers 5 mL de
MeCN percolés, contenait de la cocaine a une taheliO ng. Des quantités rémanentes de
cocaine étaient donc encore présentes dans le MiRiE en quantités plus faibles. I
semblerait que pendant de longues périodes de memjede la cartouche de MIPth, de la
cocaine rémanente peut migrer par diffusion leatesde polymere et par la suite étre éluée.
Il a donc été décidé d’inclure une étape de camtliggment des cartouches avec 5 mL de
MeCN avant d'effectuer une procédure d'extractidBn plus de cette étape de
conditionnement, a la fin de chaque procédure thekibn et avant le stockage des
cartouches, une étape de ringage et de reconditioemt avec 1 mL de MeOH/acide acétique
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95/5 viv, 3 mL de MeOH puis 5 mL de MeCN a été fpaur éliminer toute trace de cocaine
et d’acide acétique qui pourraient rester dansaldouche, de facon a éviter d'affecter la
rétention de la cocaine pendant le stockage etdessprocédures d’extraction suivantes.
Deux profils blancs (1 mL MeCN, 1 mL MeCN/MeOH 95/&, 1 mL MeOH/acide acétique
95/5 viv) ont alors été appliqués avec une étapsodditionnement utilisant 5 mL de MeCN
et une étape de rincage apres le profil. Les frastide ces deux profils n’ont pas montré de
présence de cocaine, ce qui implique que le rajargaenfin été contrdlé.

Toutes les procédures effectuées sur le MIPth entéalisées en parallele sur le NIPth de
facon a ce que les deux supports aient subi lesanéaitements.

[11.2.2.2 Sélectivité du MIPth et étude des mécamiss de rétention

Une fois le relargage de la cocaine controlé, pétsuivante a consisté a définir les conditions
de rétention et d’élution du MIPth et donc d’élwarides mécanismes mis en jeu.

Un volume de 1 mL d’une solution de percolationteaant 0,1 pg.mt de cocaine dans du
MeCN a donc été percolé sur les cartouches de MiPde MIPth. En effect, le MeCN a été
utilisé pour la percolation car, étant le solvatiisé pour la synthése du MIPth, il devrait
favoriser la rétention de la cocaine sur le MI&res la percolation de I'échantillon dopé,
trois fractions de 1 mL de MeCN ont été percol&ssunes a la suite des autres sur le MIPth
et le NIPth pour évaluer le pouvoir de rétention MIP dans ce milieu. Par la suite, les
cartouches ont été lavées comme indiqué dans ke garecédente (1 mL MeOH/acide
acétique 95/5 viv + 3 mL MeOH + 5 mL MeCN). Lesdements d’extraction ainsi obtenus
sont reportés en Figure llI- 3.

100
E & Ml = IFE
S
8
{ =T
=
=
= 4
[ k]
=
5 %
Gy
0 | | [
COCO, 1 pgiml en MG haeGie MeCN

MeCh

Figure lll- 3 : Evaluation de la rétention de laaine sur le MIPth et le NIPth lors de Il'utilisatide
MeCN comme solvant d’élution. Fractions de 1 mL.
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Le MeCN n’a effectivement pas une force éluantéisarite pour éluer la cocaine du MIPth

considérant que seulement 10 % de la cocaine s @lar 3 mL de ce solvant. Cependant
pour le NIPth, environ 60 % de la cocaine est ékrdee la percolation et le premier lavage
avec du MeCN. Ce résultat montre qu’il y a une evidiiférence de rétention de la cocaine
entre le NIPth et le MIPth soulignant ainsi la grése de cavités spécifiques.

Le MeCN n’ayant pas élué la cocaine du MIPth,été&nécessaire de trouver un solvant plus
approprié. Considérant que la cocaine peut créeirderactions par liaison hydrogéne avec
les cavités spécifiques du MIPth, le MeOH, solvardtique polaire, a été évalué pour son
élution. Ainsi, 1 mL d’une solution de MeCN dopé®@0,1 ug mt* de cocaine a été percolé
sur les cartouches de NIPth et MIPth, puis cingtibas de 1 mL de MeOH ont été percolées
et analysées par LC-UV. Les taux de récupératisgannts pour les différentes fractions sont
reportés en Figure llI- 4.
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Figure llI- 4 : Evaluation de la rétention de laame sur le MIPth et le NIPth lors de l'utilisatide
MeOH comme solvant d’élution. Fractions de 1 mL.

Le rendement d’élution de la cocaine pour chacasefrdctions analysées est proche de 15 %
et les 5 mL de MeOH ont permir d’éluer plus de 8@&cla cocaine percolée du MIPth. Le
MeOH, bien gu'il arrive a éluer la quasi-totalité h cocaine, n’est pas suffisamment éluant
car le volume utilisé est tres grand par rapportvalume percolé. ldéalement, I'étape
d’élution devrait se faire avec un faible volume st@vant pour pouvoir pré-concentrer
I'échantillon en plus de le purifier, donc le Me@id convient pas pour cette étape. En ce qui
concerne le NIPth, la cocaine est faiblement retemn milieu MeOH, indiquant que le
MeOH permet de rompre des liaisons H non spécifigiéveloppées avec le NIPth.

Un deuxieéme type d’interactions spécifiques deoleatne avec le MIPth pourraient exister. Il
s’agit des interactions électrostatiques puisqueokeaine est une base qui peut se trouver
protonée, donc avec une charge positive, et le mer® fonctionnel (MAA) est un acide qui
pourrait se trouver déprotoné, donc avec une char@gative. Pour rompre ce type
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d’interactions, I'effet du MeOH contenant 5 % d@eiacétique a été évalué. Pour cette étude,
1 mL d'une solution de MeCN dopé avec 0,1 pgimie cocaine a été percolé sur les
cartouches de NIPth et MIPth, puis trois fractidesl mL de MeOH/acide acétique 95/5 v/v

ont été percolées et analysées par LC-UV. Les dawécupérationi obtenus sont reportés en
Figure IlI- 5.
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Figure IlI- 5 : Evaluation de la rétention de laame sur le MIPth et le NIPth lors de I'utilisatide
MeOH/acide acétique 95/5 v/iv comme solvant d’éhutieractions de 1 mL.

Finalement, avec I'ajout de 5 % d’acide acétiquévie®H, I'élution de la cocaine du MIPth
est totale avec seulement 1 mL de MeOH/acide amdtip/5 v/v percolé. Ces résultats
confirment la présence d'interactions électrostetsy entre la cocaine et les cavités
spécifiqgues du MIPth. La force éluante est en rekarrop grande pour différencier le MIPth
du NIPth. Ainsi, pour que I'extraction soit biennsidérée comme un protocole sélectif, il est
nécessaire de développer une étape de lavage pmammdtliminer les interactions non-
spécifiques avec le MIPth.

[11.2.2.3 Optimisation des profils d’élution

Les interactions que le NIPth développe avec leeontes cibles sont des interactions non
spécifiques développées en surface du polymerec,pamur confirmer la présence de cavités
spécifiqgues dans le MIPth, et donc pour obtenirpustocole d’extraction sélectif, il faut
développer une étape de lavage qui puisse, damas ligléal, éluer la totalité de la cocaine et la
BZE du NIPth, et donc rompre les interactions déase, sans les éluer du MIPth qui doit

pouvoir générer des interactions multiples avemdédécule de cocaine grace aux cavités en
trois dimensions.
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Dans la partie précédente, la rétention de la necaiété évaluée sur le NIPth et le MIPth
avec trois types de solvants qui sont du MeCN (féidli- 3), du MeOH (Figure llI- 4) et du
MeOH/acide acétique 95/5 v/v (Figure lll- 5). Lats I'utilisation du MeCN comme solvant
d’élution, la totalité de la cocaine était retesue le MIPth, tandis que sur le NIPth, environ
60 % de la cocaine était éluée entre la percolaide premier millilitre de MeCN percolé.
Ce résultat a montré que parmi les interactions sp@tifiques du NIPth, une grande partie
sont des interactions polaires car le MeCN permeelied rompre moins efficacement que le
MeOH. Donc il y a certainement quelques interactinonn-spécifiques de la cocaine avec le
NIPth du type liaison hydrogéne. Donc pour troudes conditions de lavage correctes pour
la cocaine, des mélanges de MeCN et de MeOH pe@mnutilisés. De plus, considérant
gue le métabolite principal de la cocaine, la B&&{rouve souvent a une concentration plus
importante que la cocaine dans les matrices bgleg, notamment dans les matrices
agueuses, il est intéressant d’étudier aussi sati@h sur le MIPth.

Pour évaluer la rétention de la BZE sur le MIPth poemier profil d’extraction a été effectue
avec des lavages utilisant du MeCN pur pour limigeforce éluante de ce lavage. Ainsi,
1 mL d’une solution de MeCN contenant 0,1 ug-’hule cocaine et BZE a été percolée sur le
NIPth et le MIPth. Ensuite, des lavages avec du NleGt été effectués, puis I'élution a éré
réalisée avec une solution de MeOH/acide acétidiid 9/. Les profils d’extraction ainsi
obtenus pour la cocaine et pour la BZE sont préseant Figure llI- 6.
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Figure lll- 6 : Profils d’extraction de la cocaieela BZE avec le MIPth et le NIPth. Percolatioh (P
1mL MeCN dopé de cocaine et BZE & 0,1 pg'mavages (L1, L2, L3) : 1 mL MeCN, élution : 1 mL
MeOH/acide acétique 95/5 v/v.

Dans ces conditions, I'extraction de la cocaine s&ective et confirme les résultats
précédents avec des rendements a I'élution de 6Wolp NIPth et 75 % sur le MIPth. Dans
le cas de la BZE, une extraction sélective estialgenue avec un rendement a I'élution de
55 % sur le MIPth et 0 % sur le NIPth. Cependantehdement sur le MIPth n’est pas trés
élevé car les étapes de lavage L2 et L3 éluenparte de la BZE du MIPth. Si les lavages
L2 et L3 étaient éliminés, le protocole serait taug sélectif pour la cocaine et la BZE, mais
conduisant a un taux de récupération de 20 % SulReh pour la BZE.
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Pour améliorer la sélectivité de I'étape de lavalps quantités croissantes de MeOH (0 %,
1%, 2,5 % et 5 %) ont été ajoutées aux fractienkdage apres une premiéere étape de lavage
avec 1 mL de MeCN. En ce qui concerne la cocaraegimentation du pourcentage de
MeOH dans I'échantillon conduit parallelement a udieninution des interactions non
spécifiqgues observées sur le NIPth. Cependantyté ga 2,5 % de MeOH, une partie de la
cocaine est aussi éluée du MIPth lors I'étape dagk Finalement, le protocole le plus
sélectif est celui incluant un lavage a 5 % de Meftisque la totalité des interactions non
spécifigues sont éliminées (rendement d’élution sud le NIPth) et que le rendement a
I'élution pour le MIPth est assez élevé (77 %). ®bncas de la BZE, tous les protocoles sont
sélectifs, mais il y a cependant une élution trapartante de la BZE du MIPth a partir d’'une
teneur de 2,5 % de MeOH dans I'échantillon puisgendement de 30 % seulement est
obtenu sur le MIPth.

Ainsi, le protocole le mieux adapté pour I'extractisimultanée de la cocaine et de la BZE
dans un milieu MeCN pur serait celui comportantdeuxieme lavage avec 1% de MeOH
dans du MeCN car il permet de réduire une partgeinteractions non spécifiques en méme
temps gu’il conserve de bons rendements sur lelvaREIlution. De ce fait, la répétabilité de
ce protocole a été testée et les profils d’extoactiorrespondants sont présentés en Figure llI-
7. Une bonne répétabilité est obtenue avec des deurécupération pour la cocaine de
108+ 3 % sur le MIPth et de 302 % sur le NIPth. Pour la BZE les taux de recujp@mnasont

de 84+ 2 % pour le MIPth et de 124 % pour le NIP.
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Figure llI- 7 : Profils d’extraction optimisés de¢ocaine et la BZE sur le MIP th et sur le NIPth
(n=3).

Le protocole optimisé obtenu permet donc d’extraékectivement la cocaine et la BZE tout
en conservant toutefois quelques interactions péeiBques pour la cocaine afin de ne pas
éluer la BZE du MIPth.

[11.2.2.4 Conclusion
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La procédure de synthése développée (MIPth Tablea) a conduit a I'obtention d’un MIP
sélectif pour la cocaine, mais aussi pour la BZEst apparu intéressant d’évaluer par la suite
l'initiation par voie photochimique qui devrait peettre de moins déstabiliser le complexe
molécule empreinte/monomere fonctionnel au coula dgnthese.

[11.2.3 Caractérisation du MIP UV obtenu par voie photochimique

Le MIP UV ayant été obtenu par une initiation parevphotochimique (MIP UV/NIP UV), a
été soumis aux mémes étapes de lavage que cellisgest pour éliminer la molécule
empreinte pour le MIPth. Il en a été de méme p@tape de conditionnement et de rincage
des cartouches. Le relargage de cocaine du MIP bixisaété controlé comme dans le cas du
MIPth puisque les profils blancs réalisés par ldesne présentaient pas de pics pour la
cocaine en LC-UV.

111.2.3.1 Solvant d’élution

Comme dans le cas du MIPth, le solvant d’éluti@téaetudié pour pouvoir éluer la cocaine et
la BZE du MIP UV avec un faible volume de solvdrég.MeCN n’a pas été étudié car il avait
été démontré que pour le MIPth il n’arrivait paglaer la cocaine, il est donc tres improbable
gue celle-ci soit éluée du MIP UV avec du MeCN poaivoir éluant du MeOH a été évalué et
a conduit a un comportement assez proche de celMiBth (Figure 1lI- 4). Comme dans le
cas de ce dernier, il s’est avéré nécessaire dytej un agent qui permette de rompre les
interactions électrostatiques, donc de I'acideigaét Ainsi, comme dans le cas du MIPth, du
MeOH contenant 5 % d’'acide acétique a donc ét&éitgour I'étape d’élution. 1 mL d’'une
solution de MeCN dopé avec 0,1 ug.nide cocaine et de BZE a été percolé sur les
cartouches de NIP UV et MIP UV, puis trois fracBatte 1 mL de MeOH/acide acétique 95/5
v/v ont été percolées par la suite les unes apeealtres et analysées par LC-UV. Le résultat
obtenu est assez encore semblable a celui du NFRgbre 1lI- 5) : la cocaine et la BZE sont
eluées du MIP UV des le premier millilitre percalé MeOH/CHCOOH 95/5 v/v. En effet,
pour les deux MIP synthétisés, le méme type d'atigons de la cocaine et la BZE avec les
cavités spécifiques sont attendues puisque lesifedéaont exactement les mémes, il est donc
normal d’avoir des comportements semblables eagr@éux supports. Le solvant d’élution a
donc été fixé a 1 mL de MeOH/GEOOH 95/5 v/v, et par la suite I'étape de lavagetéa
étudiée.
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[11.2.3.2 Solvant de lavage et profil optimisé

Les premiers lavages évalués ont consisté a pensoesolution de MeCN contenant 5 % de
MeOH, puis du MeOH pur aprées la percolation de 1dhine solution de MeCN dopée avec
0,1 pg.mL* de cocaine et de BZE, I'élution étant assuréelpavercolation de 1 mL de
MeOH/CHCOOH 95/5 vl/v. Les résultats ainsi obtenus sordetes en Figure IlI- 8.
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Figure Ill- 8 : Evaluation de solvants de lavagerdes profils d’extraction de la cocaine et la BZE
avec le MIP UV et le NIP UV (n=3). Fractions de L.m

Pour la cocaine, la procédure d’extraction est Biactive puisque a I'élution on retrouve
105+ 9 % sur le MIP UV et seulement 5.3 % sur le NIP UV. Une importante différence
est observée par rapport au MIPth puisque le MIPrétiént bien la cocaine méme avec 5 %
de MeOH dans I'étape de lavage. Donc le MIP UV gmés une plus forte rétention vis-a-vis
de la cocaine que le MIPth. Cependant, c’est dassas du NIP UV, ce qui veut dire que
cette augmentation de la rétention n’est pas dispuament a des interactions spécifiques et
donc a l'augmentation du nombre de cavités. Dartasede la BZE, un profil sélectif peut
étre obtenu si le protocole s’arréte a I'étape altaje avec 5 % de MeOH dans le MeCN
puisque a ce moment-la les rendements de la BZEd®oii9t 15 % pour le MIP UV et de
0 % pour le NIP UV. Ainsi, une rétention plus fode la BZE sur le MIP UV et du NIP UV
par rapport au MIPth et au NIPth respectivemenblservée.

Méme si pour ce méme protocole d’extraction, la BdHa cocaine peuvent étre extraites
sélectivement, les fractions ou se retrouvent e adnolécules sont différentes. Comme la
BZE présente une rétention moins importante queotaine sur le MIP UV, elle est éluée
plus t6t. De nouveaux essais ont donc été réadiséale de récupérer sélectivement les deux
molécules dans une méme fraction d’élution du prbéxtraction. La Figure lll- 9 présente
les résultats obtenus aprés la percolation de ldinbe solution de MeCN dopée avec
0,1 pg.mL* de cocaine et de BZE, suivi d'un premier lavagé de_ avec du MeCN, puis un
deuxieme lavage de 1 mL d’'une solution de MeCN a¥@&c% de MeOH, et finalement
I'élution avec 1 mL d’une solution de MeOH avec Sl%cide acétique.
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Figure llI- 9 : Profils d’extraction optimisés de ¢ocaine et la BZE avec le MIP UV et le NIP UV.
Fractions de 1 mL.

Le protocole obtenu avec ces nouveaux lavage®kesti§ pour la cocaine et pour la BZE qui
se retrouvent toutes deux éluées du MIP UV damadme fraction d’élution. Le lavage au
MeCN ne semble pas apporter de sélectivité powetantion de la cocaine, mais il est
vraiment nécessaire pour €luer une partie de la 8ZINIP UV. Le deuxieme lavage, bien
que moins €luant que celui utilisé en Figure lll-p@rmet d’éliminer les interactions non-
spécifiques de la cocaine sur le NIP UV. |l se paitigue le lavage avec du MeCN ait facilité
I’élution de la cocaine.

Etape Volume Solvant
Conditionnement 5mL MeCN
Percolation 1mL Solution de MeCN dopée avec COC et BZE
Lavages 1 mL MeCN
1 mL MeCN/MeOH 97,5/2,5 (v/v)
Elution 1mL MeOH/acide acétique 95/5 (viv)
Ringage 1mL MeOH/acide acétique 95/5 (v/v)
3mL MeOH
5mL MeCN

Tableau Ill- 3 : Procédure d’extraction optimiséela cocaine et la BZE sur le MIP UV et le NIP UV.

Ainsi, il apparait que le MIP UV permet aussi l'@dtion sélective de la cocaine et de la BZE
d’'un milieu MeCN avec la procédure décrite dansTébleau lll- 3. Il semblerait que le
MIP UV conduise a une meilleure rétention que lePM| et en développant moins
d’interactions non spécifiques au regard des pildds rendements obtenus sur le NIP UV.
Pour la suite c’est donc le MIP UV, qui sera caasé et appliqué a I'extraction sélective
dans des matrices biologiques.

Cette étude a montré que pour la rétention sékectesla cocaine et de la BZE, linitiation
photochimique a 15°C apporte une sélectivité etrétention plus importantes que l'initiation
thermique a 60°C. C’est certainement la différedeetempérature qui est a l'origine des
différences observées entre les deux MIP [128].effet, a 15°C le complexe monomere
fonctionnel/molécule empreinte est certainements pkiable qu'a 60°C et donc les
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interactions dans les cavités du MIP UV doiven¢ @lus fortes que celles du MIP th. Il faut,
apres cette étude de sélectivité, poursuivre actarnsation du support.

[11.3 Caractérisation du MIP UV en milieu organique

111.3.1 Etude de la capacité du MIP UV

La reconnaissance spécifique de la cocaine et B&€Haa été évaluée montrant d’excellents
résultats en termes de sélectivité. Cette séléttigsulte de la présence de cavités spécifiques
des molécules ciblées dont le nombre doit étressuffment élevé pour permettre la rétention
de ces deux composés a des niveaux de concenteiogs. Il est donc important de
déterminer la capacité du support qui correspoita guantité maximale d’'un composé qui
peut étre retenue par le MIP utilisé dans des ¢mdi d’extraction particulieres. Cette
capacité peut étre déterminée par le tracé d’'unebeode saturation qui est obtenue en
étudiant la quantité de composeé cible extraite fagction de la quantité percolée de ce
composé sur MIP pour un volume constant de solutmmtenant des quantités croissantes
d’analyte [125]. Ainsi, pour poursuivre la caragation du MIP UV, sa capacité pour la
rétention de la cocaine a donc été évaluée. Potaireg le protocole d’extraction optimisé
pour le MIP UV a été utilisé (Tableau llI- 3) etphigué a des fractions de MeCN dopées par
des concentrations croissantes de cocaine, erwgffe@ chaque fois les différentes étapes du
protocole d’extraction optimisé. Les fractions d@n ont ainsi été récupérées, évaporees,
reprises en eau/MeCN 90/10 (%v/v), et analyséesL@atJV. La méme procédure a éte
effectuée pour le NIP UV pour confirmer la faibtgention de la cocaine et démontrer ainsi
que la nature de la rétention de la cocaine dansalgtés du MIP UV est purement sélective.
La courbe de saturation obtenue est représentéa Bigure IlI- 10.

La courbe de saturation pour le MIP UV présentexdearties distinctes. Pour de faibles
guantités de cocaine percolée, la quantité extaaitgnente rapidement et de facon linéaire
indiquant que le rendement d’extraction de la gueast constant. Ce rendement est donné
par la pente de la droite reliant les différentgnfsode cette partie linéaire, c'est-a-dire pour
des quantités de cocaine percolée entre 4 uget.50e rendement correspondant est égal a
88 %. Cette valeur est en accord avec les rendsnobieénus pour le MIP UV avec le méme
protocole d’extraction dans la partie précédenigufie 1ll- 9). Dans la deuxiéme partie de la
courbe, un plateau est obtenu pour des quanti®dged de cocaine percolées. En effet,
lorsque les sites d’interaction spécifique sontirgs, il y a une perte de rendement puisque
I'exces de cocaine n’est pas retenu, et la capdgigipport est atteinte.
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Figure Ill- 10 : Courbes de saturation du MIP UY €t du NIP UV ¢) correspondant pour la cocaine
lors de son extraction aprés la percolation de IJdmkolution de MeCN contenant des concentrations
croissantes de cocaine. Le protocole d’extractibmétaillé dans le Tableau llI- 3.

Le point d’intersection entre les deux droites p&Ete considéré comme la quantité maximale
de cocaine retenue avec un rendement constane SUtH UV, ce qui correspond a une
guantité de 68 ug de cocaine. La cartouche corit@¥amg d’adsorbant, la capacité obtenue
est alors de 2,72 mg'gle MIP UV soit 8,96 pmol:f Au-dela de cette valeur, les analyses
guantitatives ne sont pas fiables car le rendentiertraction n’est plus constant.

La capacité du MIP obtenue pour la cocaine estcenrd avec des valeurs couramment
retrouvées dans la littérature, entre 1 unmibkg 40 pg.mot [125]. Cette capacité est aussi
suffisante pour I'analyse de traces de cocaine dassnatrices biologiques (voir Tableau I-
2). En ce qui concerne le NIP UV, le rendement waetion est nul. Ce résultat confirme que
la capacité du MIP provient bien de la présencecaldtés spécifiques car il n'y a pas
d’interactions non-spécifiques générées par le @ippon imprimé obtenu dans des
conditions de synthése similaires. L’étude en pelealde la rétention de la cocaine sur le
NIP UV a donc confirmé encore une fois I'importargé@ectivité du MIP UV pour cette
molécule.

111.3.2 Etude de la répétabilité intercartouches

Lors de l'optimisation du protocole d’extractionrsie MIP UV, la répétabilité du protocole
avait été étudiée pour une méme paire de cartoutshBdP UV et de MIP UV (Figure llI- 9).
Dans cette étude, les écarts type obtenus ne adypgus 9 % pour le MIP UV, et sont méme
inférieurs a 6 % pour le NIP UV (n = 3). Ceci m@ntfune part que le probleme de relargage
souvent associé a l'utilisation de MIP est contr&i@on le protocole d’extraction ne serait
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pas répétable. D’autre part, ces résultats montyeatles cartouches peuvent étre utilisées
plusieurs fois sans qu’elles ne perdent leur seglget D’ailleurs, les premieres cartouches
préparées ont pu étre utilisées pendant toute féedde la thése sans qu'une perte de
sélectivité n’'ait été observée, méme apres le pass&chantillons biologiques dans les
cartouches.

En ce qui concerne la répétabilité d’'une cartoukh®utre, trois cartouches différentes de

NIP et de MIP ont été préparées et lavées de laenf@gon. Ensuite le protocole d’extraction

optimisé (Tableau lll- 3) a été appliqué a cesstpmires de cartouches de NIP et MIP et les
fractions du profil d’extraction ont été analysges LC-UV. Les moyennes et écarts type
obtenus sont présentés sur le Tableau llI- 4

BZE NIP BZE MIP COC NIP COC MIP
Etape moyenne | ecarttype | moyenne | ecarttype | moyenne | ecarttype | moyenne | ecarttype
Percolation 11 5 0 0 2 3 0 0
Lavage 1 43 1 0 0 5 5 0 0
Lavage 2 35 6 2 2 74 9 7 2
Elution 5 2 91 8 3 5 93 9

Tableau lll- 4 : Moyennes et ecarts type obtenus f#s rendements (en %) d’extraction de la cocaine
et la BZE en milieu MeCN avec le protocole du Tablél- 3 par trois cartouches différentes de NIP

et de MIP
Comme dans le cas des profils d’extraction obtesunsune méme cartouche, lors de I'étude
de la répétabilité entre trois cartouches difféentes écarts type ne dépassent pas 9 %, que
ce soit pour I'extraction de la cocaine ou de [&BZur le NIP ou le MIP. Donc le protocole
est répétable d’'une cartouche a I'autre pour uneengynthése, malgré I'inhomogénéité des
particules obtenues qui résulte du broyage et tagrisies polymeéres. En effet, la répartition
des particules sur une gamme de tailles variéeaitapu induire une différence plus
importante d’une cartouche a l'autre. Ainsi, lesutéats obtenus sont tres satisfaisants.

Considérant gu’une synthése en bloc nécessite djuantité de cocaine d’environ 100 mg et
gu’il s’agit d'un produit assez cher et qui nécessine autorisation de vente, une seule
synthese a été effectuée dans les conditions eggqrur le MIP UV.

111.3.3 Etude de la rétention sélective de I'ecgonie méthylester (EME)

Jusqu’a présent, le MIP UV n’a été utilisé que p@xtraction de la cocaine et de la BZE en
milieu MeCN pur. Ayant montré une importante séla& pour la cocaine, mais aussi une
importante sélectivité croisée pour la BZE dansndeeu, il devrait étre possible d’obtenir un

protocole sélectif pour le deuxiéeme métabolite gigal de la cocaine, c'est-a-dire 'TEME. De
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la méme facon que pour la cocaine et la BZE, |topode d’extraction optimisé a été utilisé
(Tableau Ill- 3) mais avec une solution de perdotatcontenant de 'EME a une
concentration de 10 ng.fLEn effet, la méthode d’'analyse utilisée dansasesst la LC-MS
('EME ne possédant pas de chromophore) qui est gdmsible que la LC-UV et qui permet
donc l'utilisation de concentrations plus faiblBeur confirmer que la cocaine et la BZE sont
toujours retenues en présence de 'EME et a déefaitiveaux de concentration, elles ont été
ajoutées a la solution de percolation & une cormon de 10 ng.mt Les profils
d’extraction ainsi obtenus sont présentés surdarkilll- 11.

Les résultats obtenus pour la cocaine et la BZE qaoasiment identiques a ceux obtenus pour
la méthode LC-UV (Figure llI- 9), ce qui confirmeslrésultats obtenus précédemment. Dans
le cas de 'EME, on observe une forte rétentionlsMIP UV avec un rendement a I'élution
de 79+ 9 %. Le rendement sur le NIP est detZ8%, ce qui implique qu’une partie de la
rétention sur le MIP UV provient d’interactions nepécifiques. Le protocole est tout de
méme sélectif pour ce deuxieme meétabolite et ilest possible d’extraire sélectivement les
trois molécules avec un méme protocole d’extracéiomilieu organique pur. Si toutefois |l
était nécessaire de réduire les interactions nénipues de I'EME, il suffirait de rendre le

lavage plus éluant, mais au risque d’abaisserdedements a I'élution de la cocaine et la
BZE du MIP UV.
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Figure lll- 11 : Profils d’extraction de la cocai(®, la BZE (b) et 'EME (c) du MIP et de son NIP
correspondant dans les conditions décrites sualide@u Ill- 3, mais pour une percolation de 1mL
d’une solution de MeCN dopée avec 10 ng’ndle cocaine, BZE et EME (n = 3).
Ainsi, le MIP UV obtenu est sélectif pour la coaiet ses deux métabolites principaux, la

BZE et 'EME, en milieu MeCN pur. De plus, la caftdale ce support en milieu organique
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est élevée, ce qui pourrait s’avérer intéressamt pigger non seulement la cocaine mais aussi
ses deux métabolites principaux. Il serait donérggsant d’évaluer I'extraction de la cocaine
et de ses métabolites dans un milieu réel.

I11.4 Développement d’'une extraction sélective en mieu agueux
et hydro-organique

111.4.1 Etude de la rétention sur MIP UV en milieu hydro-organique

Les échantillons de sérum, de plasma ou de sangssub généralement une premiéere étape
de purification par la précipitation des protéiagant de réaliser des procédures d’extractions
plus sélectives comme la SPE. Cette étape estajémamt effectuée en ajoutant 50 % de
MeCN a I'échantillon. Precédemment, la sélectidién MIP UV a été confirmée en milieu
MeCN pur pour la cocaine et ses deux métabolitexipaux, il serait donc intéressant
d’étudier cette rétention d’'un milieu hydro-orgaméq contenant du MeCN. Ainsi, une
premiére étude de rétention de la cocaine, la BZEME sur le MIP UV a été réalisée dans
un milieu hydro-organique pur constitué d’'un méklrgau/MeCN 50/50 (v/v). Le profil
utilisant des conditions de lavage et d’élutionimpées pour un milieu MeCN pur (Tableau
lll- 3) a été tracé aprés percolation de 1 mL d’sokition de cocaine, de BZE et de EME a
5 ng.mL* dans un mélange eau/MeCN 50/50 (v/v). Les résuttatenus sont présentés sur la
Figure IlI- 12.

En milieu hydro-organique pur dopé, une forte rétenet une sélectivité élevée sont
obtenues pour la cocaine sur le MIP UV. Par rapaorprofil en milieu MeCN pur (Figure
llI- 9), le NIP UV retient moins bien la cocaindaapercolation, il semblerait alors qu’une
grande partie des interactions non spécifiques @dedaine soient rompues par I'apport d’eau.
Le reste des interactions non-spécifiques sontidéies lors du premier lavage avec du MeCN
pur. En revanche la BZE n’est pas retenue par 2 W dans ces conditions. Effectivement,
la BZE est plus polaire que la cocaine (Tableall)l-elle a donc une bonne affinité pour
'eau, ce qui expliquerait gu’elle ne soit pas bietenue lors de la percolation. Mais ce n’est
certainement pas la seule raison de ce manquedmtaitention car 'lEME, qui est aussi une
molécule tres polaire, est retenue environ a 65%le MIP. L'EME a donc une rétention
moyenne sur le MIP UV, mais elle présente un pmbéixtraction qui n’est pas tres sélectif
puisque a I'élution du NIP UV la contribution degaractions non spécifiques est proche de
30 %.
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Figure Ill- 12 : Profils d’extraction de la cocait®, la BZE (b) et 'EME (c) du MIP UV et de son
NIP correspondant dans les conditions décritetestiableau Ill- 3, mais pour une percolation de 1mL
d’une solution constituée d’'un mélange eau/MeCMNGQ/v) dopée avec 5 ng.filde cocaine, BZE

et EME.
Quoi gu’il en soit, cette premiére étude montreilqast possible d’extraire de fagon
relativement sélective la cocaine et 'TEME d’unienl hydro-organique pur, ce qui n’est pas
possible pour la BZE. Ce qui difféerencie la BZE diesix autres molécules étudiées est la
présence d'un groupement acide carboxylique (Figu®). Considérant que les valeurs des
pKa, de la BZE sont 2,25 et 11,2, cette molécule esbldonent chargée (acide carboxylique
déprotoné COOet amine protonée NM dans une grande partie du domaine de pH des
solutions aqueuses. Il sera donc judicieux d’étuldieétention de la BZE en milieu hydro-
organique en fonction du pH et sur des échantillgeds susceptibles de contenir des ions
pour évaluer les risques d'effets de matrice ssriéeractions électrostatiques. Cependant,
avant de continuer I'étude en milieu hydro-orgaeiget sur des échantillons biologiques, il
serait intéressant d’étudier la rétention des ca@paibles en milieu aqueux pur.

111.4.2 Etude de la rétention sur MIP UV en milieu aqueux pur
111.4.2.1 Etude préliminaire

La rétention de la cocaine et de ses deux métabgliincipaux a été étudiée en milieu MeCN
pur et dans un milieu hydro-organique composé datade MeCN 50/50 v/v. L'excellente
sélectivité observée en milieu MeCN pur, ainsi ge's€lectivité moyenne observée pour la
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cocaine et 'TEME en milieu hydro-organique, laiggeenser qu’il est possible d’obtenir une
procédure d’extraction sélective en milieu aquddanc la rétention en milieu aqueux a été
étudiée. Dans un premier temps, les conditiongropéies en milieu MeCN ont été testées
(Tableau IlI- 3) mais avec une solution de peréotatontenant 50 ng.mt.de cocaine, BZE
et EME dans de 'eau. Les résultats ainsi obteouos grésentés sur la Figure 1ll- 13. Pour la
cocaine et 'EME, le MIP UV présente une forte métetn mais qui n’est pas sélective puisque
le NIP UV retient également fortement ces deux wwks. Il est donc nécessaire de
développer des lavages plus éluants qui permettéhter les composés du NIP UV sans les
éluer du MIP UV. En ce qui concerne la BZE, lamétan est plus importante sur le MIP UV
gue sur le NIP UV, mais le lavage semble trop élyamsque 60 % de la BZE est élué du
MIP UV a cette étape. La rétention de la BZE est tte méme plus importante que dans le
milieu hydro-organique (Figure lll- 12), probablemegrace a un renforcement des
interactions hydrophobes par la présence d’'un milig0 % aqueux.
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Figure IlI- 13 : Profils d’extraction de la cocaif®, la BZE (b) et 'TEME (c) du MIP UV et de son
NIP correspondant dans les conditions décritetestiableau 1lI- 3, mais avec une percolation de
1 mL d’une solution aqueuse dopée avec 50 ng.de_cocaine, BZE et EME.

[11.4.2.2 Amélioration des conditions d’extractioen milieu aqueux

Différentes conditions de lavage moins éluant daé@tappliqguées pour améliorer la rétention

de la BZE sur le support imprimé. Parmi les solsat lavage testés, les moins éluants
étaient constitués d’'un mélange eau/MeCN 95/5 (Wvprotocole utilisé ainsi que le résultat

obtenu sont présentés sur la Figure IlI- 14.
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Figure lll- 14 : Profils d’extraction de la BZE &P UV et de son NIP d’'un milieu aqueux dans les
conditions décrites sur la figure.

La BZE est toujours assez bien retenue a la per@olaur le MIP UV, mais méme avec un
faible volume d’une solution de lavage trés pewaste, la BZE est éluée du MIP UV a 40 %
pour seulement 0,5 mL de solution de lavage. Désusissais ont été réalisés pour essayer de
retenir la BZE lors du lavage, notamment en chamgkapH de la solution percolée. La
solution de percolation a été acidifiee a pH =ifisiala fonction acide de la BZE doit étre
majoritairement protonée renforgant ses interastlgrdrophobes avec la chaine polymérique.
Effectivement, une meilleure rétention a été ob&era la percolation avec une perte de
seulement 11 % de BZE du MIP UV. Par la suite,avafjle avec du MeCN a été utilisé avec
ou sans séchage intermédiaire de la cartouchel’dajectif de modifier les interactions de la
BZE dans ce milieu et de s’approcher du profil cifleobservé en milieu organique pur
(Figure 1lI- 9), I'élimination de I'eau par le sémffe permettant de régénérer a priori des
extractions polaires dans le MeCN comme précédemranms les deux cas, la totalité de la
BZE a été éluée de la cartouche lors du lavagaldtiment, il semblerait que, comme dans le
cas de I'étude en milieu hydro-organique, il n’pas possible de retenir la BZE en milieu
agueux. En effet, encore une fois la polarité etdture zwitterionique de la BZE doit étre a
I'origine de ce manque de rétention car la fonctoide de la BZE doit générer d’'importantes
répulsions de celle-ci avec les cavités spéecifiqesIP UV.

Concernant la cocaine et 'EME, elles sont bieemeés en milieu agueux. Cependant, elles
sont aussi trés retenues sur le NIP UV (Figure18). Ainsi, des lavages plus éluants que
ceux présentés dans le protocole optimisé en milieGN pur (Figure llI- 9) ont été évalués
pour améliorer la sélectivité de la procédure. I&urigure IlI- 15 sont présentés les profils
optimisés pour la cocaine et 'lEME dans I'eau, iagu® le protocole d’extraction utilisé. Une
importante quantité de MeOH dans la fraction dead@va été nécessaire pour rompre les
interactions non-spécifiques observées sur le NIP Bn effet, le milieu aqueux a
apparemment favorisé la rétention pour ces deuécntds y compris celles ne provenant pas
des cavités spécifiques du MIP. Le protocole fanalonc conduit a une bonne rétention, une
bonne répétabilité et une bonne sélectivité powolzaine et 'TEME avec des rendements a
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I'élution de 95+ 5 % pour la cocaine et 838 % pour I'EME sur le MIP UV, et seulement
10+ 8 % pour la cocaine et #410 % pour 'EME (n = 3) pour le NIP UV.
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Percolation 1 mLCOC/EME 50 ng.mL-"en eau

Lavage 1 1 mLMeCN/ MeOH 50/50 (w/v)
Lavage 2 1 mLMeCN/ MeOH 25/75 (v/v)
Elution 1 mLMeOH/ CH,COOH 95/5 (viv)

Figure Ill- 15 : Profils d’extraction de la cocaif&® et 'TEME (b) avec le MIP UV et le NIP
correspondant d’un milieu aqueux (n=3).
Les solvants utilisés peuvent laisser penser quadeanisme sélectif engendré entre les
molécules et le MIP UV résulte de I'établissemetintdractions de nature hydrophobe
puisque l'on observe une forte rétention dans I'eduque l'on élue avec un milieu
hydrophobe. Cependant, compte tenu de la grandarifgolde I'EME, la contribution
d’interactions électrostatiques avec le MIP UV t'pas a négliger. Or, ces extractions
peuvent étre sujettes a des phénomeénes de compéldins des milieux réels tels que le
milieu urinaire. Il est alors important de le vt Néanmoins, avant d’étudier des protocoles
d’extraction en milieux biologiques, d’autres syghs de MIP ont été réalisées dans

différentes conditions pour essayer de trouveruppsrt qui puisse aussi retenir la BZE en
milieu aqueux.

111.4.3 Evaluation de différentes conditions de sythése pour la synthése de
MIP

[11.4.3.1 Utilisation de divinylbenzene comme agemdticulant
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[11.4.3.1.1 Conditions de synthése

L’effet du DVB sur la rétention de la BZE en miliagqueux a été évalué. En effet, le MIP UV
préparé avec de 'EGDMA avait montré une faibleemébn de la BZE en milieu aqueux.
Considérant que cette molécule a un noyau arongtigjuétait intéressant d’étudier ses
interactions avec un support ayant lui-méme desawmoyaromatiques pour favoriser sa
rétention par des interactiomsr. De plus, la rétention en milieu aqueux devragsaétre
favorisée par l'augmentation des propriétés hydobps du polymere, le risque étant
toutefois d’aboutir & des interactions non-spéu#ig assez importantes. Un nouveau MIP a
donc été synthétisé dans les mémes conditionsmiéesesur le Tableau lll- 2 mais avec du
DVB a la place de TEGDMA comme agent réticulangésINIP et MIP ainsi préparés ont par
la suite été broyés et tamisés et les fines péeticont été éliminées par sédimentation. Lors
de ces étapes de préparation du MIP, il a été vbspre celui-ci était extrémement fragile, et
apres |'étape de sédimentation il n'est pas resténdtériel utilisable avec une taille de
particule acceptable. Dans le cas du NIP, il gpéssible de récupérer des particules de bonne
taille. Il semblerait donc que la structure du Mipthétisé avec du DVB soit assez différente
de celle du NIP, probablement a cause de la foomadiun nombre important de cavités
contenant la cocaine. Il a donc été nécessairdistutun mélange de 70 % de DVB et 30 %
d’EGDMA comme agents réticulants. Dans ces conuitiales particules de NIP DVB et de
MIP DVB avec une taille de particule acceptablet ét& obtenues. Le mode d'initiation
utilisé est une initiation thermique a 60°C pendahheures.

[11.4.3.1.2 Protocole d’extraction en milieu acéitite

Une série de lavages a été appliquée aux cartouthee MIP DVB dans des conditions
assez semblables que celles utilisées pour les $§iRhétisés antérieurement avec de
TEGDMA. Cette fois-ci, le relargage de la cocamesté moins bien contrdlé, puisque des
signaux de cocaine dans des profils blancs étalm#rvés méme apres ces lavages. Il a donc
été nécessaire de laver les cartouches avec uansqlius hydrophobe, I'isopropanol. Par la
suite le relargage a enfin été réduit.

Considérant les résultats obtenus pour les MIPhgyisés avec 'TEGDMA, la solution utilisée
pour I'élution de la cocaine et de la BZE n’a peisréodifiée et elle a été fixée a 1 mL d’'une
solution de MeOH avec 5% d’acide acétique. En ue apncerne les lavages, ils ont
initialement été testés pour la BZE car pour cesnmrs protocoles, le probleme de relargage
n’était pas encore résolu et que ce MIP DVB av#t grincipalement synthétisé pour la
rétention de la BZE. Donc une premiére procéduegtchction a été réalisée en percolant une
solution de MeCN dopé avec 0,1 pgmbe BZE, puis deux lavages ont été réalisés, le
premier avec 1 mL de MeCN, et le deuxieme avec ldubh mélange MeCN/MeOH 95/5
viv, et finalement I'élution a été effectuée avemll de MeOH contenant 5% d’acide
aceétique. Le profil ainsi obtenu est présenté gareilll- 16.
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Figure Ill- 16 : Premier profil d’extraction de BZE sur le MIP DVB et son NIP en milieu MeCN.
Fractions de 1 mL.
Il apparait que la rétention de la BZE sur le NNPBDest assez faible puisqu’environ 80 % de
cette molécule est élué entre la percolation giréamier lavage. Finalement le deuxieme
lavage avec 5% de MeOH est suffisant pour rompseiteractions de la BZE avec le
NIP DVB. Cependant, en ce qui concerne le MIP D\éBrétention de la BZE est un peu
meilleure a la percolation, mais suite au prermagage, plus de 40 % de la BZE est éluée du
MIP DVB. Le deuxieme lavage est trop éluant pouBZ& sur le MIP DVB car presque 60 %
de celle-ci est éluée seulement pour ce lavage Vué de ces résultats, il a été jugé inutile

d’ajouter un lavage supplémentaire au premier lexaagec du MeCN, puisque la rétention de
la BZE est assez faible sur le MIP DVB.

Une deuxiéme procédure d’extraction a alors étéduéeamais cette fois-ci la cocaine a été
inclue dans I'étude car le probleme de relargagi gbus contrble. Pour ce deuxieme profil,
une percolation de 1 mL d’une solution de MeCN a@gdcug.mL* de cocaine et de BZE a
été effectuée, suivie d’'un lavage avec 1 mL de Me€bhe élution avec 1 mL d’une solution
de MeOH avec 5 % d’acide acétique. Les résultatsnois sont présentés en Figure llI- 17.
Les profils obtenus dans ces conditions montreet faible rétention sur le MIP DVB de la
cocaine et surtout de la BZE. Néanmoins, la pragédhontre une certaine sélectivité pour la
cocaine car les rendements a I'élution sont de 436 sur le MIP DVB et 13 1 % sur le
NIP DVB. En ce qui concerne la BZE, les deux sufgpsemblent avoir plus ou moins le
méme comportement vis-a-vis de la rétention dedg,Be protocole n’est donc pas sélectif.
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Figure lll- 17 : Profil d’extraction optimisé en leiu MeCN de la cocaine et la BZE sur le MIP DVB
et son NIP. Fractions de 1 mL.

Avec les résultats obtenus, le MIP DVB ne sembkegiee adapté pour I'extraction de la BZE
en milieu aqueux. En effet, le MeCN a été utilisipla synthese de ce support, donc les
interactions entre le MIP DVB et |la cocaine (oBEE) devraient étre les plus fortes dans ce
méme milieu [127]. Or, les résultats montrent glies gle 30 % des quantités percolées de
cocaine et de BZE sont €luées dés la percolatiapy’au lavage, qui est fait encore une fois
avec du MeCN, il y a encore plus de 20 % des mddéceluées du MIP DVB. Par

conséquent, I'étude en milieu aqueux ne préseataitin intéré et d’autres conditions de
synthése ont été évaluées.

[11.4.3.2 Utilisation de triméthylolpropane trimétacrylate

[11.4.3.2.1 Conditions de synthése

Une deuxieme synthese a été faite mais avec du T®RHme agent réticulant (MIP TRIM).
En effet, le TRIM possede trois fonctions polymaiies qui normalement modifient la
structure du polymére pour favoriser la formatian @hvités, donnant ainsi une meilleure
porosité. Le TRIM avait déja été utilisé pour lathese d’'un MIP d’anilide de BZE dans du
toluene [131]. Cette étude avait en plus permistdioir des résultats satisfaisants pour
I'extraction de la BZE d’un milieu aqueux pur puiggles rendements d’extraction obtenus
étaient de 77 % pour le MIP et de 23 % pour le NRBur notre étude, le toluéne a éte
remplacé par du dichlorométhane qui a une polatiié proche de celle du MeCN, mais la
proportion en volume de solvant porogene a étéergés. De plus la molécule empreinte
utilisée est la cocaine au lieu de l'anilide dezmsthecgonine. Pour le reste des conditions de
synthese, ce sont celles de I'étude antérieure] [j8I ont été utilisées. L’ensemble des
conditions de synthese de ce nouveau MIP est ggédans le Tableau llI- 5.
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Paramétre Choix
Molécule empreinte (ME) Cocaine
Monomére fonctionnel (MF) MAA
Agent réticulant (AR) TRIM
ME/MF/AR (mol/mol/mol) 114120
Solvant porogéne (P) Dichlorométhane
P/ME (mL/mmol) 10,9
Type d'initiation Photochimique 24h & 3°C puis thermique 24h a 60°C

Tableau IllI- 5 : Conditions de synthése pour lalsgse d’'un MIP avec du TRIM comme agent
réticulant.

111.4.3.2.2 Profil d’extraction en milieu organique

Cette nouvelle synthese a pour objectif d’appouteg meilleure rétention de la cocaine, et
surtout de la BZE sur le MIP TRIM, ainsi qu’une fteire sélectivité, de facon a appliquer le
MIP TRIM a l'extraction de ces molécules en miliegueux. Néanmoins, avant de tester le
milieu aqueux, il est pertinent d’évaluer la séiett du MIP TRIM dans du MeCN pour
pouvoir le comparer au MIP synthétisé avec de 'BFDMIP UV). De ce fait, la procédure
d’extraction appliquée au MIP TRIM a été la méme ¢tp procédure optimisée du MIP UV
(Tableau llI- 3). Les résultats de cette étude poégentés en Figure IlI- 18.

100 100
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COCRZE 0 it MeCN. M;Oh 91525 WOHCHICOOH 855 COUBZED gt VeCN MECNMSOH 7,525 MIOHCHICO0H 955

Taux de récupération (%)
g
Taux de récupération (%)

Figure Ill- 18 : Profils d’extraction de la cocaietela BZE en milieu MeCN sur les MIP TRIM et
NIP TRIM. Fractions de 1 mL.

Le profil d’extraction obtenu pour la cocaine n'@sts sélectif puisque la rétention sur le
NIP TRIM est trés proche de celle obtenue pour IB VRIM et la rétention de la cocaine sur
le MIP TRIM est trés faible : 40 % de la cocaine édaée entre la percolation et le premier
lavage. En ce qui concerne la BZE, sa rétentiomeshHP TRIM est plus forte que celle de la
cocaine. En plus, le protocole d’extraction estaél puisqu’a I'élution les rendements pour
la BZE sont de 73 % pour le MIP TRIM et seuleme&td2 pour le NIP TRIM. Dans les
conditions testées, le MIP TRIM est moins sélamtié le MIP UV pour la BZE. Le protocole
n'a pas été optimisé ultérieurement. En effet,daxieme lavage avec 2,5 % de MeOH dans
du MeCN n’élimine pas la totalité des interactiov-spécifiques mais il est suffisamment
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éluant pour rompre une partie des interactionsad®@ZE avec le MIP TRIM, ce qui indique

gue la procédure d’extraction a peu de chancesediéeilleure que ce qui est observé en
Figure IlI- 18.

Malgré une bonne sélectivité du MIP TRIM pour laB&n milieu MeCN, la sélectivité pour
la cocaine reste assez faible puisque les deuxossppe NIP et le MIP, conduisent a une
rétention semblable de la cocaine. Ainsi, l'intédattiliser le TRIM pour la rétention
sélective de la BZE dans du MeCN démontré dansétumge antérieure [131] et confirmé
avec les résultats obtenus dans ce travail, n’'lest yalable pour la cocaine pour qui la
sélectivité est quasiment inexistante. Ce supmret séanmoins étudié pour un milieu hydro-
organique et pour un milieu agueux, notamment gourrsi la BZE y est retenue.

[11.4.3.2.3 Profil d’extraction en milieu hydro-oagique

Comme dans le cas du milieu MeCN, le protocolenoigé pour le MIP UV, détaillé dans le
Tableau llI- 3, a été appliqué au MIP TRIM mais@uee solution de percolation de 1 mL de
cocaine et BZE & 0,5 pg.nmldans un mélange eau/MeCN 50/50 v/v. Les profésifaction
correspondant a cette étude sont présentés ereHlgut9.
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Figure Ill- 19 : Profils d’extraction de la cocaieela BZE en milieu hydro-organique sur les
MIP TRIM et NIP TRIM. Fractions de 1 mL.

Les résultats montrent une tres forte rétentioladm®caine dans ce milieu, comme il avait été
observé pour le MIP UV lors de la réalisation dd#ecenéme étude (Figure IlI- 12). Mais un
inconvénient majeur que présente cette synthésqueste NIP TRIM retient lui aussi tres
fortement la cocaine et donc la procédure d’extraat’est pas sélective, comme il avait déja
été observé en milieu MeCN. En ce qui concerne Z& Belle n’est retenue ni par le
NIP TRIM ni par le MIP TRIM, comme c’était le casyr le MIP UV (Figure llI- 12). Le
MIP TRIM n’a donc pas plus d’intérét pour la réfentde la BZE que le MIP UV dans un
milieu hydro-organique. Il est cependant intéressbétudier son comportement en milieu
agueux pour pouvoir comparer la rétention de la B¥&c celle observée sur le MIP UV.
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[11.4.3.2.4 Profil d’extraction en milieu aqueux

La méme procédure que celle utilisée en milieu Maf€ENn milieu hydro-organique a été
effectuée mais avec une percolation de 1 mL d'whetien d’eau dopée avec 0,5 pg thie
cocaine et de BZE. Les profils d’extraction airsiemus sont présentés en Figure llI- 20.
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Figure Ill- 20 : Profils d’extraction de la cocaietla BZE en milieu aqueux pur sur les MIP TRIM et
NIP TRIM. Fractions de 1 mL.
Le résultat obtenu pour la cocaine est le mémenguideu hydro-organique, donc avec une
trées forte rétention par le MIP TRIM, mais aussr pa NIP TRIM, conduisant & une
procédure d’extraction non sélective. Dans le casvilP UV, le méme type de résultats
avaient été obtenus pour la cocaine en milieu ag{€egure IlI- 13), mais il avait quand
méme été possible de développer un protocole gédacts ce milieu par la suite (Figure IlI-
15). Cependant, en ce qui concerne le MIP TRIM, mtentenu des observations réalisées en
milieu MeCN pur, il est peu probable qu’'une proaédsglective soit obtenue pour la cocaine.
Dans le cas de la BZE, sa rétention sur le MIP TRiMst pas tres forte car entre la
percolation et le premier lavage, environ 60 % ditecmolécule est élué du MIP TRIM. I
semblerait que la rétention soit toutefois plus ontgnte que pour le MIP UV pour lequel
80 % de la BZE avait été élué entre la percolagbre premier lavage dans les mémes
conditions d’extraction (Figure IllI- 13). La rétem obtenue sur le MIP TRIM reste tout de
méme assez faible, et considérant que I'extractiest pas sélective pour la cocaine, I'étude
de ce support n'a pas été poursuivie.

111.4.3.3 Evaluation de I'utilisation d’un nouveaumonomeére basique

[11.4.3.3.1 Conditions de synthése

L'utilisation d’'un monomeére fonctionnel basique, plus du MAA a été envisagée, pour
tenter d’exploiter les interactions avec le groupetracide de la BZE. En effet la BZE est une
molécule qui présente une fonction acide carbougligt une fonction amine dont les pKa
sont respectivement de 2,25 et 11,2 (Tableau 11L4)BZE, en contact avec un support
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synthétisé avec du MAA comme monomere fonctionpeljt développer des interactions
assez fortes avec les résidus acides de la chalymdrique, et cette interaction se fait grace
a sa fonction amine. Cependant, en milieu aguéwsemblerait que la fonction acide de la
BZE crée une répulsion envers la chaine polymérguess probablement contre les résidus
acides de celle-ci. Pour essayer d’exploiter lacfion acide de la BZE, tout en conservant
linteraction de la fonction amine avec le MAA, ftilisation d’'un deuxieme monomeére
fonctionnel a été envisagée. Le choix pour ce dmng monomere s’est porté vers la 2-
vinylpyridine (2-VP), car cette molécule contiemteufonction amine qui peut interagir avec
le groupement acide de la BZE. De plus, son noyamatique peut favoriser I'établissement
d’interactions de type-n avec le cycle aromatique de la BZE et de la ce&cdias conditions
de synthese de ce dernier MIP 2-VP sont exactefeagmhémes que celles reportées dans le
Tableau llI- 2 mais avec un mélange de 50 % de MAAO % de 2-VP comme monomeres

fonctionnels. Le mode d'initiation utilisé est uinéiation photochimique pendant 24 heures a
15°C.

111.4.3.3.2 Profil d’extraction en milieu organique

Comme dans le cas du MIP TRIM, une premiéere étudgliiP 2-VP a été effectuée en milieu
MeCN de facon a pouvoir confirmer sa sélectivité. frocédure d’extraction appliquée a
cette occasion était la méme que la procédure g#endu MIP UV (Tableau llI- 3). Les
résultats obtenus pour cette procédure d’extrasthon présentés en Figure IlI- 21.
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Figure lll- 21 : Profils d’extraction de la cocaietla BZE en milieu MeCN sur les MIP 2-VP et
NIP 2-VP. Fractions de 1 mL.

Les profils obtenus montrent que pour les deux oudds le NIP 2-VP et le MIP 2-VP
présentent une grande différence de rétention. L2 2WWP retient effectivement la cocaine
et la BZE plus fortement que le NIP 2-VP. Les powés d’extraction ainsi obtenues sont
donc sélectives pour les deux molécules puisqusgie I'on rassemble des deux derniéres
fractions, les rendements obtenus pour le NIP Zdit de 0% pour la cocaine et seulement
de 9% pour la BZE, tandis qu'ils dépassent le9698ur le MIP 2-VP pour les deux
molécules. Malgré cette importante sélectivitéél@ntion des deux molécules sur le MIP 2-
VP est bien inférieure a celle obtenue avec le MNPpour lequel les deux molécules étaient
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retenues a plus de 80 % apres le passage de tosale MeCN contenant 5 % de MeOH.
Les résultats obtenus en milieu MeCN suggerentcguigllP 2-VP ne sera probablement pas
capable de mieux retenir la BZE en milieu aqueux lguMIP UV. Pour la suite de I'étude de

ce support, il était intéressant d’étudier lesratdons en milieu hydro-organique avant le
milieu aqueux pur.

111.4.3.3.3 Profil d’extraction en milieu hydro-oagique

Comme précédemment, le protocole optimisé pourlle W, détaillé dans le Tableau llI- 3,
a été appliqué au MIP 2-VP mais avec une solut@peatcolation de 1 mL de cocaine et BZE
a 0,5 pg.ml* dans un mélange eau/MeCN 50/50 v/v. Les profiésiaction correspondant a
cette étude sont présentés en Figure llI- 22.
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Figure lll- 22 : Profils d’extraction de la cocaietla BZE en milieu hydro-organique sur les MIP 2-
VP et NIP 2-VP. Fractions de 1 mL.
Comme pour les autres supports étudiés jusqu’'@ptde MIP 2-VP ne retient pas la BZE en
milieu hydro-organique. En ce qui concerne la rid@nde la cocaine sur le MIP 2-VP, elle
est, comme attendu, plus faible que celle du MIPdavmilieu hydro-organique. Il semblerait
gue le MIP 2-VP génere des liaisons hydrogéne faides que le MIP UV, et donc que
I'ajout de 2-VP ne favorise pas vraiment la réemtile la BZE. Pour compléter I'étude de la

rétention des molécules ciblées sur le MIP 2-VP profil d’extraction a tout de méme étée
effectué en milieu aqueux.

[11.4.3.3.4 Profil d’extraction en milieu aqueux

La méme procédure que celle utilisée en milieu Mef€ENn milieu hydro-organique a été
effectuée mais avec une percolation de 1 mL d'whetisn d’eau dopée avec 0,5 pg.ide
cocaine et de BZE. Les profils d’extraction ainstemus sont présentés en Figure IlI- 23.
Pour la cocaine, le profil d’extraction en miliequaux est sélectif avec toujours une plus
faible rétention que sur le MIP UV. En ce qui cameela BZE, le profil d’extraction est tres
semblable a celui obtenu pour le MIP UV dans lesneg conditions (Figure IlI- 13). Or, il
avait été observé qu'avec le MIP UV il n'était passsible de retenir la BZE en milieu
agueux, et sachant que les interactions du MIP 2avé&t les molécules ciblées sont plus
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faibles que celles du MIP UV, le MIP 2-VP ne penreepas de surmonter le probléme de
rétention de la BZE en milieu aqueux.
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Figure lll- 23 : Profils d’extraction de la cocaietla BZE en milieu aqueux pur sur les MIP 2-VP et
son NIP. Fractions de 1 mL.

[11.4.4 Conclusions

Le MIP UV synthétisé avec du MAA, de 'EGDMA et dMeCN par une initiation
photochimique a 15°C, a montré une tres grandetsété pour la cocaine en milieu hydro-
organique et en milieu aqueux pur suite a quel@jestements du protocole d’extraction.
L'extraction de 'EME a aussi présenté une impddasgélectivité en milieu aqueux, et en
milieu hydro-organiqgue méme si sa rétention était le méme assez faible dans ce dernier.
Malgré la forte rétention de la BZE sur le MIP U¥ milieu MeCN, lors du passage a un
milieu aqueux ou hydro-organique, le MIP UV neestiplus la BZE indépendamment du
solvant utilisé par la suite pour les lavages. Ceniing’agit du métabolite le plus recherché
dans les matrices biologiques aqueuses lors dalyse de la cocaine, diverses synthéses ont
ete effectuées en changeant d’agent réticulaneauahomeére fonctionnel, mais dans tous les
cas, la rétention de la BZE était moins importaque sur le MIP UV en milieu MeCN, et
donc l'utilisation de ces supports en milieu aquevaurait pas permis de retenir cette
molécule.

Considérant I'importante sélectivité du MIP UV pdarcocaine dans tous les milieux purs
testés, il était intéressant pour la suite d'apiqces protocoles d’extraction a des
eéchantillons biologiques, et ainsi étudier 'appddne purification sur MIP avant I'analyse

chromatographique des molécules ciblées. Pourila da I'étude, ce MIP UV sera nommé

tout simplement MIP.

111.5 Applications du MIP dans des milieux réels
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[11.5.1 Application a I'extraction sélective de coaine et de BZE d’extraits
de cheveux

Compte tenu des bons résultats obtenus pour ledviermes de rétention et de sélectivité
pour la cocaine et la BZE en milieu MeCN, le protecd’extraction a été appliqué tout
d'abord a des extraits de cheveux dopés avec dedaine et de la BZE. L'EME étant un
métabolite assez polaire, elle n’est quasimenimagrée dans les cheveux, donc elle n'a pas
éte étudiée pour cette application. La méme praeédigxtraction de la matrice cheveux que
celle décrite dans le chapitre Il (Figure II- 14¢@ utilisée. Dans un premier temps, des
concentrations de 4 ng de cocaine et de BZE pdigraihme de cheveux ont été utilisées
pour tester la sélectivité du protocole d’extractgur le MIP dans ce milieu. Le protocole
d’extraction est celui présenté sur le Tableau3lirais avec, pour solution de percolation, un
extrait dans du MeCN de cheveux contenant 0,1 pg.de_cocaine et de BZE (équivalent &
4 ng.mg" de cheveux). Les résultats obtenus sont préssatda Figure l1I- 24.
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Figure llI- 24 : Profils d’extraction de la cocaieela BZE avec le MIP et son NIP apres percolation
de 1 mL d’extrait de cheveux en MeCN dopé a 4 ng.decheveux de cocaine et de BZE (n = 3).
Les conditions d’extraction sont celles du (TabldkB).

La Figure IlI- 24 montre que la cocaine et de |&Bont fortement retenues sur le MIP pour
ces échantillons dopés d’extraits d’une matricdogigue. Les rendements obtenus pour la
cocaine et la BZE sur le MIP sont respectivemenB®@e 8 % et de 83 7 %. En ce qui
concerne le NIP, les rendements de la cocaine BZEaa I'élution sont respectivement de
0 % et de 2 3 %, ce qui démontre que le protocole d’extracéentoujours tres sélectif. Les
profils d’extraction dans ce type d’échantillon sessez semblables a ceux obtenus en milieu
MeCN pur (Figure llI- 9), néanmoins, on observe ulif&rence pour le NIP pendant les
étapes de percolation et de lavage. En effet,daine et la BZE sont bien retenues sur le NIP
a la percolation pour le profil en milieu organigper, mais dans le cas de l'extrait de
cheveux, une moindre rétention a la percolation acdservée. Ces résultats pourraient
s’expliquer par la présence de protéines et awiesposés provenant des cheveux qui se
retrouvent dans I'extrait et qui peuvent interagiec le NIP limitant ainsi la rétention par des
interactions non spécifiques des composés cibléekdIP a la percolation. Les interactions
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spécifiques au sein du MIP de la cocaine et la Beiablent suffisamment fortes pour contrer
cet effet de la matrice extraite des cheveux olés@our le NIP. Les chromatogrammes
correspondant a I'analyse par LC-UV d’'un extradrd de cheveux ainsi que d’'un extrait de
cheveux dopé avec de la cocaine et la BZE & 4 Agawant et aprés I'extraction sur le MIP
sont présentés sur la Figure IlI- 25.
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Figure llI- 25 : Chromatogrammes LC-UV d’extraits cheveux dans du MeCN dopés (ligne noire
unie) et non-dopé (ligne noire pointillée) avedaleocaine et de la BZE a 4 ng'm@), et d’un
extrait MeCN de cheveux dopé a 4 ng’naprés une étape de SPE sur le MIP (b).

Méme si la LC-UV n’est pas particulierement adagté@nalyse de traces dans des milieux
biologiques, son manque de sélectivité permet dé&gier en revanche la sélectivité apportée
par le MIP. En effet, on observe que sans le nagfeyapporté par le MIP (Figure llI- 25 (a)),
le pic de BZE subit une co-élution d’'un composeérifdrent pouvant nuire a sa quantification.
Sur la Figure IlI- 25 (b), on observe que I'utilissam du MIP permet de purifier I'échantillon
car le composé interférent n’est plus présentesghtomatogramme. L’analyse de la cocaine
et la BZE dans les cheveux a également été réglsgedes échantillon dopés au seuil de
positivité utilisé par la « Society of Hair Testinget qui correspond a 0,5 ng de chaque
analyte par milligramme de cheveux (Tableau I-L&s chromatogrammes obtenus en LC-
MS en mode MRM sont présentés en Figure lll- 26.LICkMS qui est préconisée pour
'analyse de traces dans des matrices biologigaesgsensibilité et aussi par son importante
sélectivité conduit a I'obtention de chromatograrartrés propres avant et apres le nettoyage
de I'échantillon dopé par le MIP.
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(a) MRM COC : (b) MRM BZE

Counts vs, Acqguisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure IllI- 26 : Chromatogrammes LC-MS des transgi MRM de la cocaine (a) et de la BZE (b)
d’un extrait MeCN de cheveux dopé avec 0,5 nd.ag cocaine et de BZE avant (ligne noire) et aprés
(ligne grise) purification par le MIP.

Les résultats observés en LC-UV ont donc démoetpotentiel du MIP pour le nettoyage de
composes interférents d’une matrice biologique wnde la quantification de traces de petites
molécules. Sans I'étape de purification avec le Mife étape de séparation plus rapide n’est
pas envisageable en LC-UV, car la co-élution de pmsaés interférents avec les analytes
cibles générerait un probleme de quantificatioraillZurs, ces co-élutions risquent de causer
des problémes en LC-MS a I'étape d’ionisation easignal pourrait se trouver supprimé ou
exalté.

Les performances de la méthode de traitement dehdidillon suivie de l'analyse
chromatographique par LC-MS pour des échantilloasceveux ont été déterminées en
termes des limites de détection et de quantificatie la méthode. L'estimation des LDD et
LDQ a été basée sur les résultats obtenus sur namekogramme LC-MS correspondant a
I'analyse d’'un extrait de cheveux dopé & 0,5 ngiragec de la cocaine et de la BZE aprés
une extraction par le MIP puis une dilution de 1d20la fraction d’élution. Ainsi, les LDD et
LDQ des solutions injectées ont été obtenues esidé@mnt des rapports signal sur bruit de 3
et de 10 respectivement. Considérant les rappeartdildtion et d’extraction de la matrice
cheveux, au final, les LDD obtenues sont de 10 gd.et 20 pg.mg de cheveux pour la
cocaine et la BZE respectivement, et les LDQ sant46 pg.mg pour la cocaine et
70 pg.m@* pour la BZE. Ces LDQ sont presque 10 fois plubléai que le seuil décisionnel
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de confirmation, et elles sont aussi inférieures mweaux normalement retrouvés dans les
cheveux (Tableau I- 2). Néanmoins, les LDQ pounta&re encore plus basses considérant
gue pour la méthode utilisée les échantillons oidtddués 20 fois avant d’étre injectés pour
obtenir une solution plus proche de la phase maltilisée. Si au lieu de diluer les fractions
d’élution, elles avaient été évaporées puis represeec 200 pL de phase mobile, comme
c’était le cas lors des analyses par LC-UV, les LB#paient certainement beaucoup plus
basses. Des LDQ de I'ordre de 0,7 pg’mpgurraient trés probablement étre atteintes.

[11.5.2 Application du MIP dans le sérum

Le MIP a montré un fort potentiel pour I'analysetdsces de cocaine, BZE et EME dans un
milieu organique tel que le MeCN. Des applicatienanalyse d’extraits de cheveux ont
démontré gu'il était possible de nettoyer cetterimatpour obtenir des chromatogrammes
propres et pour pouvoir guantifier les moléculddes en LC-UV et en LC-MS. Cependant,
les extraits de cheveux restent une matrice biglegassez propre et ne permettent donc pas
d'observer le vrai potentiel des MIP pour le traient d’échantillons complexes.
Contrairement aux cheveux, des échantillons biglogg tels que le sérum sont des matrices
trés complexes pour lesquelles le traitement ddnéiétillon est une étape incontournable pour
'analyse quantitative.

Précédemment, la rétention de la cocaine et sexboiiéés dans un milieu hydro-organique a
ete étudiée (Figure lll- 12). Cette étude a molatnéécessité d’étudier la rétention de la BZE
dans un milieu hydro-organique en fonction du pHI'dehantillon a cause de la nature
zwitterionique de ce métabolite que I'on chercheetenir sur un support contenant des
résidus de MAA ionisables. Pour cette étude, déarédlons de sérum, dont les protéines
majoritaires ont été préalablement précipitées aveMeCN (50 % v/v), ont été dopés avec
de la cocaine et de la BZE a 1 pg:mkt percolés sur le MIP et le NIP (annexe 4).
L'utilisation de sérum au lieu de solution hydraqaniques pures permet effectivement
d’évaluer non-seulement I'effet du pH mais aussiicges autres molécules interférentes se
retrouvant dans la matrice biologique notammentskes. Avant de réaliser I'étude de la
rétention en fonction du pH de percolation, il @ éécessaire d’évaluer 'impact de la matrice
de I'échantillon sur la rétention de la cocaingleia BZE. La rétention de 'EME n’est pas
testée pour cette étude puisque ses propriétés-baglques sont assez proches de celles de la
cocaine, et donc la cocaine pourra servir de né¢ére
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111.5.2.1 Evaluation des effets de la matrice sérusur les profils d’extraction

Une série de protocoles d’extraction a été testémibeu sérum avant de réaliser I'étude du
pH de I'échantillon. Sur le Tableau llI- 6 sont geétés les différents protocoles étudiés et sur
la Figure llI- 27 les profils d’extraction de lac@ine correspondants.

Etape Percolation Lavages Elution Quantité de
MIP UV

Profil 1 1mL COC et BZE 0,5 pg.mL-" en 25mg

sérum/MeCN 50/50 (v /v)
1 mL MeCN 100 %

Profil 2 0,5mL COC et BZE 0,5 pg.mL"' en 2mL MeCN/MeOH 25mg

sérum/MeCN 50/50 (vIv) TmL MeCN{'\i'e)OH 97,5/2,5 97,5/2,5 (vIv)
VIV

Profil 3 0,5mL COC et BZE 1 pg.mL-' en 50 mg

sérum/MeCN 50/50 (v/v)

Tableau lll- 6 : Protocoles d’extraction testésmlieu sérum/MeCN 50/50 (v/v) pour le MIP et son
NIP correspondant.

Profil 1 Profil 2
oo ENIP mMP 100 aNP = MP
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- 80 — 80
s 2
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3 40 @ 40
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2 N p i 1l 0
i [
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Percolaton  Lavage 1 Lavage 2 Elution Percolaton  Lavage 1 Lavage 2 Elution
Profil 3
__100 NP mMIP
&
= 80
8
£ 60 -
3
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@
=
x 20 -
=
0 - i ; —
Percolation  Lavage 1 Lavage 2 Elution

Figure lll- 27 : Profils d’extraction de la cocaid@n échantillon de sérum dopé apres la précipitat
des protéines par du MeCN. Les protocoles corratgpura chaque profil sont détaillés sur le Tableau
- 6.

La Figure lll- 27 ne présente que les profils d’agtion de la cocaine car pour la BZE les
résultats sont assez semblables a ceux obtenusdlien hydro-organique, c'est-a-dire qu’'elle
est éluée du MIP a plus de 70 % lors de la pelicolaPour le profil 1, le méme protocole que
celui utilisé en milieu hydro-organique a été agpdi mais pour une quantité plus faible de
cocaine percolée. Il apparait que 45 % de ce caoingsisélué du MIP lors de la percolation,
indiquant une influence des composés du sérung tsait la rétention de la cocaine. Afin de
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favoriser la rétention, le volume de percolatiogté réduit a 0,5 mL (profil 2) pour que la
quantité d’interférents soit moins importante. Effeement, une meilleure rétention est
obtenue pour la cocaine puisqu’elle est retenudesMiiP lors de la percolation. Cependant,
lors des lavages, environ 50 % de la cocaine eseé&lu MIP, soulignant encore I'impact du
milieu sur la rétention de la cocaine. Finalempotr favoriser la rétention de la cocaine en
augmentant le nombre de sites spécifiques, la f@éatindsorbant a été doublée (profil 3).
Cette fois-ci une bonne sélectivité est obtenue averendement pour le MIP a I'élution de
85 %. Donc, pour la suite de I'étude du pH de patam, ce sont les conditions
correspondant au profil 3 qui ont été utiliséessta-dire basé sur l'utilisation de 50 mg de
MIP.

[11.5.2.2 Influence du pH sur la rétention des angles ciblés sur le MIP

La Figure llI- 28 présente les taux de récupératieria cocaine et la BZE dans la fraction
d’élution (Figure 1ll- 28 (a)) ainsi que les pountages de cocaine et de BZE élués lors de la
percolation (Figure 1ll- 28 (b)) en fonction du pite la solution de percolation pour un pH
compris entre 3 et 11. La préparation des échansilde sérum est décrite en annexe 4.

(@) (b)

5100 § 100
5 801 —cocnp % %07 —cocnp
2 6 | —-cocMP S o -o—COCMIP/\/
i\
= 0 BZENIP % 40 BZENIP <
o BZE MIP -_— BZE MIP L4
£ © % s
"
T (]
s 0 — : E 0 *~—
€ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 a 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
pH de la solution de percolation pH de la solution de percolation

Figure IllI- 28 : Pourcentage de cocaine et de B&&fdactions d’élution (a) et de percolation (b) en
fonction du pH apreés application du protocole d'astion du profil 3 (Tableau IlI- 6).

Pour la cocaine (pKa = 8,6), les rendements sl augmentent entre pH =3 et pH =8,
puis ils diminuent trés rapidement pour des pH(®igure llI- 28 (a)). De la méme facon, la
rétention de la cocaine sur le MIP UV a la peréota{Figure lll- 28 (b)) augmente entre
pH = 3 et pH = 8, puis diminue pour pH > 8. Lerattions spécifiques de la cocaine avec le
MIP semblent étre principalement des interactidaestestatiques entre le groupement amine
protoné de la cocaine et les groupements acidestdéps des résidus de MAA intégrés dans
la chaine polymérique du MIP. Le pkde la cocaine étant égal a 8,6 (Tableau I- 1), son

172




Chapitre Ill : Développement d'un polymeére & emmiess moléculaires pour I'extraction sélective giliaption a des matrices biologigues

groupement amine se trouve sous forme protonée pidur pK, et a des pH proches ou
supérieurs a 8,6, la cocaine se trouve déprotankss énteractions électrostatiques ne sont
plus possibles, d'ou la chute du rendement a pHErBce qui concerne les groupements
acides de la chaine polymérique, une étude a mquede pk du MAA au sein du polymere
est proche de 6,8 [134], donc le pH doit étre depéia 6,8 pour que les groupements acides
soient déprotonés. La baisse du rendement d’eidrade la cocaine sur le MIP UV pour des
pH < 7 est donc bien justifiée puisque les résigcides de monomére du MIP se trouvent
protonés et donc non chargés. Les rendements swlerhent les plus élevés pour un
intervalle de pH entre 7 et 8. Comme le pH du sesigégal a 7,4, il ne sera donc pas
nécessaire d’ajuster le pH des échantillons poextraction sélective de la cocaine.
Cependant, cette étude a principalement été régtieér améliorer la rétention de la BZE,
mais malheureusement le rendement du MIP pour osttécule ne dépasse pas 5 % dans
tout le domaine de pH testé. En effet, dans touintervalle de pH, une importante quantité
de BZE (> 60 %) est perdue des la percolation. Dom&me si des lavages moins éluants
étaient utilisés, il ne serait pas possible de ld@per un protocole d’extraction sélectif pour
la BZE dans ce milieu car elle n'est méme pas teteq la percolation. Ce manque de
rétention de la BZE doit certainement étre lié a pl@sence du groupement acide
carboxylique, dont le pKest égal a 2,25. La BZE a effectivement une chaggmtive dans
tout l'intervalle de pH testé et elle doit alorsrtaenement subir des répulsions avec les
groupements MAA déprotonés de la chaine polymériaee qui empéche sa rétention ;
rétention qui n'est pas plus facilitée en milieudtororganique compte tenu du caractere
polaire de cette molécule.

[11.5.2.3 Performances de la méthode

La répétabilité de la méthode développée précédampuair I'extraction de la cocaine a été
évaluée apres élimination du deuxieme lavage, -@'@lite le lavage avec un meélange
MeCN/MeOH 97,5/2,5 vlv, celui-ci nétant pas vraimhaécessaire au regard des résultats
obtenus pour le profil 3 de la Figure llI- 27. Dopaur évaluer la répétabilité de I'extraction
de la cocaine en milieu sérum, des échantillon8,8enL de sérum apres précipitation des
protéines par I'ajout de 50 % de MeCN, dopés avpg.InL* de cocaine et sans ajustement
de pH, ont été percolés. L'élution a été réaliséa 2 mL d’'une solution de MeOH avec 5 %
d’acide acétique apres le lavage des cartouchas lamé de MeCN pur. Les résultats sont
présentés sur la Figure IlI- 29.
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Figure IlI- 29 : Profils d’extraction de la cocaiser le MIP et le NIP obtenus apres percolation de
0,5 mL d’un échantillon de sérum traité par 50 90eCN, dopé avec 1 pg.rilde cocaine (n = 3).
Lavage : 1 mL de MeCN, élution : 2 mL MeOH/acidétague 95/5 v/v.

Le protocole conduit a une bonne rétention de Eite, une excellente sélectivité et une
bonne répétabilité, avec des rendements det 0% pour le MIP et de 0,61 % pour le NIP
a I'élution (n = 3). Ce méme protocole a été ap@ig des échantillons de sérum dopés au
seuil décisionnel de positivité dans le sang, eedire & 50 ng.mt (Tableau I- 2). Les
chromatogrammes obtenus par LC-UV correspondantspsésentés sur la Figure IlI- 30.

Serum dops

min
3 4 5 & 7

Figure lll- 30 : Chromatogrammes LC-UV d’échantiltode sérum dopés avec 50 ng-hde cocaine
(pic montré par une fleche), avant extraction @igontinue), et apres I'extraction avec le MIPe(8}).
L’intérét de I'utilisation du MIP est bien justifiguisque le chromatogramme correspondant a
I'élution du MIP est plus propre que celui obterwarat I'extraction. Il est donc possible de
faire un dépistage dans le sang avec une détgaiptyV apres I'extraction sélective de la
cocaine du sérum par le MIP aprés une simple étep@récipitation de protéines. La
détection en MS serait toutefois nécessaire pdamdtre des niveaux de quantification plus
faibles, notamment pour I'étape de confirmatiori@seuil de positivité se trouve & 5 ng.L

(Tableau I- 2) avec un moindre risque de pertuobadie I'ionisation de la cocaine grace a la
sélectivité apportée par le MIP.
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[11.5.2.4 Extraction de 'EME du sérum humain sur NP

Considérant que 'EME est aussi un métabolite coanant détecté dans le sang et qu’il n’a

pas de fonction acide, le protocole d’extractionirojsé pour la cocaine a été évalué pour
I'extraction de 'EME (Figure llI- 31).

100 -
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mNIP mMP
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Figure 1lI- 31 : Profils d’extraction de 'EME olitas avec le MIP et le NIP apres percolation de
0,5 mL d’un échantillon de sérum traité par 50 %viCN et dopé 50 ng.mLd’EME.
Lavage : 1 mL MeCN, élution : 2 mL MeOH/acide agat 95/5 v/v.
Dans ces conditions, 'EME n’a pas été retenuelsuKIP a la percolation. Le pKdu
groupement amine de 'EME est de 9,3, elle se ®alonc protonée au pH physiologique et
peut développer, comme la cocaine, des interactéastrostatiques avec les cavités
spécifiqgues du MIP. Par contre, lTEME est plus pelgue la cocaine et de plus petite taille,
ceci peut donc expliquer que son affinité pour dées de reconnaissance soit inférieure.
Néanmoins, en comparant les profils en milieu yahganique (Figure 1ll- 12) et en milieu
sérum (Figure llI- 31), on observe que la rétentstaffaiblit d’avantage en milieu sérum
puisque 'EME est éluée a 80 % dés la percolati@s. ions présents dans la matrice sérum
doivent étre a l'origine de ce manque de rétenpaisqu’ils entrent en compétition avec
'EME pour interagir avec les sites de reconnaissapécifique. Si la cocaine subit moins cet
effet c’est parce qu’elle est moins polaire et dqolle compense a priori les interférences
agissant sur les interactions électrostatiquesiparrétention par effet hydrophobe en milieu
hydro-organique. Ceci implique que la dilution plarl’eau de I'échantillon pour abaisser le
pourcentage en MeCN utilisé pour la précipitatioes dprotéines peut permettre une
amélioration de la rétention de 'EME. D’ailleudans la partie précédente, il a été observé
guen milieu aqueux pur, 'EME peut effectivementreé retenue et méme extraite
sélectivement par le MIP. Cependant, les interast®electives observées en milieu aqueux
pur peuvent, comme observé pour le sérum, étrdtssija des phénomenes de compétition
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dans un milieu plus complexe. Il est donc importdatle vérifier et le milieu biologique
agueux choisi pour cette étude est l'urine.

[11.5.3 Extraction de la cocaine sur MIP d’échantilons urinaires

111.5.3.1 Développement d’'un protocole d’extractiote la cocaine sur MIP d’échantillons
urinaires

Ayant obtenu une bonne sélectivité pour la cocaurde MIP en milieu aqueux (Figure llI-
15), celui-ci a été évalué en milieu urine. Le m&rmocole d’extraction que celui décrit en
Figure Ill- 15 a été appliqué mais avec une sofutie percolation contenant 50 ng.mnte
cocaine dans de l'urine dont le pH a été ajustglavec un tampon phosphate salin (PBS)

compte tenu de I'étude de l'influence du pH menéeédemment. Les résultats obtenus sont
présentés sur la Figure IlI- 32.
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9;’ 8 Etape Description

= mNIP aMIP

® B0 - Percolation | 1 mLCOC 50 ng.mL-'en urne pH=7 4

e

{= &

‘g . lLavage 1 1 mL MeCN/MeOH 5050 (viv)

S lLavage 2 1 mL MeCN/MeQH 25/75 (viv)

=

=3 .

i A Elution 1,26 mL MeOH/CH,COOH 95/5 (v/v)
Percolation  Lavage 1 Lavage 2 Elution

Figure lll- 32 : Profils d’extraction de la cocaiser MIP et NIP apres la percolation d’urine dopée.

La cocaine est retenue par le MIP a la percolatiaais des le premier lavage, 60 % de celle-
ci est perdu. Il semblerait donc que le protocglgnoisé en milieu aqueux ne soit pas l'idéal

pour le milieu urine. L'importante quantité d’iompsésents dans l'urine doit effectivement

occuper les sites d'interaction spécifigue du MIRpéchant la cocaine d'y accéder,

phénomene déja observé en milieu sérum (Figur@Tliprofil 1).

Le protocole d’extraction a donc été modifié afiebdenir une extraction sélective de la
cocaine. L'étape de lavage étant trop éluantederta percolation d’échantillons urinaires,
elle a été modifiee de facon a favoriser la rétentle la cocaine sur le MIP. Un premier essai
de lavage a été realisé avec 100 % de MeCN enfrertlation et I'élution effectuées dans
les mémes conditions que celles décrites sur lar&ijl- 32. Dans ces conditions, la cocaine
a été éluée du MIP a 70 % lors de I'étape de lavdgehant qu’en milieu MeCN pur et méme
en milieu aqueux, un lavage avec du MeCN n’affégbais la rétention de la cocaine, Il
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semblerait que le probleme soit lié a des ionsgmtdsdans I'urine qui interférent avec la
rétention de la cocaine. Un deuxieme essai de dmvagconsisté a effectuer une étape
intermédiaire de lavage du MIP avec de I'eau (ehtnel et 3 mL), entre la percolation et un
deuxieme lavage au MeCN, pour essayer d’éliminsrioes. Malheureusement, ce lavage
intermédiaire a I'eau, méme s'il permet la rétemtite la cocaine sur le NIP et le MIP, n’a pas
permis de retenir par la suite la cocaine lors elux@géme lavage au MeCN. Compte tenu de
résultats obtenus pour le lavage au MeCN, il agtglace par un lavage moins éluant réalisé
avec une solution eau/MeCN 50/50 v/v. Le volumésétipour ce lavage était de 1 mL et il a
été précédé d'un premier lavage avec 2 mL d’'eaueffat, si la premiere étape de lavage
avec de I'eau n’est pas effectuée ou avec un voluopefaible, la rétention de la cocaine lors
du deuxieme lavage avec la solution eau/MeCN 50/8@iminue. Dans ces conditions, la
rétention de la cocaine sur le MIP est plus immetgpuisque seulement 10 % de celle-ci est
élué. Ce protocole permet donc de retenir la cecsim le MIP, mais, en ce qui concerne le
NIP, il retient environ 40 % de la cocaine aprésabe de lavage. Pour rendre plus sélectif le
protocole d’extraction, le volume de lavage avecsddution eau/MeCN 50/50 v/v a été
augmenté a 2 mL. Enfin, dans ces conditions, lactglté du MIP pour la cocaine est

meilleure comme en témoigne la Figure llI- 33 olpietocole optimisé, ainsi que le profil
d’extraction sont présentés.

160
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S Et Descripti
oz, 120 | ape escription
% 100 Percolation | 1 mL COC 50 ng.mL" en urine pH=7 4
D
% 80 Lavage 1 2mL eau
2 60
2 Lavage 2 2 mL eau / MeCN 50/50 (v/v)
=< 40
§ 20 Elution 2 mL MeOH / CH,COQH 95/5 (v/v)
0 !
Percolation  Lavage 1 Lavage2 Elution

Figure lll- 33 : Profils d’extraction optimisés tecocaine sur MIP et NIP apres percolation d’'urine
dopée et protocole d’extraction associé (n=3).

Considérant que les ions présents dans l'urinefarent avec la rétention de la cocaine, un
premier lavage avec de I'eau a permis d’éliminex partie de ces ions. Lors de cette étape, la
cocaine est retenue sur les deux supports, le N MIP. Par la suite, un lavage de 2 mL
avec une solution & 50 % de MeCN dans de I'eaurmiped’éliminer les interactions non-
spécifiques du NIP en éluant tout de méme uneepdei la cocaine du MIP (244 %).
Finalement, dans les conditions décrites sur laurgiglll- 33, la cocaine est extraite
sélectivement de I'échantillon urine avec un reneleide 74 4 % sur le MIP et seulement
3+ 2% de rendement pour le NIP (n=3). Afin d'éwlWapport en sélectivité de cette
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procédure, I'analyse de la cocaine dans des frecti@lution du MIP et du NIP a été réalisée
par LC-UV, en appliquant le protocole d’extractigmésenté en Figure IlI- 33. Les
chromatogrammes ainsi obtenus sont présentés areRig 34.

mAl 1

Urine dopée 50 ng mL* COC
“— p g

"i_!.'.‘_

Figure IlI- 34 : Chromatogrammes LC-UV d’échantiltod’urine dopés avec 50 ng.thtle cocaine,
avant extraction (ligne continue), et aprés I'eaticn sur MIP (tirets). Encadré inférieur : zoomlde
partie encadrée.
Les chromatogrammes de la Figure lll- 34 ont étterls dans les mémes conditions de
concentration pour I'échantillon urinaire avantagres extraction sur le MIP. En ce qui
concerne la fraction d’élution du MIP, elle a ét@agorée complétement (2 mL) et reprise
avec le méme volume de phase mobile (donc 2 mLjaden a avoir des concentrations
comparables a celles des échantillons dopés avanrtraction. Par conséquent, les
chromatogrammes obtenus sont comparables en tetmme®ncentration. Il est clair que
lanalyse de [l'urine par injection directe n’est spgossible par LC-UV car le
chromatogramme présente énormément d’interféréntstérét d'utiliser le MIP est bien
démontré puisque le chromatogramme obtenu a l#ldst trés propre.

[11.5.3.2 Extraction de 'EME sur MIP d’échantillons urinaires
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Considérant que 'EME, comme la cocaine, avaitextaite sélectivement par le MIP en
milieu aqueux pur (Figure llI- 15), ce métaboliteét® évalué en milieu urine. Le méme
protocole d’extraction que celui décrit en Figuie 15 a été appliqué mais avec une solution
de percolation contenant 50 ng.tht’EME dans de I'urine dont le pH a été ajustéfakec
un tampon phosphate salin (PBS). Lors de l'anabmise.C/MS, l'ion correspondant a la
transition de 'EME disparait completement en pnésede la matrice urine. En effet, 'TEME
est certainement co-éluée avec un grand nombreed#nents polaires de I'urine puisque son
temps de rétention est tres court. Il y a donc ffet edle suppression totale de l'ion
correspondant a la transition de 'EME. Malgré rfa@itement de I'échantillon d’urine sur le
MIP, aucun signal n'est détecté pour lEME dansuaacdes fractions de percolation, de
lavage et d’élution. Suite a I'optimisation du modle d’extraction de la cocaine (Figure IlI-
33), cette procédure optimisée a été appliquéeMHE mais, malgré ces nouvelles conditions,
'EME n’est toujours pas observée par LC-MS car signal est complétement supprimé.

L’extraction par le MIP en milieu urine ne permeispd’observer de pics pour 'EME, ce qui
implique que cette molécule est certainement &liédda percolation, en méme temps que des
interférents polaires de la matrice urine qui solibrigine de la suppression du signal. Pour
pouvoir confirmer cette hypothése il est nécessdreontrer les effets de matrice. Pour ce
faire, les échantillons ont été dilués de facoréduire la quantité d’interférents. Dans un
premier temps, différents facteurs de dilution été utilisés pour analyser par LC-MS un
échantillon d’'urine dopé avec 10 ng.thd’EME. Les résultats ont été comparés avec des
solutions aqueuses contenant la méme concentrditME que les échantillons d’'urine a
chaque facteur de dilution utilisé. Sur le Tablédu7 sont présentés les pourcentages de

suppression du signal de 'TEME en fonction du factie dilution de I'échantillon urine.

Dilution de l'urine avec de I'eau Suppression du signal
Pas de dilution -98 %
112 -96 %
1/10 -81%
1/20 -711%
1/50 -46 %

Tableau lll- 7 : Suppression du signal obtenu paransition de 'lEME en fonction du facteur de
dilution (avec de I'eau) d’un échantillon urine éagvec 10 ng.mLd’EME.

Les résultats obtenus confirment qu’il s’agit bafan effet de matrice qui est observé pour
'EME, puisgu’en diluant l'urine, la perte de sidgrest moins importante. La suppression est
considérable puisqu’il faut diluer jusqu’a 50 fdisrine pour avoir, en milieu urine diluée,
plus de 50 % du signal en milieu agueux. Compte @ cela, un protocole d’extraction
proche du protocole optimisé pour la cocaine (Eglir 33) a été utilisé mais en diluant
toutes les fractions 50 fois avec de I'eau. Le quole ainsi que les résultats obtenus sont
présentés sur la Figure Ill- 35.
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E ENP mMP Etape Description
B 60 - Percolation | _1mL EME 100 ng.mL-" en urine pH=7 4
%’ Lavage 1 1mLeau
E L avage 2 1mlL eau /MeCN 50/50 (v/v)
2 Lavage 3 1mL MeCN
=
= Elution 2mL MeOH/ CH,CO0H 95/8 (ufv)
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Figure llI- 35 : Profils d’extraction de 'EME sMIP et NIP aprés percolation d’urine dopée. Les
fractions obtenues avec le protocole présentéette figure sont diluées 50 fois avant leur
analyse par LC-MS.
Les rendements représentés sur le profil d’extsacsiont calculés par rapport a des droites
d’étalonnage réalisées dans un milieu aqueux. énmaht, il semblerait que 'EME ne soit pas
retenue par le MIP puisqu’a la percolation 44 %hdmment par rapport au signal en eau pure)
de 'EME est éluée. Considérant que le signal espsmé a 46 % (Tableau llI- 7), la perte
correspondante est proche de 95 % de 'EME popetaolation sur le MIP. Comme dans le

cas des échantillons sérum, la présence d’ionsldamantillon semble empécher la rétention
de 'EME sur le MIP.

Pour tenter de retenir 'lEME, des dilutions ont éélisées mais cette fois-ci ce sont les
échantillons d’urine qui ont été dilués avant lacpkation sur le MIP. Par conséquent, la
quantité d’ions dans la solution se retrouve ré&dattil devrait y avoir moins de contraintes

pour la rétention de 'EME. Le protocole d’extractiet le profil correspondant sont présentés
sur la Figure 111- 36.

EME

100

coc
80 B NP mMIP 80 ENP mMP
80 £ 50
40 2
20 I J 20
0+ 0 h [ —
P L1 L2 L3 E

Taux de récupération (%)
Taux de récupération (%)

P L1 L2 L3 E
Etape Description
Percolation | {1 ml COG et EME 10ng.mL-! en urine diluge (1/50) pH =7.4
Lavage 1 1 mLeau
Lavage 2 1 mL eau [ MeCN 50/50 {v/v)
Lavage 3 1 mLMeCN
Elution 1,25 mL MeOH / CH,COOH 95/5 (v/v)

Figure lll- 36 : Profils d’extraction de la cocaieel’EME sur le MIP et le NIP apres percolationimal’
échantillon d’urine dopé et dilué 50 fois avec'dau suivant le protocole décrit sur la figure.
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Le protocole d’extraction utilisé est assez semblalcelui qui a été optimisé pour la cocaine
précédemment (Figure IlI- 33), d'ailleurs les réstd de la cocaine sont semblables a ceux
obtenus pour l'urine non diluée si I'on rassemlag fractions L3 et E. En ce qui concerne
'EME, les rendements totaux sont proches de 10@@nac, les effets de suppression d’ions
sont pratiquement éliminés. Cependant, le protoaoisi obtenu n’est pas sélectif puisque
lors du lavage avec un mélange eau/MeCN 50/50,(1évNIP et le MIP ne retiennent pas
'EME. Apparemment, la nature polaire de 'TEME eropé une rétention convenable sur le
MIP comme ce qui avait été observé pour des édluenstide sérum. Cette étude réalisée avec
le MIP a donc montré qu’il est impossible d’exteaia BZE et 'EME directement du milieu
urinaire mais que I'extraction sélective de la ¢neadans ce milieu est possible. Par la suite,
il semble intéressant de comparer les résultatenobt pour le MIP avec une approche
conventionnelle, c'est-a-dire avec l'utilisationud’ support conventionnel pour la SPE a la
place du MIP.

111.5.3.3 Comparaison des performances du MIP a les d’'un support conventionnel

Les résultats obtenus avec le MIP ont été comparé&sux obtenus avec un support
conventionnel a savoir une phase polymérique apo(@asis HLB). Ce support a déja été
utilisé pour I'analyse de la cocaine et ses méiasotle I'urine ainsi que d’autres matrices
biologiques (Tableau I- 4). Un protocole d’extragtigénéral a donc été utilisé sur une
cartouche d’Oasis HLB de 30 mg. Un volume de 1 rhiride a un pH ajusté a 7,4 et dopée
avec 50 ng.mt* de cocaine, BZE et EME a été percolé sur la celn@uEnsuite la cartouche

a été lavée avec 1 mL d’'un mélange eau/MeOH 95/, (et finalement I'élution a été
réalisée avec 1 mL de MeOH pur. Les trois fractiaimsi obtenues ont été évaporées puis
reprises pour leur analyse par LC-MS et par LC-BVec ce support, le méme probléme de
suppression d’ions a été observé pour l'analyseM&Epar LC-MS. Les rendements
d’extraction obtenus sur ce support pour la cocahdéa BZE sont de 102 % et 82 %
respectivement. Les chromatogrammes LC-UV corredg@oina I'urine dopée, a la fraction
d’élution de la cartouche Oasis et a une solutgurease avec des concentrations similaires en
cocaine et en BZE sont présentés en Figure llI{&}7et les chromatogrammes LC-MS
correspondant a I'élution du support Oasis HLB guéisentés en Figure llI- 37 (b). Dans
tous les cas, les échantillons n’'ont pas été dinieéoncentrés (volume percolé identique au
volume de la fraction d’élution analysée) doncdesomatogrammes obtenus correspondent a
I'injection d’échantillons avec des concentratisimilaires des analytes.
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Figure llI- 37 : Chromatogrammes en LC-UV (a) e.€hkMS (b) correspondants a 'urine avant

(ligne pointillée noire) et apres extraction avecartouche Oasis HLB (ligne continue noire) eha u
solution aqueuse contenant 50 ng-hule cocaine et de BZE (ligne continue grise).

Le chromatogramme obtenu en LC-UV montre un graathbre d’interférents qui sont
présents méme apreées la procédure d’extractiorst llenc difficile de quantifier la cocaine et
la BZE en LC-UV car les pics correspondants ne pastvisibles a cause du grand nombre
d’interférents observés. La quantification a dot& réalisée en LC-MS a partir de droites
d’étalonnage réalisées en eau pure dopée. Lestimassde la cocaine et la BZE sont bien
présentes et la quantification est correcte. Lesfiérences observées en LC-UV ne semblent
donc pas affecter les signaux de la cocaine etZg, Bnais elles pourraient expliquer le
manque de signal de '/EME en LC-MS car la fract@élution n’est finalement pas trés
propre apres la percolation et le lavage de laowgahlte. La comparaison des
chromatogrammes obtenus en LC-UV pour les fractib@sition du MIP et du support Oasis
HLB est présentée en Figure llI- 38.
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coc
EMIP
25 1
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’
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Figure llI- 38 : Chromatogrammes en LC-UV corregpammts a I'urine dopée avec de la cocaine et de
la BZE et purifiée par une cartouche Oasis HLBigontinue noire) ou par le MIP (tirets noirs).
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L’avantage que présente le support Oasis HLB fac®be UV est qu’il arrive a retenir la
BZE en méme temps que la cocaine, avec un bon mamded’extraction. Cependant, le
manque de sélectivité de cette extraction est wuéfien LC-UV car le chromatogramme
obtenu est trés sale par rapport a celui de l@ghutu MIP UV. Avec ce type de support il
n’est donc pas possible de faire des analyses @dd\, et méme en LC-MS, d’'importants
effets de suppression d’ions sont présents poMEEet pourraient interférer pour les autres
composés, notamment si on réduisait les temps lgsmna

[11.5.3.4 Ajustement du traitement de I'échantillorpour I'utilisation du MIP en milieu
urine

La sélectivité du MIP UV a été confirmée pour lz@ime dans tous les milieux testés : donc
en milieu organique pur (Figure llI- 11), en miljeagqueux pur (Figure IlI- 15), et en milieu
hydro-organique pur (Figure lll- 12). Une bonneeséVité pour la cocaine a aussi été
obtenue pour son extraction de milieux biologigteds que des extraits de cheveux (Figure
lll- 24), du sérum (Figure IlI- 29) ou de l'urin€igure IlI- 33). Cependant, lors de I'analyse
de drogues dans des matrices biologiques, il estssdéire de quantifier au moins un des
meétabolites pour pouvoir confirmer avec certitude tésultats obtenus. En plus, ce sont
parfois les métabolites qui sont les seules moé&cglie I'on est encore capable de déceler si
la cocaine est totalement métabolisée. Les selilsumbu les deux métabolites, donc la BZE
et 'TEME, ont été extraits sélectivement par le NUP sont le milieu organique pur (Figure
llI- 11) et I'extrait de cheveux (Figure IlI- 24Cette sélectivité en milieu organique pourrait
étre exploitée pour l'analyse d’échantillons biatpges aqueux si une premiére étape de
traitement de I'échantillon permettait d’extraing@galablement les molécules d’intérét et de les
transférer en milieu MeCN avant leur extractioreséile sur le MIP. Une étape de LLE a
donc été développée avant I'extraction sélectiveMii® pour extraire la cocaine, la BZE et
TEME et les transférer en milieu MeCN. Plusieurgthodes ont été reportées dans la
littérature pour la LLE de la cocaine et de sesabwdites (Tableau I- 3). Parmi ces méthodes,
guatre procédures d’extraction ont été adaptéésatiées pour choisir celle qui conduisait
aux meilleurs rendements en milieu aqueux et eremilirine. Les protocoles d’extraction
utilisés sont détaillés dans le Tableau lll- 8est tendements d’extraction ainsi obtenus sont
présentés dans le Tableau IlI- 9.
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Méthode Ajustement du pH Solvant d'extraction Ratio phase aqueuse/phase organique Source
Chloroformefisopropanol

= 207
1 Tampon borate pH =9 90110 viv 1/8 viv [207]
2 Tampon borate pH = 9 Chloroforme / isopropancl 3/20 viv (environ 1/6,7) [62]

P P 40/60 viv !
Chloroforme / éthanol

- i 92
3 Tampon borate pH =9 87 5112.5 viv 3/20 v/v (environ 1/6,7) [92]
4 Tampon borate pH =9 Acétate d'éthyle 1/5 viv [14]

Tableau Ill- 8 : Parametres des méthodes LLE tegiéar extraire la cocaine et ses deux métabolites
principaux, la BZE et 'EME, d’échantillons aqueow d’échantillons urinaires dopés.

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
Eau 91+/-9 92+/-4 96+/-1 78+/-5
coc
Urine 93+/-11 101+/-4 90+/-6 97+/-3
Eau 59+/-3 79+/-10 71+/-5 3+/-2
BZE
Urine 70+/-3 84+/-8 89+/-2 6+/-1
Eau 71+/-15 69+/-9 84+/-5 53+/-10
EME
Urine 45+/-11 34+/-3 29+/-7 40+/-12

Tableau IlI- 9 : Rendements (en % de la quantité&ala dans I'échantillon) associés aux protocoles
LLE décrits en Tableau llI- 8 pour des échantilldresau pure et d’urine dopés a 50 ng:havec de
la cocaine, de la BZE et de 'EME (n = 3).

La méthode 4 ne convient pas a I'extraction deZ& Bar les rendements sont trop faibles.
En effet, la méthode utilisée était a I'origine Uriee supportée par un support solide polaire
ce qui expliguerait la baisse des rendements @2k Pour les autres méthodes testées, les
rendements pour la cocaine sont dans tous ledeasséjue ce soit en milieu aqueux ou en
milieu urinaire. Dans le milieu aqueux, les métreode2 et 3 conviennent bien a I'extraction
de la BZE et de 'EME car les rendements obtenu$ sopérieurs a 59 % pour la BZE et a
71 % pour 'EME. Dans le milieu urinaire, I'extramt de la BZE semble encore plus
importante, mais pour 'lEME les rendements soriilési et n'atteignent pas 50 %. Le choix
s’est porté sur la méthode 3 car, méme si les métd et 2 conduisent finalement a des
rendements assez proches, l'utilisation d’éthargibgoréferée a celle de I'isopropanol qui est
plus toxique et plus cher. La procédure compleextdaction est détaillée en annexe 6. Les
rendements reportés dans le Tableau llI- 9 corresgat au rendement final apres avoir repris
les échantillons dans de I'eau, il est donc nédesdan tenir compte avant de procéder a une
extraction sélective sur le MIP.

Les méthodes LLE développées ont été appliquéesfaililes volumes d’échantillons dopés
avec d’'importantes quantités d’analytes. Considégare la méthode sur MIP requiert un
volume d’échantillon de 1 mL pour le protocole apgé en milieu organique pur (Tableau
llI- 3), le volume d’échantillon utilisé pour cettdude est de 0,5 mL d'urine dopée avec
100 ng.mL' de cocaine, BZE et EME. Le rendement de la LLEé&éalué avant de réaliser
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par la suite une extraction sur le MIP suivant fletgcole décrit sur le Tableau lll- 3. Les

rendements des différentes étapes du traitemeldatantillon sont présentés sur le Tableau
- 10.

Quantité initiale
(ng)

Rendement LLE

Apreés SPE sur MIP

Rendement SPE MIP

Aprés LLE (ng) Rendement final

Tableau llI- 10 : Quantités et rendements pouotzahe, la BZE et 'EME obtenus a différentes
étapes du protocole de traitement d’un échantd®®,5 mL d’urine dopé initialement avec

100 ng.mL* des trois composés. Le traitement de cet échamtillconsisté & une étape de LLE

(annexe 6), suivie de I'évaporation du solvant pigae puis de la reprise avec du MeCN pour

finalement faire une étape de SPE sur le MIP U¥rstd protocole décrit sur le Tableau IlI- 3.
Les rendements de la LLE sont meilleurs que ceuenis lors du développement de la
méthode d’extraction. Ceci peut s’expliquer parfdé que, lors du développement de la
procédure de LLE, le volume de reprise de I'écllantiétait plus faible par rapport a celui
utilisé pour cette analyse. La reprise semble gus efficace d’ou les meilleurs rendements
obtenus dans cette étude. En ce qui concerne las&PIE MIP, les rendements sont proches
de ceux obtenus en milieu MeCN pur (Tableau 111-139 plus, les profils présentés en Figure
llI- 39 indiquent que la sélectivité pour les traisolécules est conservée puisque les
rendements sur le NIP a I'élution sont assez faible

Rendement (%]

/" Elution
/ Lavage
— / Percolation

Figure Ill- 39 : Profils d’extraction de la cocajite BZE et 'TEME sur le MIP UV et son NIP
correspondant & un échantillon urine dopé aveaf@L" aprés une LLE. Le protocole d’extraction
est celui décrit sur le Tableau IlI- 3 avec unaisoh de percolation différente provenant de la ldeée

I'urine dopée.
Finalement, le rendement du protocole d’extractomplet est proche de 50 % pour la BZE
et 'EME, tandis que pour la cocaine il est de 883% rendement est effectivement limité par
I'étape de LLE, cependant, dans ces conditionsnsionsidere les LDQ de la méthode LC-
MS (voir partie 111.1.2), il est possible de qudieti des quantités de cocaine, de BZE et
d’EME allant jusqua 0,09 ng.mt, 0,4 ng.m* et 1,1 ng.mLl* respectivement dans des
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échantillons d'urine. Ces quantités sont trés laeyg inférieures aux seuils décisionnels de
confirmation dans I'urine de 8 pg.ml(Tableau I- 2).

Il est important de noter que suite a I'étape d& LIEME a enfin pu étre analysée en milieu
urinaire puisque le signal obtenu n’est pas corapiénht supprimé, comme c’était le cas lors
de I'extraction directe sur le MIP. Il y a certes tendement final moyen (47 %) pour cette
molécule, mais c’est surtout la LLE qui en estagidjine. Les chromatogrammes LC-MS des
transitions de la cocaine, la BZE et 'EME corragent a I'élution du MIP sont présentés en
Figure IlI- 40.
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Figure II- 40 : Chromatogrammes en LC-MS d’un éthimn urine dopé avec 100 ng.mide
cocaine, BZE et EME apres sa purification par Lukvie d’'une extraction sur MIP.

Bien que l'analyse soit plutét réalisee en LC-MSumpavoir une meilleure sensibilité, mais
aussi car c’est la technique utilisée généralenpenir la validation de méthodes lors du
contrdle de la cocaine, des chromatogrammes LC-f\é&& obtenus pour observer avec plus
de détail I'apport en sélectivité du MIP pour laitement de I'échantillon. On observe sur la
Figure Ill- 41 que méme apres une étape de LLHgre de base du chromatogramme est
encore assez perturbée avec des interférents gggaantaau niveau des pics de la cocaine et
de la BZE. Apres l'extraction sur le MIP, une grarghrtie des interférents est éliminée et la
ligne de base est propre soulignant encore I'apggogélectivité du MIP.
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1 LLE
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Figure Ill- 41 : Chromatogramme LC-UV d’un échdotil urine dopé avec de la cocaine et de la BZE

a 100 ng.mL aprés une premiére étape de LLE (ligne continuapes une deuxieéme étape de SPE
sélective sur le MIP UV (ligne pointillée).

Conclusions

L’étude réalisée dans ce chapitre a permis d’obtensupport de MIP sélectif non seulement
pour la cocaine, mais aussi pour ses deux métabafitincipaux en milieu organique.
Considérant les types de solvants utilisés powprdtocole optimisé, la nature des liaisons
sélectives du MIP en milieu organique a été déteémi Ces interactions semblent étre
principalement des liaisons hydrogene et des ictieres électrostatiques. Ce protocole
optimisé en milieu organique a été appliquée aalige d’extraits de cheveux dopés avec de
la cocaine et de la BZE. Les résultats obtenusircoefit I'apport du MIP pour le traitement
sélectif de I'’échantillon avec I'obtention de chtiogrammes propres en LC-MS et en LC-
UV, avec la possibilité de quantifier facilemens lanalytes a de trés faibles niveaux de
concentration.

Le passage a des milieux hydro-organiques a mdesdimitations du MIP pour la rétention

de la BZE. En effet, ce composé a une nature awaittigjue et se retrouve doublement chargé
dans une large gamme de pH. La répulsion des changeupport imprimé avec la charge
négative de la BZE semble étre trop grande parorapgux interactions spécifiques pour

permettre la rétention la BZE dans ce milieu. Desplles interactions hydrophobes sont
difficiles & exploiter de par la nature hydro-orgae du milieu. Ce milieu présente aussi un
inconvénient pour la rétention de 'EME, car cettlécule est tres polaire, hotamment
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lorsqu’il s’agit d’un échantillon de sérum qui cemt en plus un grand nombre de sels et
autres interférents polaires. Finalement, pourilemhydro-organique, seule la cocaine a pu
étre extraite sélectivement d’échantillons de sédampés, avec des rendements élevés et des
chromatogrammes propres.

Dans une troisieme étape, la rétention de la ceaslide ses métabolites a été étudiée dans un
milieu 100 % aqueux. Malgré une meilleure rétentide la BZE a la percolation,
certainement due au renforcement des interactipthiophobes non spécifiques, il n'a pas été
possible de développer des protocoles d’extract@actifs pour la BZE dans ce milieu. En
effet, quel que soit le lavage réalisé apres lagiation, la BZE n’est pas retenue sur le MIP.
D’autres réactifs ont été utilisés pour la synthéseVIP, mais aucune de ces approches n'a
abouti & un MIP retenant la BZE en milieu aqueune Ubis de plus, ce manque de rétention
semble étre lié a la nature zwitterionique de ldécude car dans le cas de la cocaine et de
'EME, une tres forte rétention a été observée dremaqueux par le MIP. Le passage a des
échantillons d'urine a entrainé une importante epate rétention de la cocaine et la
suppression totale du signal pour 'TEME. Considélamgrande quantité d’ions présents dans
cette matrice, des ajustements du protocole d'etidra réduisant leur quantité a permis
d’obtenir des profils d’extraction sélectifs poar docaine dans l'urine. En ce qui concerne
'EME, il a été possible de contrer les effets datnioe en combinant une dilution de 'urine a
I'extraction sur MIP. Cependant, le protocole obtariest pas sélectif probablement parce
gue 'EME est retenue dans des sites d’interactmmspécifiques.

Finalement, pour pouvoir appliquer I'extraction 4P a des échantillons d’urine tout en
bénéficiant de sa sélectivité en milieu organiquee étape de LLE a été utilisée avant
'extraction sur MIP pour pouvoir percoler des éuitons en MeCN lors de I'étape de
purification sur MIP. L’extraction sur le MIP a appé de la sélectivité au traitement de
I'échantillon avec I'obtention de chromatogrammesppes méme en LC-UV. Avec ces deux
étapes de traitement de I'échantillon, il a étésfids d’analyser la cocaine, la BZE et 'EME
dans l'urine a des niveaux de concentration couramimetrouvés lors de l'analyse de la
cocaine.

En conclusion, les résultats obtenus dans ce chapibntrent qu’il est possible de faire des
MIP sélectifs pour la cocaine et ses métabolitesagaient été choisis initialement comme
molécules modéles a analyser dans des matricesgljaes. Cependant, I'objectif de ce
travail était aussi d’effectuer l'intégration desceutils de reconnaissance moléculaire dans
des systemes miniaturisés, ce qui nécessite dask en ceuvre d’autres voies de synthése

pour pouvoir réaliser cette intégration.
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Chapitre IV : Miniaturisation des polymeéres a emprentes
moléculaires

Introduction

Dans le chapitre précédent, des MIP imprimés pap&aine ont été appliqués a I'extraction
sélective de la cocaine et ses métabolites dansndagces biologiques. L'intérét de cette
étape de traitement de I'échantillon a été démoatrési bien en association avec la
chromatographie liquide couplée a une détection gWavec le couplage avec la
spectrométrie de masse. Il a également été démaentiece travail 'apport d’'une méthode de
LC miniaturisée en format puce pour l'analyse déitge molécules dans des matrices
biologiques, celui-ci ayant conduit a des analysex une trés haute sensibilité. Cependant,
une des limitations du microsysteme étudié étarmm#mque de sélectivité de I'étape de SPE
qui a conduit & des phénomenes de suppressionsdi@cessitant de diluer fortement
I'échantillon. Si pour I'application a I'étude da tocaine et de ses métabolites dans l'urine, la
perte en sensibilité n’était pas problématique denipnu des concentrations recherchées,
d’autres études pourraient patir de cette dilution.

Dans ce chapitre sont donc présentées deux appratthesynthése de MIP en vue de la
miniaturisation de I'étape d’extraction mettant exuvre ces supports sélectifs. Dans un
premier temps, la synthese de microparticules gpies de MIP sera étudiée. Dans un
second temps sera présentée la synthése de menalghMIP sélectifs pour la cocaine in situ
dans des capillaires de silice et leur applicaiohextraction en ligne de la cocaine d’'un
échantillon d’'urine.

V.1 Synthése de particules de MIP

Une premiére approche pour miniaturiser la SPEMiBY est celle qui consiste a intégrer un
MIP en format particulaire au sein des canaux afucrosysteme ou dans un capillaire. Dans
les parties précédentes le format de synthése de MI plus classique, qui est la
polymérisation en bloc, a été présenté. Dans aadirun bloc de MIP est synthétisé, puis
broyé et tamisé pour obtenir des particules danstenvalle de tailles défini. Les particules
résultantes sont de formes irrégulieres et présentee importante dispersion de tailles
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puisque le tamisage ne permet pas d’avoir une atparfine des particules. De plus, une
partie du MIP est perdue lors de cette procédurdrdgage et tamisage, perte souvent
estimée a 50 %. Enfin, ces particules de formedgulieres conduisent a un support
d’efficacité limitée souvent observée lors de latilisation comme support de séparation en
HPLC et en CE [208]. Ainsi, cette approche de s¥s¢hen bloc ne convient pas
particulierement pour un remplissage de capillasesde canaux d’'un microsysteme. Des
particules sphériques avec des tailles control@esraient correspondre a un format plus
adapté.

Il existe aujourd’hui diverses méthodes permettatitention de particules sphériques de
MIP qui sont résumées dans le Tableau IV- 1. Laympélisation en suspension, la

polymérisation par « multi-step swelling » et lalyoeérisation par précipitation seront

discutées plus longuement par la suite. En ce ogocarne le greffage sur des particules, il
n'est pas vraiment adapté a des systemes minigsuen raison de la faible capacité des
supports résultants, c’est pourquoi ce type dehegat ne sera pas présenté en détail.

Méthode Taille des Avantages Inconvénients
particules
obtenues
Polymérisation par 0,1 uma 10 ym Simple Influence de la molécule empreinte sur la
précipitation Rapide morphologie
Bon rendement Pas d’approche générique pour la
Sans agents stabilisants synthese
Polymérisation en 5uma2mm Synthése contrblée Pertes des réactifs dans la phase de
suspension en eau dispersion
Dispersion des tailles des particules
Nécessité d’agents stabilisants
Interférences dues a I'eau
Polymérisation en 5 pma 50 um Synthése trés contrlée Dispersion des tailles des particules
suspension en Phase continue avec peu Nécessité d’agents stabilisants spécialisés
fluorocarbones d'interférents Colt élevé
Polymérisation par 2uma 50 ym Faible dispersion de tailles Synthése longue et difficile
« multi-step Bon rendement Interférences dues a I'eau
swelling »
Polymérisation par Dépend des Faible dispersion de taille Synthese compliquée
greffage (core- particules initiales Faible quantité de MIP
shell) Greffage difficile a controler
Polymérisation par <1um Faible dispersion de taille Particules trés petites (<1um)
émulsion Synthése compliquée
Tensioactifs nécessaires

Tableau IV- 1 : Comparaison des différentes méth@déstantes pour préparer des particules

sphériques de MIP (adapté de [209]).

IV.1.1 Différentes approches pour I'obtention de pgicules de MIP
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IV.1.1.1 Polymérisation en suspension

* Principe

La polymérisation par suspension est 'une des ouéth les plus couramment utilisées pour
obtenir des particules de polymére sphériques alex tailles de l'ordre de quelques
micromeétres. Il s’agit d'une méthode réalisée erdenbiphasique ou des gouttelettes du
mélange de polymérisation, contenant la moléculpremte, les monomeres fonctionnels,
le(s) agent(s) réticulant(s), le solvant porogenkirgtiateur radicalaire, sont dispersées dans
une phase continue ou « dispersante », puis cesebpites sont par la suite polymeérisées
pour former des particules de polymére [210]. Unmésca du principe de cette synthese est
présenté en Figure IV- 1.

Agitation Agitation
) 4GS
Phase a disperser ——— e ° o<t— Gouttess —> . o<1— Particules
o| 4 o| 4 .
Phase continue . ol.o| dephase o | o] polymériques
il ° o| dispersée * .
/T\ B /T\ B
I |
Phase continue Phase continue

Figure IV- 1 : Principe de la synthese de partisule MIP avec une polymérisation par suspension.

La phase dispersante est normalement de I'eau323].-mais il est aussi possible d’utiliser
du fluorocarbone [214] ou de l'huile minérale [219i, généralement les solubilités des
réactifs de polymérisation ainsi que du polymersultdnt sont faibles dans le milieu de
dispersion, des quantités plus importantes de ml@éempreinte et de monomeéres sont
introduites dans le mélange réactionnel pour cosgreles pertes partielles de réactifs dans la
phase de dispersion. La polymérisation a lieu saau de la phase dispersée, par conséquent,
chaque gouttelette constitue un microréacteur einktique de polymérisation est identique a
celle de la polymérisation en bloc ou polymérigatim masse [216]. Pour éviter le crémage
ou la décantation des gouttelettes, une agitabmtdisée en continu pendant toute la durée
de la réaction. La suspension requiert en pluditah d’agents stabilisants pour éviter la
coalescence des gouttelettes et pour maintenispeeision stable. Ces agents stabilisants sont
principalement des polymeéres hydrosolubles tels dpge celluloses modifiées, des sels de
polymeére d’acide acrylique, des gommes naturedfiesyrtout de I'alcool polyvinylique [210].

La polymérisation est initiée a une certaine terafpuge ou par radiation UV, et dans ces
conditions, les microgouttes de polymere sont cdiege directement en microparticules
sphériques avec une taille proche de celle degajetiés. La phase dispersante permet de
conserver la chaleur générée lors de la réactios des microréacteurs. Par conséquent, des
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taux élevés de polymérisation sont obtenus, ceeunet d’avoir des réactions assez rapides
(= 3 heures).

La taille des particules formées par suspensiohgeprincipe aller de quelques micrométres
jusqu’a quelques millimétres. Elle dépend de lbetaies gouttelettes formées qui elle-méme
dépend de divers facteurs, notamment la vitesggtdten, le ratio entre la phase dispersante
et la phase dispersée, la concentration et legiptép de I'agent stabilisant, et les viscosités
relatives des deux phases. L'un des parameétregesjue plus facilement exploitable pour
faire varier la taille des particules est I'agibaitj puisque la plupart des autres parametres sont
imposeés lors de la synthese du MIP. Lors de ladtion de la polymérisation par suspension,
des patrticules sont toujours formées avec uneigertispersion de tailles. En effet, durant la
réaction, une série d’équilibres dynamiques de esma&ince et de rupture des gouttes
détermine la taille et la dispersion de tailles desttelettes. La vitesse de coalescence et de
rupture des gouttes doit donc étre contrélée péduire le plus possible la dispersion, mais
pour obtenir ce contrdle il est nécessaire d’alesirmémes conditions d’agitation pour toutes
les gouttes, ce qui est impossible dans un réaaagssique puisque la distribution des
vitesses d’agitation dépend du positionnement duide dans le réacteur et donc de la
proximité des gouttelettes avec I'agitateur [2JKhsi, lorsque les conditions opératoires sont
choisies avec discernement, la polymérisation pgpension peut conduire a la formation de
particules sphériques de taille controlée et mévee de faibles dispersions de taille. De plus,
ces particules peuvent étre aisément récupéréemetlirectement utilisables aprés lavage.

* Synthese en milieu aqueux

La suspension dans une phase aqueuse est facédéra en ceuvre et largement documentée
dans la littérature, cependant, elle présente conwvenient majeur pour la synthese de MIP
car I'eau fragilise les interactions hydrophilesrerla molécule empreinte et les monomeres
fonctionnels. Une solution est celle d’avoir un@rghe covalente pour la synthese de MIP
par suspension dans I'eau. Cette approche a é&eatpour synthétiser un MIP ciblé pour la
L-histidine [211] utilisé par la suite pour la sépigon chromatographique de protéines ayant
des groupements histidine de surface. Une autrsilplit® consiste a développer des
interactions hydrophobes fortes entre la moléculgreinte et les monomeres. Ce type
d’interactions a été exploité pour la synthése dWli? imprimé au benzopyréene [212] ou
l'utilisation de 4-vinylpyridine et de DVB respeetiment comme monomere fonctionnel et
agent réticulant, a permis d’obtenir un MIP avee affinité semblable a celui préparé par
une polymérisation en bloc. Il y a quelques exemdie MIP synthétisés par suspension avec
une approche non-covalente et exploitant des ictierss électrostatiques. C'est le cas d'un
MIP synthétisé en suspension dans I'eau et imppanéde triméthoprim [213] qui, malgré une
capacité et une sélectivité réduites par rapport palymére en bloc, a conduit a
I'enrichissement et la séparation du triméthoprartablettes de médicament et d’urine.
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e Autres synthéses

Il est possible de suspendre le mélange réactiahnelMIP dans une autre phase dispersante
telle que I'huile minérale ou les fluorocarbonesslfluorocarbones ont 'avantage d’étre non
miscibles avec la plupart des solvants et des ménesnutilisés pour la synthése des MIP,
mais, a différence de I'eau, ils ne générent pakatkons hydrogene et peuvent étre utilisés
comme un substitut inerte de I'eau [209]. Ces ph#lserocarbonées ont été utilisées pour la
synthese de MIP imprimés N-(tert-butoxycarbonylpténylalanine (Boc-L-Phe) avec
'addition d’agents stabilisants particuliers démdés pour cette application [214]. Ces
travaux ont montré la possibilité de synthétises garticules de MIP sphériques avec des
tailles allant de 5 um jusqu’a 50 um et dont ldeaat la dispersion peuvent étre réduites en
augmentant la quantité d’agent stabilisant. Les bdEnus ont montré une bonne sélectivité
par analyse HPLC frontale. Plusieurs solvants tdtuélisés dans cette application comme
solvants porogénes, et la plupart d’entre eux sontpatibles avec une phase dispersante en
fluorocarbone, sauf le MeCN. Malgré les avantagppodés par la suspension en
fluorocarbone, le nombre d’applications de cettehode est assez réduit probablement a
cause du colt de cette phase dispersante et décksgité de développer des agents
stabilisants en fonction du mélange de polyménsatitilisé. Une autre phase dispersante
alternative aux fluorocarbones est I'huile minérale ne nécessite pas d’agents stabilisants.
L’huile minérale a donc été utilisée pour la systhéle MIP imprimés au propranolol [215].
Une série de syntheses a été réalisée sous foumeptin d’expériences pour I'obtention
d’'un polymere présentant la plus grande sélectpitgsible. L’avantage de I'utilisation de la
suspension pour cette étude est la rapidité ddégatqui permet de faire un grand nombre de
syntheses dans un temps assez court. De plusjdoces synthéses, il n’est pas nécessaire
d’ajouter d’agents stabilisants et I'huile minéralest pas un réactif trés cher. L'inconvénient
de 'huile minérale c’est qu’'une grande partie gesogenes utilisés en synthese de MIP est
soluble dans celle-ci et ne peut donc pas étreségilpour cette méthode. Un des porogenes
utilisés couramment pour la synthese de MIP qustrpas soluble dans I'huile minérale est le
MeCN, ce qui fait de l'huile minérale une phase pdisante complémentaire des
fluorocarbones lors du développement d’une syntdéddIP.

* Miniaturisation de la synthése en suspension

Une derniere approche possible pour la synthedélBear suspension est celle qui consiste
a utiliser des microréacteurs pour la formation gesttes dispersées. En effet, il existe un
grand nombre de microréacteurs qui permettent aeeiodes gouttes de tailles uniformes et
contrblées [217-219]. Un microréacteur en formesplieale a été utilisé pour la synthese de
MIP imprimés au propranolol par suspension danglurocarbone ou de I'huile minérale
[220]. Le microréacteur utilisé est représentéaigure V- 2.
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Figure IV- 2 : Schéma représentant un microréactalgpirale utilisé pour la synthése de MIP
propranolol et détail de la zone d’introductionrdélange de polymérisation dans la phase continue
(adapté de [220]).

Le mélange de polymérisation est introduit par etit@rifice dans la phase continue ou il est
rapidement dissocié par cisaillement pour formes deuttelettes. La forme sphérique des
gouttelettes est stabilisée par leur tension sigpelté. Le canal est ensuite élargi pour ralentir
la vitesse des gouttelettes et ainsi pouvoir pgaoreur exposition au rayonnement UV qui
déclenche la polymérisation. Ce type de systemeigdqune faible quantité de phase
dispersante, ce qui est avantageux lors de l'atibe de fluorocarbones comme phase
dispersante. De plus, il a été démontré que leedisgn de tailles des particules obtenues est
moins importante que dans le cas d’'une suspensioveationnelle en huile minérale ou en
fluorocarbone. Une grande diversité de tailles deiqules avec une faible dispersion peut
étre obtenue avec ce microsysteme allant de 10ysquija 130 um uniquement en faisant
varier les débits des phases dispersante et déspelra sélectivité des MIP obtenus a été
testée par des tests de « binding » comparantaisoti de molécule empreinte entre le
polymére imprimé et le polymére non imprimé. Unespjrande affinité a été obtenue sur les
MIP que les NIP et I'affinité était proche de cetlbtenue par des particules préparées en
suspension conventionnelle. Malheureusement, kctété et le pouvoir de rétention des
particules de MIP obtenues avec ce type de mict@sysn’ont pas été étudiés plus en détail
par SPE ni par chromatographie. Un autre type @easysteme, cette fois-ci avec des canaux
en forme de Y a été utilisé pour la synthése de Miprimeé a l'atrazine [221]. Pour cette
synthése, la phase continue était constituée déedel mélange de polymérisation formait la
phase dispersée avec l'aide d’'un agent stabiliga@atte synthése a été réalisée avec du
meésithyléne, insoluble dans I'eau, comme solvambgene. Les gouttes obtenues dans le
microsystéme ont ensuite été récupérées et polyéesrien dehors du microsysteme par
irradiation UV. Des particules d’environ 50 um ddétre ont ainsi été obtenues apres
polymérisation. Le facteur de rétention a été megqour I'atrazine, mais la sélectivité du
support n’a pas été confirmée avec un NIP. Finamdans une autre publication, deux
microsystémes basés sur la segmentation de déhététestés pour la synthése de particules
sphérigues monodisperses de NIP et MIP impriméiaitrotoluene [222]. Comme dans le
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cas précédent, le mélange de polymérisation epeidié dans de I'eau grace a un agent
stabilisant et le porogene est du chloroforme doscluble dans I'eau. Avec ce systeme, des
particules pouvant avoir des tailles de 10 um apl#0avec une faible dispersion ont été
obtenues. Pour cet exemple, la sélectivité du MEtéatestée en comparant la capture de
trinitrotoluene en milieu vapeur pour le NIP eM&. Dans ces conditions, le MIP a présenté
une plus grande affinité que le NIP pour le trotituéne confirmant alors une certaine
sélectivite.

e Conclusions

La polymérisation par suspension permet des appsoties variées pour la synthese de
particules de MIP en format sphérique. Cependaahsdun format conventionnel, la
suspension génere des particules sphériques aedange dispersion de tailles qui n'est pas
toujours facile de contréler. Elle présente en pgjuslques inconvénients pour la synthese de
MIP car I'eau n’est pas totalement compatible aleesynthese de MIP par approche non-
covalente. L'utilisation d’autres phases dispemsarmst possible, mais dans le cas de I'huile
minérale, une grande partie des porogenes fréquatrutibsés pour la synthése de MIP sont
solubles dans la phase dispersante. Quant au ¢adrane, il s’agit d'un solvant assez cher et
qui requiert I'ajout d’agents stabilisants qui sanssi assez chers. Les microréacteurs peuvent
étre une bonne solution pour réduire le colt dehege des MIP par suspension mais pour
l'instant cette technologie n’est pas encore tvemeée.

IV.1.1.2 Polymérisation par « multi-step swelling »

Parmi les diverses méthodes de polymérisationséél pour la synthése de particules
sphériques de MIP, la polymérisation par « mukltpsswelling » est la mieux adaptée a la
synthese de particules imprimées monodisperses wangarge gamme de tailles allant de
2 um a 50 pm environ [209]. Cette méthode est bsisee gonflement de particules par les
différents réactifs du mélange de polymérisatianyie d’'une étape de polymérisation. Ce
type de synthése a été introduit par Ugelstadt@kNR23] et la premiere application pour la
synthese de MIP date de 1994 ou Hosoya et al. [88dlynthétisé un MIP imprimé aux

diaminonaphtalénes et ont obtenu une rétention acabte a celle d’'un MIP préparé en bloc.
Le principe de la synthése par « multi-step swglirest présenté en Figure IV- 3.
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Figure IV- 3 : Principe de la synthese de partisule MIP avec une polymérisation par
« two-step swelling » (adapté de [225]).

Des particules de latex de polystyrene avec un éli@runiforme (1 um) sont initialement
préparées par polymérisation en émulsion. Cescpées servent ensuite de « germe » pour
les différentes étapes de gonflement qui suiveat. ptemiére étape de gonflement est
effectuée en mettant en contact les particulesatix lavec une microémulsion contenant
l'initiateur de polymérisation dans un solvant ildxbe dans I'eau tel que le dibutylphtalate ou
le chlorodécane [226]. Cette étape, dite d’actbrgtiarrive a sa fin lorsque la totalité des
gouttelettes de cette émulsion sont adsorbéesepapdrticules de latex. La dispersion de
particules « activées » est ensuite ajoutée a wnelusieurs nouvelles phases dispersées
contenant une partie ou la totalité du mélange mepplymérisation, contenant donc les
monomeres, I'agent réticulant, la molécule empeeettle porogéne. Dans tous les cas il est
nécessaire d'inclure des agents stabilisants pa@iitenir la dispersion. Celle-ci est ensuite
agitée pendant plusieurs heures pour que les ¢gitdte de réactif soient complétement
adsorbées par les particules. La réaction de polgaiion peut alors étre initiée sous
agitation constante. Les particules ainsi forméas la forme des particules « germe »
initiales, mais leur taille augmente par la craissadu polymere en surface. Il est possible de
contrOler la taille finale des particules en chssant avec discernement les conditions
expérimentales telles que les volumes des diffésephases dispersantes utilisées et leurs
ratios volumiques.

Comme dans le cas de la suspension conventionteppegesence d’eau pour les méthodes de
« multi-step swelling » peut fragiliser les intefans entre la molécule empreinte et le
monomere fonctionnel. Cependant, des interactigdsophobes ou électrostatiques peuvent
étre exploitées pour la formation du complexe mo@r@ronctionnel/molécule empreinte. A
ce titre, pour la toute premiere synthése de MiIRcaeette approche, dimportantes
interactions électrostatiques et hydrophobes elgise diaminophtalenes et le monomere
fonctionnel (MAA) ont été exploitées [224]. Le ménype d’interactions a été exploité pour
la synthése de MIP imprimés ftestradiol [227], au bisphénol A [228], au naprax¢p29],

et au propranolol [230] entre autres molécules.

A différence de la polymérisation en bloc, il esvisageable par cette approche de réaliser
des modifications des MIP déja préparés. Ces nuadifins se font par addition du
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modificateur au milieu réactionnel une fois la po@risation initiée, ou par dispersion d’'une
solution contenant le modificateur aprés syntheseMdP. La méthode d’addition a été
appliguée a la synthese d’'un MIP imprimé au (s)megne dont la surface est modifiée grace
a I'addition de monomeres de monomethacrylate geégbl et de diméthacrylate de glycérol
[231]. Les MIP ainsi obtenus, avec leur couche rextehydrophile ont donc les
caractéristiques d'une RAM. Il s’agit donc de parnes de RAM-MIP, ou les
macromolécules sont susceptibles d’étre excluedepBRAM et les molécules d'intérét sont
retenues par le MIP. Le RAM-MIP naproxéne a étisatpour I'extraction d’ibuproféne dans
des échantillons de sérum couplée a la sépardtiamatyse par HPLC [231]. Des RAM-MIP
imprimés au propranolol ont été aussi synthétiségiksés comme supports SPE en ligne
pour I'extraction d’aprenolol d’échantillons de gtaa de rat [232].

En conclusion, la polymérisation par « multi-stegeing » présente de nombreux avantages
comme l'obtention de particules de taille uniforaxec d’'importants rendements de synthese.
Cependant, la mise en ceuvre de cette techniguenggte et complexe. De plus, malgré de
bons résultats de séparation en HPLC ou d’extnagier SPE, aucun des travaux cités ne
présente une comparaison avec la rétention siNlRorrespondants probablement a cause
de la difficulté de synthése de la polymérisatian ¢ multi-step swelling ». Il n’est donc pas
possible de confirmer une réelle sélectivité deB Bihsi synthétisés.

IV.1.1.3 Polymérisation par précipitation

* Principe

Les réactions de polymérisation qui conduisent #fdaation d’'un précipité macroscopique
et apparent de polymere sont appelées des polatiénis par précipitation. Souvent le terme
de dispersion est utilisé, en effet ce terme sEreéd des dispersions d’'une phase solide dans
une phase liquide dans le cas général [216]. Ufférelnce principale de cette technique au
« multi-step swelling » est que le mélange de pélysation est initialement homogeéene
comme dans le cas d'une polymérisation en bloc ansdles gouttelettes lors d'une
polymérisation en suspension. Cependant, la géatditsolvant porogéne est beaucoup plus
élevée pour la polymérisation par précipitationviem 95 % en volume par rapport a 40-
60 % pour une polymérisation en bloc). En effeyyrda polymérisation en bloc (ou dans des
gouttelettes en suspension), la structure macrapereésulte d’'une séparation des phases
entre le polymére en formation et le porogéne [2B8% pores sont alors formés lorsque les
chaines de polymeére en croissance se relient el laissant des espaces occupés par le
porogéne. La condition pour avoir cette séparatierphases est que les quantités d’'agent
réticulant et de monomeres fonctionnels soienisarifes pour pouvoir absorber la totalité du
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solvant porogene. Si toutefois la quantité de sulyBrogene est augmentee, il arrive un
moment ou la chaine de polymere en croissanceivegrtus a occuper la totalité du volume
du réacteur, formant ainsi une dispersion de pdeticde macro gel. Si la dilution augmente
davantage, les particules de gel deviennent de etuplus petites jusqu’a atteindre une
structure de micro gel [233]. Le principe de lathgse de polymeéres par précipitation est
schématisé en Figure IV- 4.

Milieu homogéne Milieu homogéne Milieu homogéne Milieu hétérogéne

M o [ -
Moy | Initiation M\ N‘I\\ I% h\ $ . .

- >

[ > [ > t Y

wo M M . ® 0
| | |
U el BN Vel BN
Formation de chaines Formation de nucléi Précipitation des
polymériques particules de polymére

Figure IV- 4 : Principe de la synthése de partis@eec une polymérisation par précipitation (adapté
de [216], M = monomere, | = agent réticulant).

La synthese de MIP par précipitation est amorcéla d&&me fagon qu’une polymérisation en
bloc, donc avec un initiateur conventionnel activermiquement ou photochimiquement. La
propagation se fait initialement en phase homoggnen fonction du pouvoir solvant du
milieu, une séparation de phases peut avoir liesezagapidement, conduisant a une
nucléation. Par la suite, des nucléi peuvent ceagrtre eux ou intégrer des oligoméres du
milieu jusqu’a atteindre une certaine taille tejlee les chaines polymériques ainsi formées ne
soient plus solubles dans le solvant de synthésaieant ainsi leur précipitation. Lorsque les
polyméres produits ne sont pas réticulés ou que tieux de réticulation est faible, les
particules formées tendent a gonfler. Dans ces ittons, les particules sont instables et
coagulent, il est donc nécessaire d'ajouter desntagstabilisants pour les stabiliser
stériquement [216]. Dans le cas des MIP, la raiouh des polymeres est tellement grande
gue le gonflement des particules est quasi inexistdonc la polymérisation se fait
uniqguement par un mécanisme de précipitation saér desoin d’ajouter des agents
stabilisants puisque les particules formées seattilstées par la réticulation [209]. Plusieurs
parameétres gouvernant la synthese, tels que laendtusolvant, I'agitation, la nature et la
guantité d’agent réticulant, entre autres, sontigues pour |'obtention de particules
sphériques avec une taille et une dispersion die teontrdlées, ces tailles pouvant étre
comprises entre 0,1 um et 10 um de diametre [2@8kolvant, en particulier, a un réle tres
important dans le mode de synthése puisqu’il do#@tbibser le complexe molécule
empreinte/monomere fonctionnel, il doit aussi siisdr tous les réactifs, et en méme temps
étre un mauvais solvant pour le polymere résultdim qu’il puisse précipiter [216]. Les
solvants utilisés pour la synthese de MIP par uperache non-covalente (MeCN,
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chloroforme, dichlorométhane, toluene) peuvent @&itdisés pour la précipitation de
particules réticulées basées sur des polyacryj283.

* Applications

La premiére synthése de MIP par précipitation aréadisée par Ye et al. [234] pour former
des particules de MIP imprimé a la théophyllineetsi des MIP imprimés au 17b-estradiol.
Dans les deux cas, du MAA et du TRIM ont été w@gigespectivement comme monomere
fonctionnel et agent réticulant, dans du MeCN. Desoparticules de taille homogene
(0,3 um de diamétre pour le MIP 17b-estradiol & [On pour la théophylline) ont été
obtenues et la sélectivité des deux MIP a été éeahar des tests d’adsorption comparatifs
entre le NIP et le MIP. Dans ces conditions, lasxddIP ont présenté une bonne sélectivité
par rapport aux NIP. Depuis, un grand nombre de MiPété synthétisés par précipitation,
guelques exemples sont présentés dans le Tableau IV

La polymérisation par précipitation a donc étéisé@ pour la synthése de MIP pour un grand
nombre de molécules. Les porogénes utilisés posrsgathéses sont principalement du
MeCN, du toluene ou des mélanges de ces deux $slvha solvant utilisé doit non
seulement permettre la formation de pores dansIR khais il doit aussi étre un mauvais
solvant pour le polymére formé pour que la préatmn de particules sphériques puisse avoir
lieu. Pour savoir si un solvant est précipitantnon—précipitant, il est possible de se reporter
aux parametres de solubilitédu solvant et du polymere formé , un bon solvamna un
parametre de solubilité proche de celui du polyniermé, et donc permettant de solvater
fortement le polymeére résultant [235]. L'estimatidun paramétre de solubilitépour les MIP
est difficile, mais considérant I'important degr réticulation des MIP, il est assez proche du
& du polymere formé par le monomeére prédominant dlange, donc par I'agent réticulant.
Vu le nombre de publications utilisant du MeCN autdluéne pour la synthese de MIP par
précipitation, on en peut en déduire que ces delwasts sont de mauvais solvants pour les
polyméthacrylates ou les polyméres a base de DViBceEqui concerne les volumes utilisés,
ils semblent étre liés aux quantités de monomaretifannel et d’agent réticulant, mais il n'y
a pas vraiment d’approche générale. Il semblecait te méme que de plus gros volumes
soient nécessaires lors de l'utilisation de TRIMplgablement parce que la réticulation est
plus importante avec cet agent réticulant et densdlubilité du polymére résultant est
probablement réduite. D’ailleurs, les agents réditis utilisés sont la plupart du temps
'EGDMA, le DVB et le TRIM.
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Monomére Agent mRoaItaIi(:e Porogéne Volume Taille
Molécule cible (MC) fonctionnel Réticulant P/MC Polymérisation Sélectivité / Application Agitation Source
MCIMFIA (P) (bm)
(MF) (AR) R (mL / mmol)
Acide 2,4- | MeOH:H20 o " Equilibres d’adsorption en tampon phosphate
dichlorophénoxyacétique 4-vP TRIM 10200.2 41 4 60°C (16h) ' (MIP > NIP) / ELISA en milieu aqueux tamponé non [236]
Acide L-chloromandélique Acrylamide BDDA 1/5/10 MeCN 100 70°C (24h) <1 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [237]
Acide trans-aconitique MAA TRIM 11314 MeCN 100 60°C (24h) 06:0, | Eauiibres d'adsorption en MeCN (MIP > NIP) / non [238]
Etude morphologique
DVB 15 Equilibres d’adsorption en MeCN 0,5%
S-atenolol MAA EGDMA 1/8/40 MeCN ou toluéne ? 60°C (12h) 0.2 CH3COOH (MIP > NIP) / quantification par non [239]
' spectroscopie Raman
Benzyl butyl phtalate MAA EGDMA 1/4/20 MeCN 75 60°C (24h) 2 IF = 2 (HPLC MeOH/eau 80/20 v /v) non [240]
4P EGDMA | ftoi4 | Nuleminérale 10 v, 4°C 3 IF = 1,2 (HPLC MeCN) agitation |  [241]
. toluéne 2:3 (24h)
Bisphenol A —r
4P TRIM 1112 MeCN 42 65°C (24h) <1 IF = 6,53 (HPLC, MeOH) roLation avee -\ o1
rotor (50rpm)
N n-heptane Tamb @ 60°C (1h) 60°C IF = 1,4 (HPLC MeCN/tampon phosphate "
Bupivacaine MAA EGDMA 1/20/23,7 butan-2-one 50 (48h) 1,3 70130 viv) 7 [243]
Caféine MAA TRIM 11713 MeCN 78 60°C (16h) ? Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [244]
MeCN:toluéne IF = 3,3 (HPLC MeCN) / SPE échantillons
Carbamazenine MAA DvB 16120 31w 8 Tamb & 60°C (2h) 60°C 95 urinaires Agitation [245]
P EGDMA 19126 MeCN:toluene 158 (24h) 6.4 IF =2,4 (HPLC MeCN) / SPE échantillons longitudinale
DVB-80 90/10 viv ' urinaires
Cetirizine MAA EGDMA | 1/46/19.3 Hz0:MeCN 202 60°C (20) ? Réponse potentiometrique MIP>NIP de agitation [246]
1:19 capteurs utilisés dans l'urine et le sérum magnétique
Chlorure de tributyltine NaMA EGDMA 1/4/22 MeCN 54 65°C (24h) 0,2-0,4 SPE (95% MIP 40%NIP) en eau pure non [247]
s ano o Agitation
Ciprofloxazine MAA EGDMA | 1/8120 MeOH 13 | Temd 6(222h()2h) 60°C | 5 | SPE (80% MIP et 30% NIP) sur extraits de sols | longitudinale | [248]
(24rpm)
Daminozide MAA EGDMA | 1/4120 MeOH 60 60°C (12h) 02 Fréquence doscillation du MIP>NIP de non [249]
capteurs utilisés pour des extraits de pomme
Dansyl-L-phenylalanine T\/}\PA EGDMA 1/16/40 MeCN 160 50°C (1 nuit) 0,7 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [250]
EGDMA 1/4/20 MeCN 335
Di(2-ethylhexyl)phtalate MAA 75 60°C (24h) 2-2,5 IF = 8,02 (HPLC MeCN/eau 60/40 v/v) non [240]
TRIM 1/4/16
cyclohexane ?
Dibutyl phtalate MAA EGDMA 1/4/20 MeCN 75 60°C (24h) 2 IF =2,5 (HPLC MeCN/eau 60/40 v/v) non [240]
Dipyridamole MAA TRIM | 132116 MeCN 40 50°C (24h) 07 | Eauiliores dadsorption en MeCN (MIP > NIP)/ non [251]

Bioessais dans 'urine
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. o Phase pseudo-stationnaire en CE en milieu rqtatlon
(+)-Ephedrine MAA TRIM 1/4/12 MeCN 17 60°C (24h) 0,1-0,2 . i horizontale [252]
aqueux tamponé (temps de rétention MIP>NIP) (40rpm)
Erythromycine MAA EGDMA | 1/4120 chloroforme 50 60°C (1 nuit) 011 | RéponseduMip> ;ﬂfede capteurs en eau hon [253]
Estradiol 4P EGDMA | 1/12/24 huile minérale 10 UV, 4°C (24h) 1-4 IF = 4,22 (HPLC MeCN) agitation [241]
toluéne 2:3
MAA TRIM 1/4/2 MeCN 55 UV, 20°C (24h) 0,3 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [234]
. ' non
o . Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) / Py
MAA TRIM 1/5/2 MeCN 57 UV, 20°C (1 nuit) 0,3 capteur en milieu MeCN agltgtlpn [254]
magnétique
MAA EGDMA | 18067 acétone:MeCN 40 60°C (24h) 04 IF = 1,31 (HPLC MeCN) agitation [255]
1:3vv magnétique
EGDMA R . , )
. MAA 11/5 MeCN 54 UV, 20°C (16h) 0,2 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [244]
17b-estradiol TRIM
= 0
60°C (24h) IF =121 (HPLC MeCN 1% CH3COOH) / SPE
1/8/8 120 lait en poudre
- 0,
TEMAA TRIM MeCN 2 IF =193 (HPLC MeCN 1% CH3COOH) / SPE non [256]
LV, 0-8°C (24h) lait en poudre
' IF = 3,19 (HPLC MeCN 1% CH3sCOOCH) / SPE
1/4/4 60 .
lait en poudre
MAA TRIM 1/4/2 MeCN 55 UV (16h) 0,3 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [233]
Fenuron MAA EGDMA 1/4/20 toluéne 12 60°C (24h) 1 SPE 99 % MIP 0 % NIP / SPE Iégumes non [257]
Hydroguinone MAA TRIM 118110 toluene.:MeCN 2 Tamb @ 70°C (2h) 70°C 07 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) / non [258]
1:1 (24h) Capteurs en tampon phosphate salin
Hydroxyzine MAA EGDMA | 1/5/19 MeCN 202 60°C (20h) nm. Réponse potentiometrique MIP>NIP de non [259]
capteurs utilisés dans 'urine et sérum
MAA EGDMA | 1/4120 toluéne 20 67°C (24h) nano | Edulines dadsomton en foluene (MIP>NIP) / non [260]
TEMAA e mais (rendements non mentionnés)
Isoproturon SPE (99 % MIP et 23 % NIP) en toluéne, agitation
MAA EGDMA 1/4/20 toluéne 63 60°C (10h) ? application en paralléle avec Oasis HLB pour (3950r m) [261]
I'analyse d’eau de riviére P
Linuron MAA EGDMA |  1/4/20 toluéne 20 67°C (24h) nano Eg‘F’,"E'b(;eS d'adsorption en toludne (MIP>NIP) / non [260]
TEMAA e mais (rendements non mentionnés)
Malachite verte MAA EGDMA 1/4/20 MeCN 60 60°C (12h) 0,3 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [262)]
IF = 3,68 (HPLC MeCN: MeOH 8:2) / SPE sur
Méthylebensulfuron MAA TRIM 1/4/4 dichlorométhane 50 60°C (24h) 2-4 extraits de soja en MeCN (rendements non non [263]
mentionnés)
Morphine MAA TRIM 1/70/70 MeCN 696 60°C (9h) 0,5 Equilibres d’adsorption en MeOH/eau 50/50 v/v non [264]
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(MIP > NIP) / Capteurs en eau

Al > ANO ° Agitation
NiCl2 DEM DVB 80 ? MeCN.tquene ? Tems a 60°C (2h) 60°C ? SPE eau de mer (rendements non mentionnés) | longitudinale [265]

31viv (24h) (33rom)

U on A Ano IF =15 (HPLC MeCN/tampon phosphate 50/50 rotation
S-nitcotine MAA DVBO75 | 1/4/192 MeCN:toluene 85 25°C a60°C (2h) 35 V) trappe & S-nicotine de la fumée de horizontale |  [266]

31viv 60°C (48h) .

cigarette (16rpm)
EGDMA 1115 toluéne 54 UV (22h) 0,7 Equilibres d’adsorption en toluéne (MIP > NIP) non [267]

5 . rotation

20°C 2 60°C (20min) .
o 24 horizontale

DVB 55 1/2,5/10 60°C (24h) (20rpm)
MAA MeCN 75 60°C (24h) 0,6-2 Equilibres d’adsorption en tampon non (268]

R.S-propranolol DVE 55/ 1/2,5/5,3 20°C 4 60°C (20min) 1,2-1,8 citrate/MeCN 50/50 v/v(MIP > NIP) rotation

TRIM 1/2,5/6,9 60°C (24h) 1,2-1,8 horizontale
1/2,5/8,4 1,2-1,8 (20rpm)
TRIM 1/2,5/3,8 60°C (24h) 0,1-0,3 non

toluéne:MeCN Equilibres d’adsorption en chloroforme rotation
MAA DVB 1/4119 o 85 60°C (24h) 3,6 (MIP>NIP), ajout du MIP au solvant organique [269]

82,5/17,5% (vIv) o , : (7,5rpm)

pour améliorer I'extraction en LLE
MAA TRIM 1818 MeCN 12 UV, -26°C (1nuity | 0,2:0,5 | Separation avece MIP d énanfioméres par CE, | - [270]
le NIP ne les sépare pas
o Equilibres d’adsorption en tampon
HMDPA / MAA DVB 1/2/8 MeCN 76 60°C (24h) 0,6-2 Gitrate/MeCN 50/50 viv(MIP > NIP) non [271]
S-propranolol MAA EGDMA 1/6/18 MeCN 10 UV, -26°C (18h) <1 Séparation avec le MIP d engntlomeres par CE, non [272]
le NIP ne les sépare
EGDMA 0,2 Equilibres d’adsorption en MeCN 0,5%
MAA DVB 1/8/40 MeCN ou toluéne ? 60°C (12h) 15 CH3COOH (MIP > NIP) / quantification par non [239]
' spectroscopie Raman

MAA EGDMA 1/4120 toluéne 12 60°C (24h) 1 Equilibres d’adsorption en toluene (MIP>NIP) non [273]
MAA EGDMA | 1/4120 toluéne 30 60°C (10h) ? SPE (51 % MIP et n.m.) NIP eau de riviére é%'gﬁg‘;:‘) [274]

Propazine . o SPE (83% MIP et 0% NIP) en toluéne, et en agitation

?
MAA EGDMA 1/4120 toluéne 30 60°C (10h) ? cau (MIP>50% et NIP<20%) (350rpm) [275]
0, 0, A
MAA EGDMA | 1/4120 toluéne 12 60°C (24h) o | SPE(92% MIP et 0% NIP) en toluéne et pour hon [276]
divers extraits organiques de végétaux

. MeCN/toluene Tamb @ 60°C (2h) 60°C Libération tardive de médicaments mieux agitation

Sulfasalazine MAA EGDMA 1152170 85/25 viv 418 (24h) 4 contrélée pour le MIP que pour le NIP (40rpm) [277]
R ° " rotation avec

4P TRIM 1612 hale nerele 250 65°C (24n) ' IF=1,74 (HPLC MeCN) rotor (50rpm) | [241]

Tebuconazole EGDMA | 1/12/24 ' 10 UV, 4°C (24h) 14 agitation
4-VP :MAA 1:1 TRIM 1/3/6 MeCN 34 65°C (24h) ? IF=3,72 (HPLC MeCN:eau 3:7) / SPE sur rotation avec [278]
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diverses matrices environnementales rotor (50rpm)
MeCN/MeOH IF = 2,075 (HPLC MeOH) / SPE pour
Tetracycline MAA TRIM 1/8/15 o 87 55°C (24h) <1 I'extraction dans des ceufs (rendements non non [279]
54/46%(viv) S
mentionnés)
MeCN/toluéne Tamb @ 60°C (2h) 60°C Séparation en HPLC en MeCN, pas de rotation avec
MAA DVB 80 1/4119,2 75125 viv 8 (24h) 5 comparaison effectuée avec le NIP rotor (5-10rpm) [280]
MAA TRIM 1/6/3 MeCN 78 60°C (24h) 0,2 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [234]
1713 78 60°C (1 nuit) . , '
MAA TRIM il MeCN 160 UV, 20°C (1 nui) 03 | Faviibres dadsorption en MeCH (IP>NIP) hon [254]
MAA / NPA 111216 200 UV, 20°C (4h) P
. 114114 157 o
Theophylline EGDMA TENE 157 60°C (16h)
MAA 177 MeCN 157 ? Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP > NIP) non [244]
TRIM 11006 157 UV, 20°C (16h) ' q P
1/12/6 157
11713 78 60°C (16h)
MAA TRIM 1713 MeCN 783 60°C (16h) p | Eauiliores d'adsorption en MeCN (MIP > NIP) / hon [233]
ELISA en milieu aqueux
MeCN:toluéne Tamb @ 60°C (2h) 60°C Agitation
Thiabendazole MAA DVB 80 1/4120 " 74 35 IF =4,1 (HPLC MeOH) longitudinale [281]
31viv (24h) (24rom)
MAA DVB 1/8/40 MeCN:tquene 70 60°C (24h) 0.2:03 Equilibres d’adsorption en eau (MIP > NIP) / non [262]
31w SPME pour eau environnementale
wr 1/4/20 Me%’?‘{t%ene 60 ’
DvB MeCN 5
I 60°C (24h) 3
MeCN:tol 31 v/
2,4,6-trichlorophenol 1gj4p_| o OMene STV 60 5 Equilibres d'adsorption (MIP>NIP) milieu 283
1/4/20 toluéne <1 d’étude non mentionné non [283]
MAA MeCN:toluéne 3:1 viv <1
50°C (24h) <1
EGDMA | 1420 toluéne 60 60°C (24h) <1
70°C (24h) <1
TRIM MeCN:toluéne 3:1 viv 60°C (24h) <1
Triptophane (BOC-L) MAA EGDMA 1/4/20 MeCN ? 60°C (16h) 0,8-2 Equilibres d’adsorption en MeCN (MIP>NIP) non [284]

Tableau IV- 2 : Exemples de MIP synthétisés avexpolymérisation par précipitatianvp : 4-vinylpyridine, DEM : 2-(diethylamino)éthyl méthacrylate,
HMDPA :acrylate de 4-(hydroxymethyl)-2,5-diphenyloxazole, NPA : acrylate de 4-nitrophényle, BDDA : 1,4-butanediyldiacrylate).
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Dans le Tableau IV- 2, on observe que la polym#osagar précipitation permet de produire
des particules sphériqgues de MIP ayant des taideegarticule allant de 0,1 um jusqu’a
environ 10 um de diamétre, mais dans la plupartcdesce sont des nanoparticules qui sont
obtenues. Considérant que dans le cadre de cal tibgarait souhaitable de synthétiser des
particules avec des tailles proches de 5 um, lethéges conduisant a des particules de ces
dimensions ont été observées plus en détail. Dalds Bes cas, c’est le DVB qui a été utilisé
comme agent réticulant, il semblerait donc que aggnt réticulant soit particulierement
adapté pour obtenir des particules de tailles seypdrs a 1 um de diameétre. Les solvants
utilisés sont alors toujours du MeCN et/ou du toki€ENn ce qui concerne les syntheses avec
du TRIM ou de 'TEGDMA conduisant a la formation uhécroparticules, la tendance n’est pas
trés claire puisque divers solvants ont été testdes ratios molaires des réactifs sont trées
variables. Il est donc difficile de dire quellemsdes conditions les plus favorables pour la
synthese de microparticules de MIP. Il est impdrtennoter que dans un certain nombre de
cas, les travaux de recherche se sont focalisésesuronditions de synthése pour mieux
contrbler la morphologie des particules et pouenistune meilleure sélectivité. Cependant,
malgré ces efforts pour I'obtention d’un protocplas général de synthése par précipitation,
il n'existe pas aujourd’hui de méthode adaptabldiverses molécules empreintes car la
morphologie et la sélectivité des MIP obtenus ddpahfortement de la quantité et de la
nature de la molécule empreinte.

La mise en ceuvre de cette méthode est assez senple requiert pas d’ajout d’agents
stabilisants qui pourraient contaminer la surfaoepdlymere résultant [285]. De plus, des
rendements de polymérisation élevés (> 85 %) Soteinois par rapport a la polymérisation en
bloc & 50%), bien que le rendement dépende aussi dudgaent réticulant utilisé [260,
268]. De plus, dans la plupart des exemples présegahe évaluation de la sélectivité du MIP
par rapport au NIP a été effectuée. Le test le ptusamment utilisé avec les particules de
MIP a été le test d’adsorption dans le solvant yleh&se car il est simple et rapide a
effectuer. Il s’agit en effet de comparer la fixatide la molécule empreinte entre le NIP et le
MIP. Diverses applications sont possibles pouM# synthétisés par précipitation. Dans les
exemples cités dans le tableau, les MIP sphérignesté utilisés en SPE, en séparation soit
par HPLC soit par CE, pour la mise en place dedsiais, ou encore pour la préparation de
capteurs.

Malgré la diversité d’applications des MIP syntkés par précipitation, et la simplicité de sa
mise en ceuvre, dans plusieurs études il a étévdbspre la taille des particules de MIP
synthétisés par précipitation dépend de la quastitde la nature de la molécule empreinte
[238, 240, 268, 269, 277, 280].
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IV.1.1.4 Conclusions

L'objectif de cette étude étant d’intégrer des ipatés de MIP dans un systeme miniaturisé
tel que la puce présentée dans le chapitre licdewaintes particulieres a ce format doivent
étre prises en compte. D’une part, les canaux geida ont des dimensions de 75 um, donc
les particules doivent avoir une taille qui ne g@is trop grande pour pouvoir avoir une bonne
compatibilité avec ces dimensions. Les particulesdaivent pas non plus étre trop petites
pour pouvoir étre retenues par les restrictiondadpuce et ne pas générer trop de contre-
pression. Des tailles comprises entre 5 um et 1@enrmaient pouvoir servir a ce remplissage.
Pour cette application, la synthése par suspemsibdonc limitée car elle présente une grande
dispersion de tailles en particulier lors de lategse de particules avec des tailles inférieures
a 10 um. D’autre part, dans un systeme miniaturiséaut considérer que la surface
spécifique est déja assez réduite et donc lescpbasi ayant une couche de MIP a leur surface
ne conviennent pas par leur faible capacité. lllderdonc que la méthode la mieux adaptée
pour la synthese de particules sphériques de Mipatible avec le microsysteme présenté
dans le chapitre Il soit la polymérisation par gpé&ation. Nous avons donc par la suite testé
ce mode de synthéese pour la précipitation d’'un bti€aine.

IV.1.2 Mise au point de la synthese de NIP par prduitation

Pour aborder la synthese de MIP par précipitatioe, premiere étude a consisté a realiser la
synthese de NIP avec la morphologie souhaitée @&@mansi la molécule empreinte peut
changer la morphologie des MIP, une synthése piridine de NIP permet d’économiser la
molécule empreinte et de prendre en main la tedenigga difficulté rencontrée pour la
polymérisation par précipitation est que la morpha des particules préparées dépend d’un
grand nombre de facteurs qui concernent non seulelmeype de réactifs utilisés mais aussi
leurs quantités, les conditions d’agitation, depgérature, de temps de polymérisation et de
dilution. Dans I'objectif d’étudier ces différerparamétres, un plan d’expérience a été réalisé,
mais il a fallu préalablement définir les parametikes plus importants pouvant affecter la
morphologie des particules. Le protocole utilisérpa synthese par précipitation est décrit en
annexe 7.

IV.1.2.1 Etude préliminaire sur I'effet de la naterde I'agent réticulant
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Diverses études ont montré que la nature de l'agitiulant utilisé pour la synthése a une
grande importance pour la taille finale des paltisulors d'une polymérisation par
précipitation [245, 263, 268, 283]. Un exemple depbiénomene est observé sur le Tableau
IV- 2 pour un MIP imprimé avec du R,S-propranol®68]. En effet, des synthéses réalisées
avec du TRIM et du DVB ainsi qu'avec un mélangeTéM et DVB ont montré que les
particules de plus grande taille étaient plutoteobes avec le DVB (2,4 um) qu'avec le
TRIM (0,3 um), et que le mélange des deux agenisuténts aboutissait a la formation de
particules de taille intermédiaire (1,8 um). Enamshe, si I'étude réalisée pour le MIP 2,4,6-
trichlorophénol [283] a montré que le DVB conduisai a des particules plus grandes que le
TRIM ou 'EGDMA, une autre étude portant sur le MdiR2-ethylhexyl)phtalate [240] a
montré gue les particules obtenues avec le TRIMEEDMA étaient assez proches de taille.
En ce qui concerne les quantités d’agent réticulantableau IV- 2 témoigne de ['utilisation
de quantités allant de 0,2 mol jusqu’a 70 mol pat de molécule empreinte, mais la plupart
des syntheses reportées dans la littérature sémttiefes avec des quantités proches de
10 mol ou 20 mol par mol de molécule empreinte. ddnés d’'agent réticulant pourrait se
traduire par un important degré de réticulatioml@ic par une précipitation plus rapide des
particules. Au contraire, si la quantité d’agentictéant est trop faible, la solubilité du
polymeére doit étre plus grande et la précipitaponrrait ne pas avoir lieu laissant place a la
formation de macro gels.

Lors de I'analyse des travaux antérieurs présedd@s le Tableau IV- 2, il avait été observé
que les deux porogénes principalement utilisés pegr syntheses par précipitation sont le
MeCN et le toluéne. Par conséquent, le choix desgames s’est évidemment porté vers I'un
de ces deux solvants. Considérant que dans laesgfirécédente de MIP c’est le MeCN qui
avait ete utilisé comme porogene, c’est ce solgansera utilisé dans I'étude préliminaire.

Ainsi, une premiéere série de synthéses de NIP aéalésée pour étudier I'effet de I'agent
réticulant sur la taille des particules obtenueem@e pour le MIP en bloc synthétisé
précédemment, pour toutes ces syntheses prélimsndé@ NIP par précipitation, le monomere
fonctionnel utilisé est le MAA, le solvant solvachoisi est le MeCN et l'initiation a été
réalisée par voie thermique a 60°C avec I'AIBN coenimitiateur, et avec une durée de 24
heures sauf pour une des synthéses ou la duréelétabh. Les différents agents réticulant
utilisés sont le DVB (NIP pp DVB), 'TEGDMA (NIP peGDMA), le TRIM (NIP pp TRIM)

et un mélange de DVB :EGDMA 1:1 (NIP pp (16h) DMBGDMA 1:1 et NIP pp
DVB :EGDMA 1:1)). Le ratio monomere fonctionnel/ageéticulant a été fixé a 1/5 pour
toutes les syntheses. Pour ce qui en est des tpsadéi solvant utilisées en précipitation, il ne
semble pas y avoir une homogénéité dans les sy#hegistantes ni une tendance
particuliére. Pour la quantité de solvant, en pdsisation en bloc, la quantité utilisée pour
les synthéses des MIP étudiés dans le chapitrétdlt égale & 5,6 mL.mniblde molécule
empreinte. Un essai préliminaire a donc été réatigéc une quantité de solvant de
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12 mL.mmol" mais le polymére obtenu se trouvait sous formbldetrés friable. La quantité

a donc été fortement augmentée pour atteindre weanide 75 mL.mmdl Des particules
ayant été obtenues dans ces conditions, la qudetisélvant a donc été fixée a cette valeur. Il
faut prendre en compte que pour cette étude, smdsNIP ont été synthétisés, donc les
niveaux des réactifs sont calculés dans I'hypothdsel’utilisation d’'une millimole de
molécule cible, mais lors de la synthese, la mdéécible n’est pas ajoutée au mélange de
polymérisation. Une agitation par barreau magnéti400 tours.miha été utilisée pendant
toute la durée de la réaction de polymérisatiors. lésultats ainsi obtenus sont présentés sur
le Tableau IV- 3. Les informations contenues d&n$dbleau IV- 3 proviennent des images
obtenues par microscopie électronique a balayageBjMapreés I'application d'une fine
couche conductrice d’or sur les particules. L’aéition du MEB est décrite en annexe 8.

Taille des

Synthése Image MEB Morphologie particules

Particules Taille des

NIP ppDVB sphériques 3,5um Synthése Image MEB Morphologie particules

Particules
sphériques et 3,8um
agglomérées

NIP pp
DVB:EGDMA
1:1

Particules

sphériques 0.3204ym

NIP pp EGDMA

NIPpp (16h)
DVB:EGDMA
1:1

Particules

sphériques 36um

Particules

spheriques 0,420,6um

NIP pp TRIM

Tableau IV- 3 : Morphologie des particules de NEPemues aprés 16 ou 24 heures par précipitation en
fonction de I'agent réticulant utilisé et du tengespolymérisation.
Il apparait que dans toutes les conditions testis particules sphériques ont été obtenues,
ce qui confirme que le niveau de dilution est saffit pour obtenir une polymérisation par
précipitation au lieu d’une polymérisation en bl@ette premiére série de synthéses confirme
la tendance observée antérieurement dans la tfittérau le DVB permet de former des
particules de plus grande taille que le TRIM ouQ@BEMA. Considérant une possible
intégration des particules dans les canaux deda ptudiée dans le chapitre I, leur taille doit
se trouver entre 3 um et 10 um. Ces tailles n'ast pu étre atteintes ni avec du TRIM, ni
avec de 'EGDMA. Il semblerait donc que I'utilisati du DVB soit nécessaire pour cette
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synthese. Il reste cependant un grand nombre @engares qui peuvent avoir une influence
sur la solubilité des polymeéres formés, et doncpguvent conduire a un changement de la
taille des particules de NIP obtenues. Un planmieience a donc été utilisé pour poursuivre
cette étude.

IV.1.2.2 Etude de I'effet de différents paramétrde synthése pour I'obtention de particules
de NIP

» Choix de la nature et de la quantité d’agent réditu

L’étude précédente a montré que la nature de ltagiculant avait une grande influence sur
la taille des particules formées en polymérisatian précipitation, et qu’il était nécessaire
d’ajouter du DVB a la synthése pour que les taibesent supérieures au micrometre.
Cependant, dans le chapitre précédent, il a éEnabsjue la rétention est aussi influencée par
le type d’agent réticulant utilisé. En effet, lEGIA s’est avéré étre I'agent réticulant
permettant d’obtenir la plus grande sélectivit& Ides études de rétention sur le MIP en bloc,
tandis que la rétention et la sélectivité du MIPED&taient treés faibles. Tenant compte de ces
deux observations, il est apparu judicieux d'inelles deux agents réticulants, le DVB et
TEGDMA, dans la syntheése des particules de NIP.r#lange de DVB et ’EGDMA en
deux proportions différentes, 50/50 et 25/75 %vasdonc étre testé pour évaluer I'effet de ce
parameétre sur la taille des particules. En ce qocerne la quantité d’agent réticulant, et de
monomere fonctionnel, il semblerait que si cettamité est trop grande, les particules
peuvent coaguler [238, 255], mais si elle est taople, la solubilité du polymere résultant
peut étre affectée. Pour confirmer ces hypothé&sesx niveaux de concentration d’agent
réticulant et de monomere fonctionnel ont été sesiésavoir I'équivalent de 8 mol.rifokt

20 mmol.mmol de molécule cible pour lagent réticulant, et 4ohmmol* et

8 mmol.mmof" de molécule cible pour le monomére fonctionnelm@e® dans la partie
précédente, la molécule cible n’est pas ajoutéenélange de réaction, elle sert juste de
référence pour le calcul des concentrations et dbex quantités a utiliser des différents
réactifs.

¢ Choix de la nature et du volume de solvant

Le volume de solvant a aussi une grande importancéa morphologie du polymére final.
D’ailleurs, dans la partie précédente, il a étéeols qu'un volume trop faible de solvant
empéchait la précipitation d’avoir lieu en conduaisa la formation d’'un bloc de polymere.
Considérant les travaux présentés sur le Tablea@,Vd moyenne du volume utilisé pour les
synthéses de MIP est de 87 mL.mrhde molécule cible, et la médiane se trouve envéron
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60 mL.mmol*. Nous avons donc choisi de tester des niveaux aleme de solvant de
60 mL.mmot* et 85 mL.mmot. Il faut toutefois considérer que ce paramétregssi trés lié

a la quantité d’agent réticulant et de monomeretfonnel utilisée, ainsi qu’a la nature du
solvant utilisé. Pour les synthéses antérieurad,lseMeCN avait été testé comme solvant.
Pourtant, il a été observé dans I'étude de MIP62chlorophénol [283] que, dans des
conditions similaires, le MeCN pur avait conduitdas particules de 5 um, tandis que
l'utilisation d’'un mélange MeCN:toluene 3:1 v:v @veonduit a des particules de 3 um. Il
semble donc judicieux de tester non seulement liemw® de solvant mais aussi la nature de
celui-ci. Les deux solvants les plus courammertis@s en synthése par précipitation étant le
toluene et le MeCN, ces deux solvants ont étédeste’agit du MeCN pur et d’'un meélange
MeCN/toluene 75/25 viv.

» Autres parametres de synthése

Enfin, d’autres parametres de polymérisation sembl@voir un certain effet sur la
morphologie des particules obtenues. Tout d'abdods d’'une polymérisation initiée
thermiquement, il semblerait que la taille des ipales augmente lorsque la température
augmente [237, 255, 283]. Cette hypothése est sasde principe de la polymérisation par
précipitation qui dit que la morphologie des patés résultantes dépend principalement des
solubilités du mélange initial et du polymére rémull dans le solvant de synthése. Or, les
constantes de solubilité dépendent de la températloanc ce parameétre devrait avoir une
influence sur la taille et la forme des particulBsux températures seront donc testées, 60°C
et 70°C. Des températures plus basses pourraiemntirda réaction sachant que l'initiateur
utilisé est 'AIBN, mais des températures plus éksy pourraient affecter la reconnaissance
lors de la synthese du MIP par I'affaiblissementcdmplexe molécule empreinte/monomere
fonctionnel (voir chapitre précédent partie Il1)1.Ba durée de la polymérisation a été fixée a
24 heures. La quantité d’initiateur dans la réactoit aussi avoir une influence sur la taille
des particules. En effet, 'augmentation de la ¢téard’initiateur augmente la vitesse de
formation de radicaux ainsi que la vitesse de teamon des chaines conduisant donc a des
chaines de polymere plus courtes et plus soluldes de milieu de polymérisation. Ces
chaines s’additionnent pour atteindre, au bout dertain temps, la limite de solubilité et
précipiter. Cependant, si les chaines de polymerg plus solubles dans le milieu de
polymérisation, alors les particules formées mattpus de temps a précipiter et seront donc
de plus grandes tailles. Ainsi, deux niveaux deceatration d’initiateur vont étre étudies,
0,25 mmol.mmot et 1,3 mmol.mmét de molécule cible. Finalement, un dernier paraenétr
qui pourrait avoir une influence sur la morpholodes particules formées par polymérisation
par précipitation, mais qui est plus rarement noemi& avec précision dans la littérature, est
I'agitation. En effet, une bonne agitation permeatvdir une meilleure répartition des réactifs
dans la solution de synthése et diminue le risgasod des gradients de température dans le
réacteur, elle doit donc faciliter I'obtention darficules de tailles monodisperses [268].
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L’agitation se fait avec un barreau aimanté et gitateur magnétique dont la vitesse de
rotation peut étre fixée. Deux vitesses seronéesst400 tours mihet 800 tours.mih. Dans

le Tableau IV- 4 se trouve un résumé des difféeentnditions de synthese a tester pour la
synthése de NIP par précipitation.

Paramétre Niveau -1 Niveau 1
A - Ratio agents réticulants (EGDMA / DVB) 50/50 75/25

B - Type de solvant (MeCN / toluéne) 100/0 75125

C - Volume de solvant 60 mL 85 mL

D - Température de polymérisation 60°C 70°C

E - Vitesse d'agitation 400 min! 800 min!
F - Quantité de MAA par rapport aimmol de molécule empreinte 4 mmol 8 mmol
G - Quantité d'agent réticulant par rapport @ 1mmol de molécule empreinte 8 mmol 20 mmol
H - Quantité d'initiateur par rapport & 1mmol de molécule empreinte 0,24 mmol 1,3 mmol

Tableau IV- 4 : Conditions de synthése a tester [zosiynthese de NIP par polymérisation par
précipitation.

e Mise en ceuvre d’'un plan d’expériences

Pour évaluer I'effet de tous ces parametres staille et la dispersion des patrticules, il est
possible de développer un plan d’expériences. @éret le grand nombre de parametres a
tester, il est impossible de réaliser un plan faet®aturé puisque le nombre d’essais serait
trop grand (2= 256). Le choix s'est donc porté sur un plandget fractionné de Plackett-
Burman a 12 essais, 8 facteurs et 3 degrés deédlider Tableau IV- 5 présente le plan utilisé
ainsi que les résultats obtenus en termes de tleparticules (moyenne observée sur image
MEB) et de rendement de la polymérisation. Le remslg de polymérisation (RP) en
pourcentage a été obtenu avec la formule suivante :

RP = myp X 100 / (Mg + MyE)

ou myp est la masse obtenue de NIRgmst la masse utilisée d’agents réticulants gt est
la masse utilisée de monomere fonctionnel.

Les significativités de chaque paramétre sur leetdes particules, ainsi que sur le rendement,
ont été déterminées par I'application d’'un testlé Student). La valeur observée pour la
fonction discriminante du test t(f d'un facteur X s’obtient avec I'’équation suivante

tobsx) = Eobsx)/ G

ou Eys(x) est I'effet observé pour le parametre Xoeatst I'estimateur de la variance.
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Facteurs Réponse
ol el clolelr|olnlalalaea| omue (um) R‘;;";‘,‘::)“t
el lala o lalalalal ] 06 100
2 |al el {ala| ol a{alalaln 0,15 80
3 | a{ala | al el alala 2 101
s lalalalaa]alala] ] 03 109
5 |aala|ala]alala] ] 1] 08425 %
6 || alalalalala{al ] 1|1 34 104
7 el alalalalal a1 | 06410 108
8 |1 |1 lalalalalal 1] a1 06409 %8
o ||| |alalalalal ]| 0,58 168
w0 [ [ [alalal a1 04 %
o[ lal ool lalalal ] al 08413 %4
2 [alalalalalalalalalala 28 66

Tableau IV- 5 : Plan d’expériences de Plackett-Bwan pour 12 essais avec 8 facteurs a 2 niveaux et
avec 3 degrés de liberté et résultats obtenusladaille des particules et le rendement. Facteurs
décrits en Tableau IV- 4.
L'effet observé Bysix) et I'estimateur de la variancé sont définis par les équations

suivantes :
Eobsx) = (1/n)Z[y )]
6 = V(Z[E%bs(j] / Na)

ou n est le nombre d’essais; ®st la reponse obtenue pour chaque essai i pengarele

niveau + 1 ou - 1, §sj est I'effet observé pour chaque facteur ficfjfed ny est le nombre de
facteurs fictifs (ici il y en a trois, 0 d, et &). Le développement dugfsn), donc de I'effet

observé pour le facteur A, est présenté dans ltémuauivante :

Eobsa) = 1/12 [M-YotY3-Ya-Ys-Yet+Y7+Yst+Yo-YiotY11-Y12]

Ainsi, un facteur X est non significatif (pour uréponse y donnée) si la valeur dik) se
trouve a l'intérieur de lintervalle [st; t,] ou t, est le t de Student avec une erreuet n
degrés de liberté. Dans le cas présent le nombdegle&s de liberté est égal a 3 et nous avons
pris une erreurt de 0,05, donc, d’aprés les valeurs tabulées d®riation de Student,

t, = 3,182, doncobs(x) €st significatif s’il nappartient pas a l'intela[-3,182 ; 3,182].

* Résultats du plan d’expériences
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Dans le Tableau IV- 6 sont présentés les résuthatsest t de Student appliqué a chaque
facteur et pour chaque parametre de réponse étwlitsi que les significativités
correspondantes.

Facteurs
A B C D E F G H
Diamétre tobs 0,401 -3,378 -1,882 -0,882 0,249 -0477 1,161 0,462
(um) Significativité NS S NS NS NS NS NS NS
Rendement tobs 1,128 0,303 0,463 -0,116 0,440 -0,607 1,168 0,047
(% m/m) Significativité NS NS NS NS NS NS NS NS

Tableau IV- 6 : Effets observés et significativigdgenus pour le plan d’expérience de Plackett-
Burman décrit dans les Tableau IV- 4 et TableauslV-

Parmi les facteurs testés, seule la nature du so{fecteur B) a un impact significatif sur la
taille des particules. Effectivement, toutes lestsgses ayant été effectuées dans un solvant
composé de 25 % de toluene et 75 % de MeCN ontuiibaddes particules présentant des
diameétres inférieurs a 1 um. Ce résultat est eordcavec des données reportées dans la
littérature ou I'ajout de toluene au MeCN, lors mkusynthese par précipitation, a pour effet
de réduire la taille des particules [283]. Ce aiiassez surprenant dans les résultats obtenus
pour le plan d’expériences, c’est que la naturBadent réticulant n’a pas un effet significatif
sur la taille des particules. Cependant, danstigeparécédente, ce facteur avait une influence
capitale pour la taille des particules résultantese pourrait alors que les niveaux 1 et -1
n'aient pas été définis correctement et donc quo®hct de ce facteur ne soit pas visible dans
ces conditions. Une deuxieme hypothese serait que de I'ajout de ces deux agents
réticulants, la polymérisation avec le DVB soit dagée par une cinétique plus rapide que
celle avec 'TEGDMA, et donc le polymére formé paitrrétre principalement constitué de
DVB. Pour le reste des facteurs qui peuvent avod influence sur la taille des particules, il
est possible que leur effet soit caché puisqueype te plan d’expériences ne tient pas
compte des interactions de certains parametresff&t plusieurs facteurs semblent liés en ce
qui concerne la taille des particules, en partigulia nature et les quantités d’'agents
réticulants, de solvant et de monomere fonctiorff@t.exemple, pour le volume de solvant, si
on considere uniquement les syntheses ou le solsinie MeCN (facteur B =-1), |l
semblerait que lors de I'utilisation d’'une plusmpte quantité de solvant (facteur C = +1), les
particules soient plus petites. Dans la partie atiw, I'effet de la quantité de solvant sera
donc étudiée. En ce qui concerne le rendement dgnihése, exprimé en milligrammes de
polymére par milligramme de monomeres (monomeérectiomnel et agents réticulants),
aucun des parameétres présentés ci-dessus ne savoblaine influence significative. Une
étude [268] avait montré que le rendement avecMB Btait plus faible qu’avec le TRIM. Ici
la comparaison se fait entre deux mélanges contetemnquantités différentes de DVB et
d’EGDMA, on aurait pu s’attendre a une différenae rendements si TEGDMA avait un
comportement semblable au TRIM. Le fait de ne pasrad’effets significatifs pourrait
encore une fois s’expliquer par la formation ddipales a base de DVB principalement.
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* Observation des particules obtenues

En plus de I'étude de la taille des particulesietehdement de polymérisation, la forme des
particules et leur dispersion ont été observées @mix réponses correspondent a des
variables non continues, donc il n’est pas possibléaire un test de Student pour confirmer
la significativité des facteurs sur celles-ci. Qegent, quelques tendances ont été observées,
notamment dans le cas de la dispersion de ta@llette dispersion semble étre plus importante
avec une faible quantité de solvant, elle augmawee la température, et elle semble étre plus
importante aussi lors de l'utilisation d’'une plusagde quantité d'initiateur. Les particules
obtenues sont, dans tous les cas, des particuledrigpes, mais des phénomeénes de
coalescence ont été observés pour certaines amgligtudiées, notamment lors de la
combinaison des facteurs F et G au niveau + lt-&'dge lorsque le nombre de moles de
monomere fonctionnel et d’agents réticulants eptus élevé.

Finalement, en ce qui concerne les tailles dedcpées, les syntheses qui conviennent a
I'intégration de particules dans les canaux de mMbde la puce étudiée au chapitre Il sont
celles correspondant aux essais 3, 5, 6, 7 et £3. fihotographies MEB des particules
résultant de ces essais sont présentées sur ke FHb.

Figure IV- 5 : Images MEB des particules de NIPeoles par les synthéses des NIP 3, 5, 6, 7 et 12

du plan d’expériences (Tableau IV- 4 et Tableaud)/-Agrandissement : x4000 . Tension : 5kV.
Parmi ces syntheses, on voit que les particulesnales pour les synthéses 6 et 7 présentent
un important degré de coalescence. De plus, danadale la synthése 7, la dispersion de
tailles est tres grande pour les particules obtnAimsi, ces conditions de synthese ne seront
pas prises en compte pour la suite de I'étude.eEque concerne la synthese 5, les particules
présentent aussi une certaine dispersion de taillealement, pour les synthéses 3 et 12, les
résultats en termes de forme, de taille et de digpe de taille sont assez proches et
satisfaisants dans le contexte de notre étude.ndapg considérant que le meilleur MIP en
bloc du chapitre Il était plutdt constitué d’'EGDM& que celui qui avait été synthétisé avec
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du DVB avait une faible rétention et tres peu ded#&ité pour la cocaine et la BZE, nous
allons conserver les conditions de synthése dedi€scomme base de travail pour la suite de
I'étude car pour cette synthése la proportion d’'B@Dpar rapport au DVB est la plus
élevee.

IV.1.2.3 Ajustements du volume de solvant, de lanp&€rature et de la durée de
polymérisation

Les conditions de la synthése 3 (NIP 3) du plaxmbeiences sont rappelées dans le Tableau
V- 7.

Paramétres Valeur

Ratio EGDMA / DVB 75/25

MeCN / toluéne 100/0

Volume de solvant par mol de molécule empreinte 85 mL

Température de polymérisation 70°C
Vitesse d'agitation 400 min!

Quantité de MAA par mmol de molécule empreinte 8 mmol
Quantité d'agent réticulant par mmol de molécule empreinte 20 mmol
Quantité d'initiateur par mmol de molécule empreinte 1,3 mmol
Durée de polymérisation 24 heures

Tableau IV- 7 : Résumé des conditions de synthagéld 3.

Les conditions de synthése du NIP 3 ont donc étsiels comme base pour poursuivre
'évaluation de l'influence des parameétres de sys¢hsur la morphologie des particules,
sachant qu’un certain nombre de ces parametresepeétre liés entre eux. Dans les essais
précédents, la température ne semble pas avoigranee influence dans la morphologie des
particules lorsque cette température varie de BI’&. Donc, pour mieux évaluer 'effet de la
température, tout en considérant que pour uneenedistabilisation du complexe monomére
fonctionnel/molécule empreinte, une température plasse est recommandée, la synthese du
NIP 3, qui avait été effectuée a 70°C, a été réalEar la suite a 60°C (synthése a). Le temps
de polymérisation avait été fixé a 24 heures peupldn d’expériences. Cependant, lors de
I'étude initiale de linfluence de I'agent réticula il semblait que ce parametre avait une
influence sur la coalescence des particules entes @uisque la synthése a 24 heures
présentait plus de particules agglomérées querthase de 16 heures (Figure IV- 5). Ce
temps de polymérisation a donc aussi été etudéffestuant une synthése comme celle du
NIP 3 mais avec une température de 60°C et uneeddeepolymérisation de 16 heures
(synthése b) au lieu de 24 heures. Finalement,idénast que le volume de solvant semble
avoir une influence sur la taille des particulésjue cette taille augmente avec de plus faibles
volumes, ce parameétre a aussi été étudié. La d¢@adé solvant initialement égale a
85 mL.mmot* pour le NIP 3, a été réduite & 60 mL.mthésynthése c) et & 50 mL.mrol

214



Chapitre IV : Miniaturisation des polymeres a eniies moléculaires

(synthése d) de molécule empreinte, la tempéraftmat fixée a 60°C pour ces deux
synthéses. Les résultats obtenus pour I'ensembleedesynthéses sont présentés dans le
Tableau IV- 8.

Svnthese Température Temps Volume MEB Diamétre
Y (°C) (heures) (mL.mmol) (x4000 , 5kV) (um)
i )
NIP 3 70 24 85 1942,
a 60 24 85 25a43
b 60 16 85 23a27
c 60 24 60 3a4
d 60 24 50 1a10

Tableau IV- 8 : Influence de différents paramésasla forme et la taille des particules de NIP.

La diminution de la température (Tableau IV- 8,thgse a), semble augmenter la taille des
particules obtenues (passage de 2 um pour 70°@na @e diametre pour 60°C). Considérant
uniguement l'effet de la température sur la soltdill’effet contraire était attendu car le

polymere aurait di étre plus soluble a une tempegaplus élevée et donc les particules
devraient étre plus grandes. De méme, d’'un pointugecinétique, a plus haute température,
les chaines de polymere devraient étre terminaes\ple et donc étre plus courtes et plus
solubles. Cependant, lors de l'augmentation deetapé€rature, un nombre de nucléi de
polymérisation plus important est formé puisqu’ilayaussi un nombre plus important de
radicaux libres. Avec un plus grand nombre de nutl§ a moins de chaines de polymere
disponibles favorisant la croissance des particetedonc celles-ci devraient étre plus petites.
Ces deux effets sont contraires, mais considéemtdsultats obtenus, il semblerait que ce
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soit le deuxiéme phénomeéne qui joue un r6le plupomant pour définir la taille des
particules. Considérant qu’'une température de G@@net d’obtenir des particules un peu
plus grandes et qu’elle serait plus favorable pasuite pour augmenter la sélectivité du MIP
gue 70°C, l'étude s’est poursuivie a 60°C. Afin deduire le nombre de particules
coalescentes, une synthése de 16 heures au li2d ldeures a été réalisée (Tableau IV- 8,
synthese b). Si on observe alors une diminutioplttnomene de coalescence, les particules
sont en revanche aussi plus petites. Avec un tghugscourt de polymérisation, les particules
doivent effectivement se trouver dans un état ¢esatontinuent d’intégrer des chaines de
polymere en croissance, et cette réaction doiaicemnent étre plus rapide que la réaction
entre deux particules ayant chacune des radicdaurasurface. Si le temps de synthese est
plus long, les chaines polymériques en solutiomisg&thit en nombre et il y a donc plus de
probabilités de réaction entre deux particulesadpiis s’agglomérent. Enfin, la diminution de
la quantité de solvant (Tableau IV- 8, synthésesd) a clairement un effet sur la dispersion
des tailles des particules, mais aussi sur ledesoance. En effet, lors de la diminution de la
guantité de solvant, la concentration des monoméss augmentée provoquant une
coalescence. Finalement, les meilleures condittsynthése de NIP sont celles du NIP 3
reportées dans le Tableau IV- 7, mais avec uneémtpe de synthese de 60°C au lieu de
70°C, a savoir correspondant & la synthése a.

IV.1.3 Synthese par précipitation et caractérisatia d’'un MIP

IV.1.3.1 Optimisation des conditions de synthese

Les conditions de la synthese a (Tableau IV- 8)abotts été reprises pour la synthése d’'un
MIP, donc en présence de la molécule empreinteders polymérisation. Les images MEB
correspondantes se trouvent sur la Figure 1V- 6.

NIP MIP

X10000

X20000

Figure IV- 6 : Images MEB des NIP et MIP synthé&igéns les conditions de la synthése a du
Tableau IV- 8. Tension = 5kV.

216




Chapitre 1V : Miniaturisation des polyméres a enpies moléculaires

La synthése du NIP semble répétable puisque désydas sont obtenues avec la méme taille
gue celles obtenues précédemment. En ce qui candernMIP, la morphologie est
completement différente de celle du NIP puisque pestes particules amorphes sont
obtenues. En général, on observe dans la littérajue la présence de molécule empreinte
dans le milieu de réaction a une influence impdetgoour la taille des particules [238, 240,
268, 269, 277, 280]. Ici, non seulement les padd&isont beaucoup plus petites lors de
l'intégration de la molécule empreinte dans le enilide polymérisation, mais en plus leur
forme n’est plus sphérique. Il a déja été mentiogumé était nécessaire d’avoir un controle
tres strict du rapport de molécule empreinte agegrilonomeres fonctionnels pour obtenir des
particules de MIP [238], une quantité trop importamle monomere fonctionnel ou de
molécule empreinte ayant pour conséquence la caiguldes particules, tandis qu’une
guantité trop faible donne lieu a I'obtention detigales amorphes. En effet, lors de I'ajout de
molécule empreinte, des complexes molécule empremsnomere fonctionnel se forment et
les propriétés du monomere fonctionnel dans ce tmapne sont plus les mémes que
lorsqu’il se trouve seul en solution.

Parallelement, dans la partie précédente, il aservé que le volume de solvant avait une
grande importance pour le résultat final de lalsgs¢ en termes de taille et de morphologie.
Par conséquent, des MIP ont été synthétisés avw@lus grande quantité de solvant. Des
quantités de solvant de 120 mL.mmet de 170 mL.mmdl ont été évaluées. Les résultats de
ces deux synthéses, ainsi que de la synthése prée&ii85 mL.mmdisont présentés dans le
Tableau IV- 9.

Volume Taille NIP
(mL.mmol) NIP (nm) MIP

85 2,8

120 2,1

170

Tableau IV- 9 : Images MEB des particules de NIBeeMIP synthétisées dans les conditions citées
dans le Tableau IV- 7, mais avec une températuOtigé et en faisant varier le volume de solvant.

Pour le NIP, dans les trois volumes testés, desoprcticules sphériques sont obtenues, mais
leur taille diminue légerement lors de 'augmemtatdu volume de solvant. En effet, lors de
la dilution du milieu, les chaines de polymére esissance ont moins de probabilité de se
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rapprocher et donc il doit y avoir plus de nuckédenc plus de particules mais de plus petite
taille. Dans le cas du MIP, pour les trois voluniestés, les particules obtenues sont
amorphes. Ainsi, un contrdle de la morphologie padicules de MIP par le volume de
solvant porogéne ne semble pas possible.

Considérant que le seul paramétre qui a changéapport aux synthéses de NIP est I'ajout
de la molécule empreinte, une possibilité, pouayssd’obtenir des particules de MIP, doit
consister a réduire fortement la quantité de mdée@ampreinte pour que la quantité de
complexe monomeére fonctionnel/molécule empreinté e méme temps réduite. Dans
I'hypothése de pouvoir obtenir des particules dé> Mh réduisant la quantité de complexe
monomeére fonctionnel/molécule empreinte, différentgntheses ont été réalisées avec de
faibles quantités de molécule empreinte par rapgortquantités de monomere fonctionnel et
d’agent réticulant malgré le risque d’obtenir uport ne possédant pas assez de cavités. La
guantité de solvant a été augmentée dix fois paarlg synthese par précipitation se déroule
correctement. Dans le Tableau IV- 10 sont présdesa®sultats de cette étude.

NIP MIP
Ratio Volume de solvant

MC/MF/AR | (mL.mmol"' de MC}

Morphologie Image MEB Morphologie Image MEB

Quelques sphéres

1/80/200 850 Spheres 2.8 um de 3,8 umde diamétre
diamétre et particules
amorphes
Agrégats et quelques "
1/20/200 850 spheres 3 um de Sphéres 1,9 umde

o diamétre
diamétre

Agrégats, blocs et
1/8/200 850 quelques sphéres b
pmde diamétre

Sphéres 2,7 umde
diamétre

Spheres de tailes
disperses (1 pmab
pm)

1/4/200 850 Blocs et agrégats

Nanosphéres et
microsphéres, tailles
disperses

Agrégats et sphéres

1BaN Bl de talles disperses

Tableau IV- 10 : Images MEB des particules de NIBeeMIP synthétysées avec du MAA comme
monomere fonctionnel (MF), de la cocaine comme ocubéecible (MC) et un mélange de
EGDMA/DVB (75/25, mol/mol) (AR), avec différentstras MC/MF/AR dans du MeCN.

La premiere synthese réalisée est assez semblaeleadécrite dans le Tableau IV- 7 avec
une polymérisation a 60°C, mais la quantité de madéécible a été réduite dix fois. Pour cette
premiére synthése, il semblerait qu'effectivementréduction de la quantité de molécule

218



Chapitre 1V : Miniaturisation des polyméres a enpies moléculaires

empreinte ait eu pour conséquence la productiosptiéres pour le MIP mais leur quantité
reste tres faible, donc le complexe MAA/cocaindérgeve toujours en quantité suffisamment
importante pour perturber la réaction de polyménsapar précipitation. Lorsque l'on
modifie les ratios de molécule empreinte/monomeretionnel de 1/20, 1/8 et méme 1/4
sans modifier la quantité d’agent réticulant (donolécule empreinte/agent réticulant =
1/200), les NIP obtenus ont une morphologie qupache de plus en plus a celle d'un bloc
notamment lorsque I'on réduit la quantité de mon@m@nctionnel. La dilution étant la
méme dans tous les cas, il semblerait alors queghémomeéne de séparation de phases du
polymére dépende fortement de la présence du maeorfanctionnel. Lors de la
copolymérisation, le MAA doit probablement créers dépulsions entre les particules en
croissance, et donc lorsque ce MAA n’est plus prgdes particules doivent avoir plus de
facilité a se rapprocher et créer un réseau glaleupmoche d’'une synthése en bloc. Dans le
cas du MIP, les particules sphériques devienneptudeen plus grosses lorsque la quantité de
monomere fonctionnel diminue tout en conservarfadedes quantités de molécule empreinte.
Le monomeére fonctionnel est toujours en exceés gapart a la molécule empreinte, donc il
existe sous deux formes, en tant que MAA libreretamt que complexe avec la cocaine. La
différence de réactivité du MAA sous ces deux famdeit étre a l'origine de la perte du
phénomene de précipitation lors de la synthése M. Il est donc nécessaire dans ces
conditions de bien moduler la quantité de MAA, deaine et d’agent réticulant pour avoir
une synthése donnant lieu a la formation de paescsphériques. Parmi les différentes
syntheses de cette étude, le MIP résultant de lidation du rapport molécule
empreinte/monomeére fonctionnel/agent réticulant 1d8/200 présente une morphologie
acceptable pour son utilisation dans un microsystawec des canaux de 75 um de c6té. La
rétention des analytes cibles sur ce polymére ckpendant étre étudiée pour évaluer s'il
permet leur extraction sélective.

IV.1.3.2 Evaluation de la sélectivité du MIP

Ayant obtenu des particules sphériques de MIP diaike adéquate par précipitation, la
rétention des molécules cibles a donc été étuBigeédemment, la sélectivité d’'un MIP avait
toujours été évaluée en étudiant en paralléle IB Btlson NIP correspondant. Or, aucune
particule n’a été obtenue pour le NIP synthétisgsdas mémes conditions, donc il ne permet
pas vraiment d’évaluer la sélectivité du MIP copaslant. Par conséquent, la rétention du
MIP sera comparée avec celle du NIP qui lui res$enebplus en morphologie, c’est-a-dire
celui qui correspond a la synthése de NIP optimiki les parametres sont résumés dans le
Tableau IV- 7 mais avec une température de réadedd0°C.
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Pour évaluer la rétention de la cocaine sur le WB7200 et le NIP, des pré-colonnes de
20 mm de longueur et 1 mm de diametre internegtintemplies avec environ 17 mg de MIP
ou de NIP en utilisant des frittés de 0,5 um deogitd pour maintenir les particules de
2,7 um. Une série de lavages a été effectuée pdoumér les réactifs restants apres la
synthese par précipitation ainsi que la moléculpremte. Pour étudier la sélectivité du MIP,
un protocole hors ligne a été choisi car il ess@imple de mettre en ceuvre qu’un couplage
en ligne. Il consiste a collecter les fractionscpé¥es en sortie de pré-colonne pour analyser
le contenu. La pré-colonne a donc été connectéetdiment a une pompe et les volumes
percolés ont été déterminés grace au débit (0,2nint) de la pompe et & la durée de
percolation. La sélectivité étant normalement lespimportante dans le milieu de synthése, le
protocole d’extraction de la cocaine a été dévealaap milieu MeCN. Le protocole ainsi que
les résultats obtenus sont présentés dans la Higure

(200 coc o BZE

1000 1000
NIP 8 MP Mk

80,0 80,0

60,0 60,0

Rendement (%)
Rendement (%)

400 40,0 I

1
20,0 20,0
: i I i
00 ol _uih . 00 .
2 E1 E2

P L1 L2 E1 E2 P L1 L

Etape Description

Percolation — P 1 mlL0,1 yg mL-'COC et BZE en MeCN
Lavage 1-L1 1 mL MeCN

Lavage 2 - L2 1 mL MeCN/MeOH 95/5 viv

Elution 1 -E1 1 mL MeOH/CH,COOH 85/5 viv

Elution 2 -E2 1 mL MeOH/CH,COOH 95/5 viv

Figure IV- 7 : Profils d’extraction de la cocaindaeBZE sur des pré-colonnes de 20 mm de longueur
et 1 mm de diametre interne remplies avec le M8200 et avec le NIP décrit dans le Tableau IV- 7
mais avec une polymérisation a 60°C (n=3).

Pour la cocaine, aucun des deux supports ne éntdbrs de la percolation. Or le solvant de
percolation, donc le MeCN, est le méme que cellisétlors de la synthése du MIP. Il s’agit
donc du milieu pour lequel les interactions engecdcaine et le MIP doivent étre les plus
fortes. Comme il n’y a aucune rétention, il estgiloie qu’il n’y ait pas de sites d’interaction
spécifiqgue dans ce MIP a cause de la rédution dedatité de complexe cocaine/MAA. Pour
la BZE, il y a une meilleure rétention, puisqu’eiet quasiment retenue completement a la
percolation par le MIP et le NIP testés. Cependdnsemblerait qu’il n'y ait aucune
sélectivité donc les interactions polaires obsesvéleivent étre plutét de nature non-
spécifiqgue. Considérant que le NIP et le MIP tesigsont pas issus de la méme synthése,
leurs structures pourraient donc étre trés difti@emduisant aussi un mécanisme de rétention
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différent. D’ailleurs le NIP testé conduit a uneilleere rétention de la cocaine que le MIP.
Ces résultats expriment les limites que reprédaritisation d’un NIP pour évaluer un MIP
obtenu dans des conditions différentes. Il est daroessaire d’obtenir des particules de NIP
et de MIP dans les mémes conditions de synthese gmuwoir vraiment comparer leurs
rétentions.

Une derniere série de synthéses de MIP a été ééadis faisant varier les proportions des
agents réticulants EGDMA et DVB pour tenter d’oliteles particules de NIP et de MIP pour
une méme synthese. Les résultats obtenus sonhpEgskans le Tableau V- 11.

NIP MIP
Ratio Volume de solvant | Ratio EGDMA/DVB
MC/MF/AR | (mL.mmol* de MC) mol/imol Taille
Image MEB (um)

Taille

Morphologie
(um) e

Morphelogie

1/8/20 85 75125 23 Microsphéres

- 1,641 Microsphéres

non Bloc, agrégats

Sphéres et

118120 85 50/50 2
agrégats

01et15

2a3 Microsphéres
et et
01304 nanosphéres

1/8/20 85 2515 08a101 Microsphéres

Tableau IV- 11 : Images MEB des particules de NIBeeMIP synthétisées avec du MAA comme
monomere fonctionnel (MF), de la cocaine comme oudéecible (MC) et un mélange de
EGDMA/DVB variable (AR), dans du MeCN.

Pour les NIP obtenus, il semblerait que I'augmémnatie la proportion de DVB dans le
milieu de polymérisation conduit & des particulasactérisées par deux tailles différentes. On
observe également que plus il y a de DVB, plus rigp@rtion de particules de grande
dimension est grande. Les particules pourraieggmetr plus ou moins dEGDMA expliquant
ainsi la différence des tailles obtenues. Il esbpble que les particules les plus grosses soient
principalement formées de DVB puisque lors de lraagtation de la proportion de DVB il y
a de plus en plus de particules de grandes dimensbans le cas du MIP résultant de
I'utilisation de 50 % d’EGDMA, il y a toujours foration de particules amorphes de petite
taille, mais avec 25 % d’EGDMA, des particules sjghées sont obtenues avec deux tailles
tres différentes puisqu’il y a formation de nanasels et de microsphéres. Il semblerait donc
gue l'ajout de cocaine dans le milieu de polymépsaait pour effet de réduire la
copolymérisation de 'EGDMA avec le DVB. Avec unailfle proportion d’EGDMA,
'obtention de deux types de particules sphérigpesrrait étre liée a ce manque de
copolymérisation, c’est-a-dire que les microsphéest certainement constituées de DVB
tandis que les nanosphéres doivent probablememtcémistituées d'EGDMA. Finalement,
pour la synthese effectuée avec 25 % d’EGDMA et%/8e DVB des microspheres ont été
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obtenues pour le NIP et pour le MIP. Il est donsgilde de comparer la rétention de la
cocaine sur ces deux supports et d’évaluer airssilétivité du MIP obtenu.

Pour évaluer la sélectivité du MIP obtenu avec 28’'EEGDMA et 75 % de DVB, comme
pour les supports précédents, des pré-colonne® der2de longueur et de 1 mm de diameétre
interne ont été remplies de NIP ou de MIP. PouMI®, les nanospheres ont d’abord été
éliminées par centrifugation et filtration pour tévide boucher les frittés de la pré-colonne.
Les polymeres ont été lavés avant de réaliser fesognles d’extraction. Le protocole
d’extraction ainsi que les résultats obtenus sogggntés sur la Figure 1V- 8.

coc BZE
100,00 100,00
80.00 [ P sono NIP = MP
% 50,00 % 60.00 5
E 4000 E 4000 L
2000 I 2000 '
_ . . [ -
P L E p L E
Etape Description
Percolation — P 1mL0,1 pg.mL'COC et BZE en MeCN
Lavage —L 1 mL MeCN/MeOH 98/2 v/v
Elution - E 1 mL MeOH/CH,COOH 80/10 viv

Figure IV- 8 : Profils d’extraction hors ligne dedocaine et la BZE appliqués sur des pré-colotdees
20 mm de longueur et 1 mm de diametre interne riesiplvec le MIP 1/8/20 avec 25 % d’EGDMA et
75 % de DVB et avec le NIP correspondant (n=3).

Comme précédemment, la cocaine n'est pas retenymrnle MIP ni par le NIP a la
percolation. Ce manque de rétention n’est certagmerpas uniquement lié a la présence du
DVB puisque dans le chapitre Ill, un MIP en bloba@se de DVB et dEGDMA avait été
synthétisé et celui-ci présentait une légére sgleketpour la cocaine. Cependant il est
important de noter que des nanoparticules ont IBsérgées lors de la synthése du MIP qui
sont vraisemblablement constituées d’EGDMA. Or, clemplexe cocaine/MAA qui a
probablement une plus grande affinité pour TEGDINM#Ae pour le DVB a di se retrouver
plutbét dans les nanoparticules éliminées que dassniicroparticules introduites en pré-
colonne. Lors de la synthése en bloc, ce complegaine/MAA doit se retrouver forcément
intégré dans la chaine polymérique puisqu’il y & wuantité minimale de solvant et la
copolymérisation a forcément lieu, tandis que dangtaction par précipitation, la dilution
doit réduire les probabilités de réaction entreclegines en croissance de DVB et le MAA qui
se trouve sous forme de complexe avec la cocaineceEqui concerne la BZE, elle est
faiblement retenue sur le MIP et par des interastigrincipalement non-spécifiques puisque
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le NIP la retient aussi bien. Donc le MIP obtenast’a priori pas sélectif pour la cocaine ni
pour la BZE.

IV.1.4 Conclusions

La polymérisation par précipitation est un modesyiethése facile & mettre en ceuvre et qui
permet d’obtenir des particules sphériques avedalss allant de 0,1 um jusqu’a environ

10 um. Différents parametres ont été étudiés pobtention de particules sphériques de NIP
et leurs effets sur la morphologie et la taille gasticules ont été discutés. Finalement, les
parameétres ayant un effet important sur la mormielodes particules de NIP sont

principalement le type d’agent réticulant, la nat@t la quantité de solvant utilisé. Des
particules sphériques de NIP d'une taille appraprent alors été obtenues grace a
I'optimisation d’'un grand nombre de paramétresydaigese.

La synthese optimisée pour le NIP a par la suégeappliquée pour la synthese du MIP mais
la présence de la molécule empreinte a empéctarafion de microspheres de polymere.
En effet, il semblerait que la réaction de préaijiin soit trés influencée par la présence du
complexe molécule cible/monomere fonctionnel qunlske inhiber la copolymérisation entre
le DVB et 'TEGDMA. Finalement, pour I'obtention aeicrospheres de MIP, il a été décidé de
réduire fortement la quantité de complexe cocaid&Mar rapport a la quantité d’agent
réticulant, mais cela n’a par permis d'obtenir unPMcapable de retenir la cocaine
sélectivement car le nombre de sites d’interaction étre tres réduit. Une autre approche a
consisté a augmenter la quantité de DVB par rappdEGDMA. Cette deuxieme stratégie
n'a pas été efficace probablement car le complexaioe/MAA s’est trouvé principalement
dans les nanoparticules ’EGDMA qui ont été élimmeéla synthese de particules avec
100 % de DVB ne donnerait certainement pas de eoedl résultats puisqu’il avait été
observé pour la polymérisation en bloc que la $@igz dans ces conditions est trop faible.

D’autres méthodes de synthése de particules peuntréire testées pour synthétiser un MIP
cocaine sélectif, mais elles sont plus compliqugtesequierent une prise en main assez
importante. Un autre choix pouvant permettre laiatimisation des supports serait donc de
faire la synthése in situ du MIP dans des capdfairmavant l'intégration dans des
microsystéemes, et dans ces conditions, il semblegue I'approche la plus simple soit la
synthese de monolithes.
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V.2 Synthése de MIP en format monolithe dans desapillaires

Dans la partie précédente, la synthése de padicsphériques de MIP sélectifs pour la
cocaine n'a pas été possible par une méthode gen@osation par précipitation a cause du
grand nombre de facteurs qui doivent étre contrpéag I'obtention de spheres. En effet, |l
n'a pas été possible de trouver un compromis pobtdntion de particules sphériques de
MIP de 1 a 5um de diamétre qui permettent de iretg¥lectivement la cocaine. Une
deuxieme option pour la miniaturisation du traiteinge I'échantillon avec des MIP consiste
a synthétiser des phases monolithiques in situ dasscapillaires ou dans des canaux de
microsystemes. Les mélanges de polymérisation peuype de synthéses sont finalement
assez proches de ceux utilisés pour une synthdsleerbien que le volume de solvant utilisé
soit intermédiaire entre une polymérisation en dbaine polymérisation par précipitation.
Dans cette derniére partie, la synthése de supmomslithiques de MIP est présentée.

IV.2.1 Choix des conditions de synthese

La synthése de monolithes de MIP dans des cap#last assez semblable a la synthése en
bloc. Cependant, il est nécessaire de prendre mpteoles spécificités du format capillaire
pour pouvoir développer la synthése. Tout d’abtednonolithe doit pouvoir s’ancrer aux
parois du capillaire, ce qui entraine des étapimlas supplémentaires d’activation et de
silanisation des parois du capillaire avant deigéalla polymérisation. Une deuxiéme
particularité des monolithes est que la taille deses conditionne les caractéristiques de la
colonne résultante. A ce titre, les phases moriglit/s possédent deux types de pores : des
macropores (>50 nm) qui permettent I'écoulemens dieiides a travers la colonne
monolithique et des mésopores (2-50 nm) qui augeménd surface spécifique de la phase
stationnaire. Donc, une des difficultés de la syaghde MIP en format monolithique réside
dans l'obtention d'un support perméable qui possédeplus un nombre de sites de
reconnaissance spécifiqgue élevé. Des travaux antérréalisés dans le laboratoire ont été
effectués pour la synthése d’un MIP en format mitmeIlsélectif pour I'alfusozine [158]. Ces
travaux seront donc considérés comme une premgééeence pour le développement de la
synthése de MIP sélectifs pour la cocaine. Legmifftes étapes de synthése des monolithes

dans des capillaires seront discutées brievemeria zaite.

IV.2.1.1 Traitement de surface des capillaires
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Pour permettre 'ancrage du monolithe forméitu dans le capillaire, la surface du capillaire
doit intégrer des groupements vinyliques pouvaagiréavec les chaines de polymere formées
a lintérieur du capillaire. Une premiére étapeumpoonditionner le capillaire, est celle de
l'activation de sa surface interne. Cette étapenestmée étape de gravure (« etching »).
Cette procédure consiste a accroitre le nombrealggments silanols a la surface interne du
capillaire, puisque ce sont ces silanols qui rémgipar la suite pour former des liaisons
vinyliques. Le principe est d’utiliser tout d’aboud traitement a la soude pour dé-protoner les
groupements silanols de surface en les rendant disgonibles, suivi d’'un traitement a
I'acide pour re-protoner les groupements silanibisrés. La deuxiéme étape de traitement de
la surface des capillaires est une silanisationcqusiste a lier chimiquement des composés
organosiliciés ou organométalliques a la paroi ritrede du capillaire. Dans I'étude
bibliographique réalisée précédemment au labom{dis8], trois protocoles principaux ont
éte identifiés pour I'ancrage de monolithes orgaesgyde MIP dans des capillaires. Ces trois
protocoles sont présentés sur le Tableau IV- 1@lue couramment utilisé pour la synthése in

situ de MIP étant celui de Hjerten.

Protocole Activation Silanisation Source
. Tamb, 1 h, y-MAPS 1,7 mmol.L"!
-1 ’ ’ ’
Hierten Tamb, > 30 min, NaOH 1 mol L dans CHsCOOH 6 mmol L [286]
Tamb, > 30 min, H20 _
(pH=3,5)
120°C, 2 h, NaOH 1 mol.L-*
Tamb, 15 min, H20 120°C, 6 h, y-MAPS / DMF (1/1,
Horvath Tamb, 15 min, acétone viv) avec 0,1 % DPPH [287]
Séchage 60°C, 1 h
Lin Tamb, > 30 min, KOH 1 mol.L-! 60°C, 12 h, CH.=CHMgBr / THF [288]
Tamb, > 30 min, H20 (1/5, viv)

Tableau IV- 12 : Protocoles de prétraitement délleps en silice pour la synthese de monolithmes i
situ de MIP (Tamb : température ambiante, min :utdg, h : heures;MAPS :y-méthacryloxypropyl
triméthoxysilane, DPPH : hydrate de 2,2-diphénylidrylhydrazyl, THF : tétrahydrofurane,
adapté de [158]).
Considérant les résultats obtenus dans les traamatidéxieurs du laboratoire [158], un protocole
trés proche de celui de Hjerten, mais avec uneeéapplémentaire d’activation avec de
I'acide chlorhydrique a été utilisé pour la suiesaynthéses. En effet, ce protocole avait été
utilisé finalement pour la synthese de MIP alfuseztar il permettait de réaliser une couche
fine dey-MAPS a la surface interne du capillaire. De plus,bon ancrage du MIP a été
obtenu. Finalement, le protocole de prétraitemestapillaires de silice est celui décrit sur le
Tableau V- 13. Apres silanisation, les capillaisgmt rincés avec de I'eau puis du MeCN
puis ils sont séchés en y faisant circuler de tagendant vingt minutes avant le remplissage
avec le mélange de polymérisation.
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Activation des silanols Silanisation
1) Tamb, 1h,NaOH1 M
2)  Tamp, 5 min, H20 Tamb, 1 h, y-MAPS 1,7 M + CH3COOH 6 mM
3)  Tam, 1ThHCI, 0,1 M (pH =3,5)
4)  Tamb, 5 min, H20

Tableau IV- 13 : Conditions finales de traitemees dapillaires en silice de 100 um de diameétre
interne, avant leur remplissage avec la solutiopalgmérisation (adapté de [158]).

IV.2.1.2 Choix des réactifs pour la polymérisation

Si pour la polymérisation par précipitation il avi@llu s’éloigner des conditions de synthese
en bloc, pour la synthése in situ de MIP sélegtifar la cocaine, les réactifs utilisés peuvent
rester assez proches de ceux de la synthese en(dblapitre Ill). Ceci est d’autant plus
intéressant que le MIP en bloc avait montré uneslexate sélectivité pour la cocaine dans
toutes les conditions testées ainsi qu'une bonrdectsgté pour ses deux métabolites
principaux dans un milieu organique tel que le Me(ur mémoire, ces conditions
consistaient a utiliser la cocaine comme molécuaigreinte et le MAA comme monomere
fonctionnel.

En ce qui concerne 'agent réticulant, c’est 'TEGBRMui avait permis d’obtenir les meilleurs
résultats en termes de sélectivité, il pourra détre testé pour la suite des synthéses.
Cependant, une autre possibilité peut consistétisen du TRIM puisque dans le chapitre I,
cet agent réticulant a montré une bonne sélectpoiér la BZE et une sélectivité moyenne
pour la cocaine. De plus, le TRIM ayant trois faones méthacrylate, il devrait pouvoir
conduire a la formation d’'un réseau tridimensionpkls stable avec une structure plus
poreuse que celle obtenue avec 'TEGDMA. Enfin, RIMI devrait permettre une meilleure
définition des cavités spécifiques ainsi qu'un ieeil ancrage du monolithe aux parois du
capillaire. Ainsi, les deux agents réticulants, BEDet TRIM, seront testés pour la synthése
in situ de monolithes de MIP dans des capillaires.

Finalement, en ce qui concerne le porogéne, laapiuges travaux concernant la synthese de
monolithes de MIP dans des capillaires utilisentoleene comme solvant porogéne [158],
mais le MeCN a tout de méme été utilisé dans upoasla synthese d’un monolithe de MIP
sélectif pour la 4-aminopyridine utilisé par la tsui pour la séparation
électrochromatographique des isoméres de I'amindipgr [289]. Jusqu’ici c’est le MeCN
qui a été utilisé dans tous les cas pour la syatdésMIP de ce travail, aussi bien en bloc que
pour la polymérisation par précipitation. De plirsque le toluéne a été utilisé pour la
synthese de sphéres par précipitation, il a étérebsjue la taille des particules obtenues était
significativement plus faible que lors de l'utilism de MeCN pur. Considérant que le
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mécanisme de synthese des monolithes soit procHa peecipitation, I'agrégation de ces
petites particules pour la formation du monolitloeiait donner lieu a un réseau polymérique
avec des pores trop petits et donc avec une fpdi@éabilité. Il a donc été décidé d'utiliser
du MeCN pur comme solvant porogéne. Lors de lah®gd de monolithes imprimés,
I'utilisation d’'un co-porogene est souvent nécassaiour rendre les colonnes permeéables
[290]. L'un des co-porogenes les plus utilisésl'estoctane [158], il sera donc utilisé dans
les synthéses suivantes a une teneur de 10 % oalgeynthése des monolithes in situ de
MIP alfuzosine, cette composition de MeCN/isooct®&®10 v/v avait donné lieu & un
monolithe de perméabilité suffisante.

En ce qui concerne la polymérisation, elle a é@llis€e thermiquement dans un bain
thermostaté a 63°C en suivant le protocole utpigeédemment dans le laboratoire [158]. En
effet, I'étude préliminaire de la synthése de mihes in situ dans des capillaires de 100 pum
de diametre interne de MIP alfuzosine avait mogtré l'initiation thermique est suffisante
pour la synthése d’'un MIP dans des capillairesplar, avec une température de 63°C, et un
temps de 80 minutes, le monolithe est formé unifan@ant sur toute la longueur du capillaire

(L=15cm).

IV.2.1.3 Mise en ceuvre des synthéses

Dans le travail réalisé précédemment au laboratfifs], le montage utilisé pour le
remplissage des capillaires consistait en l'intcddun des solutions dans le capillaire par
gravité tout en appliquant une Iégere pression pousser la solution dans le capillaire. Dans
le cas du présent travail, le remplissage a étésééavec un pousse seringue & 500 nLmin
d’'une part car ce mode de remplissage est pluefaanettre en ceuvre, et d’autre part parce
gue le pousse-seringue permet d’avoir un meilleatréle du remplissage. Ceci est bénéfique
pour améliorer la répétabilité de la synthése gtiseuvent un probleme pour la synthese de
monolithes in situ dans des capillaires. En pluséddiser les remplissages avec un pousse
seringue, chacune des solutions de remplissage soeiquée pendant deux minutes avant de
remplir la seringue pour réduire les risques den&dion de bulles. En effet, lors d’'une des
synthéses ou les ultrasons n’ont pas été utilisg@istde remplissage, il a été observé que, suite
au rincage de la colonne monolithique, des padiesapillaire qui semblaient contenir le
polymeére, n’étaient plus remplies (Figure V- 9 protocole de synthese de monolithes est
présenté en annexe 9.
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Aprés

Figure IV- 9 : Observation par microscope optiquendapillaire rempli de MIP cocaine issu d’'une
synthése sans étape préalable de sonication arahta(t) et aprés (en bas) son ringage avec du
MeCN a 200 nL.mif.

Des bulles d’air se sont probablement formées geitdant la silanisation, soit lors du
remplissage du capillaire avec la solution de pélysation, et donc I'ancrage de celui-ci a
été incomplet, ce qui a entrainé le décrochememateeaux de polymére a divers endroits
du capillaire (Figure V- 9). Apres lintroductiode I'étape de sonication, ce type de
probleme n’a plus été observé par la suite.

IV.2.1.4 Méthode de caractérisation des capillais MIP

Les monolithes peuvent étre caractérisés par leupmologie, mais aussi par leurs propriétés
de rétention. Pour estimer les propriétés strulgsrdes monolithes, deux méthodes ont été
utilisées qui sont I'imagerie par MEB et la mesundirecte de la porosité des monolithes.

Pour observer la structure des monolithes obteuans, partie du capillaire contenant le
monolithe est sectionnée, puis une fine couche esbdéposée dessus pour rendre la surface
conductrice. Ensuite, une image de ces monoliteseprese au MEB. Les images obtenues
permettent ainsi de déterminer si I'ancrage du rittreoest correct et s'’il occupe la totalité de
'espace intérieur du capillaire. Ces images dohrarssi une estimation de la taille de
macropores ainsi qu'une idée de la forme du mdmaliBien que I'imagerie MEB soit une
méthode destructrice, elle requiert seulement d’'petite section de capillaire pour étre
réalisée et apporte en méme temps une grande gudimformation.

Concernant la porosité, une estimation de cellpeut étre réalisée en mesurant la
perméabilité de la colonne monolithique. En eff@tperméabilité dépend du nombre et de la
distribution des tailles des pores ainsi que dupedap macropores/mésopores. Cette
perméabilité au flux de phase mobile peut étre ideédie la loi de Darcy :

_ nlu

AP
KO
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ou AP est la perte de charge (en Pascalskst la viscosité de la phase mobile (en
centipoises), L est la longueur de la colonne (dfinmetres), u est la vitesse linéaire de la
phase mobile (en millimétres par seconde), et K°l&sonstante de perméabilité de la
colonne (en millimetres carrés). Ainsi, pour obtdai perméabilité de chaque capillaire, la
longueur L du capillaire a été fixée et le capitaia €té connecté a une pompe de
nanochromatographie (nanoLC) avec une phase mabileposée de 100 % de MeCN
(n = 0,34 cp) & un débit de 200 nL.rinLa vitesse linéaire de la colonne a été déterainé
grace au temps de rétention d’un marqueur de iétentlle (acétone). Ainsi, la perméabilité
intrinseque des colonnes monolithiques a été datéama partir de la mesure de la perte de
charge des colonnes ainsi que par la mesure dustempétention nulle lors de I'injection
d’acétone avec une phase mobile de 100 % de MeZD0 aL.min.

En ce qui concerne la sélectivité des capillairesMiP, elle a été estimée a partir de la
comparaison des propriétés de rétention des NNPR{par I'obtention des IF des MIP. Pour
ce faire, les capillaires de NIP ou de MIP ontd#éoupés pour avoir une longueur de 5 cm,
puis ont été connectés a la chaine nanoLC génénanébit de MeCN de 200 nL.minDes
solutions d’acétone, en tant que marqueur de tetep®tention nulle, ou de cocaine ou de
BZE ont été injectées (=250 nL) pour obtenir les facteurs de rétentienla cocaine
(Kcoc) et de la BZE (kzg). L'IF a été obtenu par I'équation suivante :

IF(coc ou BzE)= Kmip(coc ou BZE) Knip(cOC ou BZE)

Plus le facteur d’impression est élevé, plus lact@élité du MIP peut étre considérée comme
élevée, sachant qu'a partir de IF =1, on consideeele MIP est sélectif car sa rétention est
supérieure a celle du NIP.

IV.2.2 Optimisation de la synthése

IV.2.2.1 Choix de I'agent réticulant

Ayant défini le mode de synthése ainsi et les iSagtilisés, un premier NIP a été synthétisé
avec de 'EGDMA comme agent réticulant. En effeéme si les conditions de synthese
optimisées pour le MIP alfuzosine témoignent délidation du TRIM et pas de TEGDMA
[158], considérant que le MIP en bloc sélectif plaucocaine contient de 'TEGDMA (chapitre
ll), cet agent réticulant a tout d’abord été s#li Les conditions de cette premiere synthese
sont présentées sur le Tableau IV- 14.
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Parametre Valeur
Molécule cible (MC) cocaine
Monomére fonctionnel (MF) MAA
Agent réticulanr (AR) EGDMA
MC / MF / AR 1/16/48 (mol / mol / mol)
Porogene (P) MeCN
Co-porogene Isooctane (10 % v / v)
(MF + AR) / P 30/70 (v/v)
Initiatieur AIBN (1,5 % m/ m rapporté a MF + AR)
Initiation Thermique 60°C 80 minutes

Tableau IV- 14 : Conditions de synthése initialearda synthése de monolithes de NIP ou de MIP
par synthese in situ dans des capillaires de 10dgidiamétre interne.

Une coupe transversale du monolithe obtenu a été abservée au MEB et sa perméabilité a
été estimée en connectant un capillaire de 5 cectdiment a la pompe nanoLC a un débit de
0,2 puL.min* de MeCN. Malheureusement, le monolithe ainsi abtetétait pas perméable
puisque la pression est tres vite montée au-deB0@dars. Une nouvelle synthese de NIP a
donc été réalisée avec un volume de solvant plgermant (MF+AR)/P = 20/80 v/v) pour
favoriser la formation d’une structure macroporeples importante. Dans ces conditions, le
NIP obtenu avait une perméabilité acceptable anecA®/I=2,23 bar.cril pour un débit de
0,2 pL.mir* de MeCN, | désignant la longueur du capillaireeldynthése de MIP a donc été
réalisée dans ces mémes conditions pour la solut@rpolymérisation mais avec de la
cocaine dans la solution. La Figure IV- 10 préséegemages des deux NIP synthétisés avec
différents volumes de solvant ainsi que du MIP awee quantité de solvant de 22 mL.mthol
de molécule cible.

X 1000

X 4000

NIP EGDMA 30/70 NIP EGDMA 20/80 MIP EGDMA 20/80

Figure IV- 10 : Images MEB des NIP et MIP synthétiavec de 'TEGDMA avec des rapports
volumiques de (MF+AR)/P de 30/70 et 20/80 v/v. Astconditions : voir Tableau IV- 14.
Ces images MEB montrent effectivement que la ptéosst différente entre les deux
synthéses de NIP : I'apport en solvant de la dengigynthese est suffisant pour changer la
porosité du monolithe ainsi obtenu. Cependangnilserait que le monolithe de NIP dilué ne
soit pas tout a fait ancré aux parois du capillaiesqui expliquerait que la perte de charge soit
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aussi faible. Lorsque la perméabilité du MIP cqreeslant a été testée, un filament blanc
s’est décroché du capillaire. En observant I'im&feB de ce MIP il est apparu clairement
que celui-ci n’était pas ancré aux parois du caipdl LEGDMA semble avoir une forte
interaction avec le MAA. D’ailleurs, les réactivstelu MAA et de 'TEGDMA sont assez
proches. Par conséquent, 'TEGDMA est moins disgenilour réagir avec les groupements
vinyles de la paroi du capillaire, ce qui explicaiete défaut d’ancrage du polymére observé.
Dans le cas du MIP, ce probleme d’ancrage semlaererplus important que dans le cas du
NIP. Probablement lors de la formation du compl€x@C/MAA, TEGDMA a une affinité
encore plus importante pour le MAA que quand ilrsieouve seul en solution, et donc la
disponibilité de 'TEGDMA pour I'ancrage aux parala capillaire est encore plus faible. Il est
donc judicieux de changer d’agent réticulant. Aidsi TRIM, qui est un agent réticulant
trisubstitué et donc qui devrait permettre un reaillancrage que 'lEGDMA aux parois du
capillaire, a été évalué.

Pour la suite de I'étude, les mémes conditionsythgse que celle décrites sur le Tableau
IV- 14 ont été utilisées mais en remplacant TEGDNAr du TRIM. Considérant que le
TRIM est trisubstitué, et sachant que le NIP EGD#&paré précédement avec un ratio
(MF+AR)/P = 30/70 n’était pas perméable, il n'esispsurprenant de constater que le NIP
TRIM n’est pas non plus perméable dans ces comgditiGomme dans le cas de 'TEGDMA, le
milieu de synthése a été dilué ((MF+AR)/P = 20/86ur réussir a obtenir un monolithe de
NIP avec du TRIM qui soit perméable. Sur la Figife11 sont présentées les images MEB
de ces deux syntheses de NIP.

X 1000

X 10000

NIP TRIM 30/70 NIP TRIM 20/80

Figure IV- 11 : Images MEB des NIP synthétisés alied RIM avec des rapports volumiques de
(MF+AR)/P de 30/70 et 20/80. Autres conditions irviableau IV- 14.
Comme dans le cas de l'utilisation de 'EGDMA, Iganentation du volume de solvant
permet de diminuer la perte de charge généréeepaoholithe résultant, la perte de charge
(AP/l) obtenue étant égale & 1,7 bar'crdailleurs, dans la Figure IV- 11 la morphologie
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observée pour les deux monolithes semble différamée un volume de pores qui semble
plus important pour le monolithe obtenu en milielwé L'ancrage du monolithe 30/70 ne

semble pas total sur I'image MEB, cependant, c@mait I'importante perte de charge

obtenue (> 40 bar.ch), I'ancrage doit étre correct et il peut justeg&al’un effet d’optique

lié au positionnement du capillaire lors de la grie I'image MEB. En ce qui concerne la
synthese 20/80, I'ancrage semble correct sur tawtarface interne du capillaire. Considérant
que la quantité de solvant a utiliser par mmol adécule cible est tres élevée pour rendre le
monolithe perméable, la quantité de monomeres @aatda suite réduite a un rapport plus
classique de 1/4/20 comme dans la synthése erdblohapitre IlI.

I\V.2.2.2 choix des rapports molaires des réactifs

Une série de syntheses de NIP et de MIP avec yoramolaire de MC/MF/AR égal a
1/4/20 a été réalisée avec du TRIM comme agerntutétit, du MAA comme monomeére
fonctionnel, du MeCN avec 10 % d’isooctane commegene, et une initiation thermique
avec de 'AIBN a 63°C pendant 80 minutes. Dansecsdtrie de syntheses, le ratio volumique
de (MF+AR)/P a été modifié entre 10/90 (0,11) ef784(0,32), pour évaluer les meilleures
conditions de synthése pour I'obtention de monetitherméables. Apres chaque synthése, les
capillaires ainsi préparés ont été decoupés, pettee de charge (efP/l) a été évaluée en
nanoLC avec un débit de MeCN de 0,2 pL.hisur la Figure IV- 12 sont présentés les
résultats de cette étude.
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Figure IV- 12 : Etude du rappotP/lI des monolites de NIP et de MIP avec un ratitam®
COC/MAA/TRIM de 1/4/20 en fonction du ratio volunoig (MF+AR)/P. La ligne pointillée rouge
représente la limite pour uxP/l de 10 bar.cth
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Une tendance assez claire est observée pour leetN#3 MIP puisque la perte de charge
augmente lorsque la quantité de porogene diminoac(djuand le rapport (MF+AR)/P
augmente). Considérant que les monolithes de Mishtatilisés par la suite pour développer
une procédure miniaturisée de SPE en ligne, il séessaire d’'éviter d’avoir une perte de
charge trop importante au niveau du monolithe. Centemlongueur de MIP gu'il est prévu
d'utiliser est de 5cm, une perte de charge deat@ti* serait un maximum de pression
acceptable pour la méthode en ligne. En effet, dass conditions, une pression totale
maximale de 50 bars est générée au niveau du rntomotjui s’ajoute alors a la perte de
charge générée par la colonne séparative. Une perteharge trop importante pourrait
effectivement abimer le MIP ou méme la colonne éjgasation. La limite correspond donc a
un rapport (MF+AR)/P = 23/79 (= 0,29). Pour avaireyperméabilité convenable sur le NIP
et sur le MIP, il est donc nécessaire d’avoir dggports (MF+AR)/P inférieurs a 23/79. Un
rapport de 20/80 (= 0,25) a donc été utilisé pausdite de I'étude. Les conditions finales
optimisées sont présentées sur le Tableau V- 15.

Parametre Valeur
Molécule cible (MC) COC
Monomére fonctionnel (MF) MAA
Agent réticulant (AR) TRIM
MC / MF / AR 1/4120 (mol / mol / mol)
Porogéne (P) MeCN
Co-porogéne Isooctane (10 % v / v)
(MF + AR) / P 20/80 (v/v)
Initiatieur AIBN (1,5 % m/ m rapporté a MF + AR)
Initiation Thermique 60°C 80 minutes

Tableau IV- 15 : Conditions de synthése finalesr g@synthése de monolithes de NIP et de MIP in
situ dans des capillaires de 100 um de diameteenat

IV.2.2.3 Caractérisation des MIP obtenus

» Caractérisation morphologique et perméabilité

Des couples de monolithes de NIP et de MIP (n=8)¢ti synthétisés dans ces conditions de
synthese finales. La morphologie des monolithassiste ces trois syntheses a été évaluée par
MEB et les images correspondantes sont présenié&sBigure V- 13.

Il semblerait que, pour toutes les syntheses, lesolithes formés soient bien ancrés aux
parois internes du capillaire. De plus, les moheBtoccupent la totalité du volume interne du
capillaire. En ce qui concerne leur morphologiprémiére vue ils semblent tous présenter les
mémes tailles de pores. Par la suite, le rappert ainsi que la perméabilité intrinseque (K°)

des monolithes ont été déterminés. Pour le caledagerméabilité, une valeur de viscosité
de 0,34 cp a été choisie, ce qui correspond askzosité du MeCN, et I'acétone a été utilisée
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comme marqueur de temps de rétention nud)ep@ur pouvoir calculer la vitesse linéaire de
la phase mobile. Les résultats obtenus sont p&sent le Tableau 1V- 16.

Synthese 1 Synthese 2 Synthese 3

MIP

P

Figure IV- 13 : Images MEB d’une coupe transversi@eapillaires de trois synthéses de monolithes
de NIP et MIP synthétisés in situ dans des caplaile silice de 100 um de diamétre interne dans le
conditions du Tableau IV- 15. Tension = 5 kV. Agiesement = x 1000.

Colonne | AP (bars) | to(s) (bgsé ';n) K® (um?)
NIP 1 58 210 35 229
NIP 2 45 222 3 255
NIP 3 45 252 75 232
MIP 1 109 222 69 111
MIP 2 100 234 29 097
MIP 3 68 258 48 1,38

Chromolith ® 42 222 1.1 6,5

Tableau IV- 16 : Détermination de la perméabiliés dolonnes monolithiques capillaires de NIP et de
MIP synthétisées dans les conditions du TableauB/avec un débit de 200 nL.nlide MeCN.
Pour la colonne commerciale Chromdtitta phase mobile utilisée pour la mesure de pebititéaest
un mélange eau/MeCN 85/15 v/v & un débit de 506nini’.

Les résultats obtenus pour la perméabilité montyeet dans tous les cas les NIP sont plus
perméables que les MIP. Une fois de plus, la peesde la molécule empreinte semble avoir
une importante influence sur la morphologie du paye obtenu. D’ailleurs, il avait été
observé pour la polymérisation par précipitatioe ¢gs particules de NIP avaient une taille
plus importante que celle des MIP, ce qui expligilteque lors de la formation des
monolithes, dont le procédé de synthése s’appaeentdui de la précipitation, les NIP aient
une plus grande perméabilité que les MIP puisqgeireerstices ainsi formés sont plus
grands. Cependant, la perméabilité des MIP redisfaaante puisque la perte de charge
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estimée pour les capillaires de 5 cm ne dépasskepd$ bars, ce qui est convenable pour un
couplage en ligne avec une colonne de séparationolittique. Les résultats ont été
comparés a ceux obtenus pour une colonne comnerCiatomolitf CapRo&. Pour ce
faire, la perméabilité de la colonne ChromdiitBapRo&d a été estimée pour un débit de
500 nL.min* avec un mélange eau/MeCN 85/15 v/v. Pour le caleula perméabilité, la
viscosité a été estimée comme étant celle de tieaa pour 0,89 cp. La perméabilité obtenue
pour la colonne commerciale est plus élevée quie ces NIP et des MIP. En effet, la
colonne commerciale a une structure qui est beguplus poreuse que celle des NIP et MIP
synthétisés, comme on peut le voir sur la FigurellV/.

Figure IV- 14 : Images MEB d’'une colonne Chromof@lCapRod ®, colonne commerciale
monolithique de silice greffée C18 (adapté deshuoes de Chromolith &lerck).

+ Caractérisation de la rétention et la sélectivég BIP

La rétention de la cocaine et de la BZE ont étdié&s sur les NIP et les MIP résultant de ces
différentes synthéses et elles ont été comparélesrétention du marqueur de temps de
rétention nulle, donc a I'acétone. Pour ce fairege phase mobile constituée de MeCN pur a
été utilisée & un débit de 0,2 uL.MirEn effet, le MeCN étant le solvant de synthése de
MIP, il devrait permettre d’obtenir une importantgention des analytes sur le MIP. Des
injections de 250 nL de cocaine & 25 pg'mtle BZE & 25 pg.mt ou d'acétone ont été
effectuées a trois reprises sur les NIP et les RBur chacune des injections, le débit réel a
été mesuré en sortie du détecteur UV. En effa€dalation du débit se fait avec un diviseur
de débit et un capteur qui permet de mesurer l&resgmession de la colonne pour mieux
ajuster les parametres contrélant le diviseur det.d®r, les colonnes utilisées pourraient ne
pas étre trées homogenes et provoquer des fluchisate la pression et par conséquent des
débits. Donc la mesure du débit réel permet deiroef d’'une part ’homogénéité de la
colonne, et d’autre part le bon fonctionnementadledmpe de nanoLC. La mesure du débit
s’effectue en connectant une seringue graduéessit en sortie du détecteur grace a un
tube en téflon, puis en mesurant le temps nécessmur que le liquide passe d'une
graduation a la suivante dans cette seringue. Rarssles cas, le débit réel obtenu était trés
proche, & 10 % prés, du débit théorique, c'esté-de 0,2 uL.min. La Figure IV- 15
présente les chromatogrammes nanoLC-UV obtenuslpawrcaine, la BZE et I'acétone sur
les NIP et MIP de la seconde synthése.
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Figure IV- 15 : Chromatogrammes LC-UV obtenus ajmgsction de 250 nL de cocaine, ou BZE, ou
acétone sur une colonne capillaire de 5 cm de keunget 100 um de diametre interne de NIP (tirets)
ou de MIP (ligne continue).
De toute évidence, la rétention de la cocaine BZE sur le MIP est plus importante que sur
le NIP. Cette différence de rétention sur les deupports témoigne de la sélectivité du MIP
pour la cocaine, mais aussi pour la BZE. Une awdractéristique souvent observée lors de
I'évaluation des MIP en chromatographie d’élutimmtsces pics asymeétriques qui trainent.
Dailleurs, la largeur des pics obtenus pour lef? Mkt trés grande, ce qui indique que ces
colonnes ont une assez faible efficacité. Ce maudpfécacité ne présente pas un probleme
pour la suite des travaux puisque les MIP serahség comme des supports de SPE et pas
pour effectuer des séparations par HPLC. Cepengant, pouvoir évaluer la sélectivité du
MIP en chromatographie d’élution, il est nécessdigemesurer le temps de rétention et le
manque d’efficacité observée génére forcément enaine imprécision dans la mesure des
temps de rétention car les pics sont trés largedgid I'importante largeur des pics obtenus,
les temps de rétention de l'acétone et des deuktasaont été déterminés pour chaque
colonne monolithique synthétisée en considérartemeps de rétention pour lequel le pic
présentait une hauteur maximale. En ce qui cond&ro&tone, le temps de rétention pour les
deux supports, le NIP et le MIP, est quasiment &mnmn (voir Figure 1V- 15). Ceci indique
gue les deux supports doivent avoir des morphaotogtedes propriétés assez proches. De
plus, méme si 'acétone pourrait ne pas étre unitdicateur du temps de rétention nulle, car
elle pourrait subir des interactions avec les p@élygs, ces interactions semblent étre les
mémes pour les deux types de supports, ce quitéat#ur comparaison. Les facteurs de
rétention de la cocaine et de la BZE pour chacwge ablonnes capillaires ont pu étre
déterminés. lls sont donnés dans le Tableau IV- 17.
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Colonne K kcoc +/- SD K ksze +/- SD
coc (V) BZE (V)
NIP 1 0,45 0,73
0,45+/-0 0,8+/-0,1
NIP 2 0,45 (0%) 0,93 (13%)
NIP 3 0,45 0,77
MIP 1 1,53 15401 0,99 (o4
5+/-0 2 +/-0,2
MIP 2 1,65 ' ’ 15 ’ '
! (7%) ! (21%)
MIP 3 1,43 1,21

Tableau IV- 17 : Facteurs de rétention corresponaax trois colonnes capillaires de NIP et de MIP
synthétysées dans les conditions décrites surdkeda IV- 15. (koc = facteur de rétention de la
cocaine, k- = facteur de rétention de la BZE).

Les facteurs de rétention sont assez faibles msuddéux molécules sur le MIP et surtout sur
le NIP. Ces faibles facteurs de rétention sontdi@se part a I'importante largeur des pics qui
fait gu’ils se retrouvent finalement assez prodesains des autres (Figure 1V- 15), et d’autre
part a la faible longueur de colonne qui ne pernpast de bien séparer les pics. Ceci indique
encore une fois un important manque d’efficacité delonnes qui est lié & la cinétique de
partage sur les colonnes de NIP et surtout de MiRest assez lente. Malgré la largeur des
pics, la mesure des temps de rétention semble a&ssezcte puisque des coefficients de
variation assez faibles ont été obtenus pour letedas de rétention. Une estimation a alors
été réalisée pour les facteurs d'impression dedaioe et la BZE et les résultats obtenus sont
donnés sur le Tableau IV- 18.

IFcoc +/- SD IFsze +/- SD
Synthé IF IF
ynthése coc o) BZE o)
1 3.4 1,4
7 37 3,4+/-0,2 16 1,5+/-0,1
(7%) (7%)
3 3,2 1,6

Tableau IV- 18 : Facteurs d'impression correspohdan trois couples de NIP/MIP synthétisés dans
les conditions décrites sur le Tableau IV- 15¢#= facteur d'impression de la cocaine,
IFsze = facteur d’impression de la BZE).
Il semblerait que dans tous les cas les MIP présénine certaine sélectivité pour ces deux
molécules dans le milieu MeCN pur puisque les IRtssupérieurs a 1. En plus, les
coefficients de variation pour les facteurs d’ingzien sont assez proches, ce qui montre que
les MIP synthétisés doivent avoir des structuresaproches.

Enfin, les synthéses semblent assez répétables,aes pour la structure des monolithes que
pour leurs interactions avec les molécules cilllexi montre qu'il est possible d’obtenir des
protocoles répétables lors de la synthese de nitbaslde MIP in situ dans des capillaires. Il
est toutefois nécessaire d’avoir un controle trégip des conditions de synthese pour réussir
a obtenir cette répétabilité car il s’agit d’'un foaole long ou chaque étape compte pour le
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bon déroulement de la synthese. Ces supports ot é@ testés en ligne pour I'extraction
sélective de la cocaine et la BZE.

IV.2.3 Couplage d’'un monolithe imprimé en ligne ave la nanoLC

Pour pouvoir étudier le potentiel des MIP en formaiolithe, il est nécessaire de développer
un protocole d’extraction directement en ligne t@s volumes utilisés dans ce format
miniaturisé sont trop faibles pour pouvoir faires dmalyses préalables hors ligne. Considérant
gue les monolithes de MIP synthétisés se trouvans des capillaires de 100 um de diamétre
interne, pour faire un couplage avec la LC, il eétessaire de travailler a des débits
correspondant a la nanoLC et avec une colonne tamadyen format capillaire. La colonne
analytique qui a donc été utilisée pour ce moneageine colonne monolithique Chromoffth
CapRod® (150 mm x 0,1 mm d.i., Merck), qui est en effee wolonne monolithique de silice
greffée avec des groupements C18, donc qui perreffiectuer une chromatographie a
polarité de phase inversée. Pour la suite de tladcolonne de MIP 1 a été choisie comme
pré-colonne d’extraction sélective de la cocaing.l@gueur a été fixée a 5cm pour le
couplage en ligne avec la colonne de séparatioranfAwde développer la procédure
d’extraction en ligne, le montage du systeme argséen place.

IV.2.3.1 Montage du couplage en ligne MISPE-LC-UV

Ce couplage doit permettre de prélever un certalnme d'échantillon dans une boucle
d’injection positionnée sur une vanne 6 voies, piadransférer cet échantillon dans la preé-
colonne monolithique capillaire de MIP, connectéang vanne 10 voies, pour retenir les
molécules cibles. Ensuite, le changement de pasités vannes doit permettre de connecter
le MIP au systéme d’analyse pour entrainer les cot@é cibles vers la colonne de séparation
grace a la phase mobile d’analyse. Comme danssleleda méthode développée sur puce
(chapitre 1), la solution qui permet de transfélféchantillon vers la pré-colonne peut étre
utilisée comme une solution de lavage pour rinagpré-colonne sans pour autant éluer les
molécules cibles. Pour pouvoir faire le montageespondant il est donc nécessaire d’avoir
deux pompes qui délivrent des nano-débits : la gnenmpompe (P1) va permettre de faire le
chargement de I'échantillon sur le MIP ainsi qua kwvage, et la deuxieme pompe (P2) va
permettre de transférer les molécules cibles werdlonne de séparation et réaliser I'analyse
proprement dite.
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Considérant le format miniaturisé, de nouvellesti@ntes doivent étre prises en compte en
plus de celles apportées par le couplage (voiieph®.3.3.2). En effet, en format miniaturisé,
les volumes morts ainsi que les fuites deviennantrai probleme. Pour réduire les volumes
morts, le choix des vannes s’est porté vers unee/an6 voies de 1/32”, et une vanne 10
voies 1/16” intégrée au systeme de pompage derapp P2, qui ont des volumes port a port
de 25 nL. De plus, les connexions entre les diffé@® parties du systéme ont été réalisées
avec des capillaires de diameétre interne de 20 jentdment connectés aux ports des vannes
a l'aide de connecteurs ( manchons), ou connecii#e eux avec des connecteurs a volume
mort nul. Le montage utilisé est schématisé sufFigure IV- 16. Dans les conditions
présentées sur le schéma, le volume mort entredeld d’injection et la pré-colonne est égal
a 344 nL, cette donnée servira par la suite paer fe temps de transfert a un débit donné.

Poubelle
\ Seringue
Boucle

d’injection
250nL

Colonne de séparation
(] (] Détecteur UV

Pompe

Pompe de .
analytique P2

chargement P1

(10cm x 20pm)

Poubelle ou seringue
(2xV=31nL)

Poubelle de mesure

Vanne V2

Figure IV- 16 : Schéma du montage utilisé pourdeptage en ligne du NIP ou du MIP a la nanoLC
pour I'extraction sélective de la cocaine.
Avec le montage de la Figure IV- 16, la procéduRESen ligne se fait de la maniére
suivante :

1) Chargement manuel avec une seringue de la boulgdaion (V =250 nL) sur la
vanne V1 en position 1-2. La vanne V2 est en pwosii0-1 pour conditionner la
colonne analytique avec la phase mobile délivrédgopompe analytique P2.

2) Lavanne V1 est basculée en position 6-1 pour g@elution amenée par la pompe de
chargement P1 puisse transférer I'échantillon \eqsré-colonne de NIP ou de MIP.
La vanne V2 est en position 10-1 pour faire le gharent de la pré-colonne et la
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durée de cette étape sera déterminée par la suifenetion de la rétention des
analytes et donc du volume de lavage qu'il estiptesd’appliquer.

3) La vanne V2 est basculée a la position 1-2 powrdes analytes de la pré-colonne
vers la colonne de séparation. Cette étape dukarips nécessaire pour transférer la
cocaine et la BZE vers la colonne analytique. bepedépend de la nature de la phase
mobile et de l'intensité des interactions solutgfsrt de MIP et de NIP. Ce temps est
supposeé étre court si le transfert est efficacgui@st nécessaire a I'obtention de pics
chromatographiques de méme qualité qu’en injedticatte.

Il est important de noter que le montage qui eésgmté sur la Figure 1V- 16 se trouve en
mode de rétro-balayagbdckflush, c'est-a-dire que I'élution se fait dans le siensrse de la
percolation de I'échantillon, ce qui doit favorisen transfert rapide et donc limiter
I'élargissement des pics.

En ce qui concerne les pompes utilisées, la pormaéyteqgue P2 est une pompe Dionex
équipée d'un diviseur de débit nano qui travailldes débits compris entre 50 nL.figt

1,5 pL.min*. La pompe de chargement est une pompe ShimadZAALZ pression constante
qui permet d’obtenir le débit souhaité en fixaniplaession a une valeur convenable. Pour
déterminer cette valeur de pression, le pompage a&féectué a différentes pressions, ne
dépassant pas les 150 kgtmour éviter d’abimer les monolithes, et le délitial pompe a
été mesuré en sortie de la pré-colonne de NIP oMIfe Cette mesure a été réalisée en
connectant une seringue graduée de 10 pL en slorgmrt 8 de la vanne V2 et en comptant
le temps (avec un chronométre) mis par le liquidergpasser d’'une graduation a la suivante
(V =0,2uL). A chaque fois, 5 mesures de débitéstréalisées pour I'obtention d’'un débit
moyen. Le choix s’est donc porté sur une pressorlitd kg.cm2 pour obtenir des débits
proches de 0,2 pL.min De plus, le débit a été contrélé constamment tatarte injection
afin qu’il ne varie pas de plus de 10 % de sa valatiale.

Enfin, pour la détection, un détecteur UV (Ultimdd@goneX ayant une cellule en Z de 3 nL
de volume a été utilisé. En effet, bien que ce nibelelétection ne soit pas tres sensible, et
donc peu adapté a des analyses en format miné&tatides quantités d’'analyte sont assez
réduites, il a été nécessaire d'utiliser ce détedtd/ car nous n’avions pas d'interface pour
une détection en MS adaptée a la nanoLC.

IV.2.3.2 Développement de la méthode de séparation
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La premiére étape du développement de la méthaderdttion a consisté a définir la phase
mobile utilisée pour la séparation analytique. Poairfaire, un montage assez simple a été
réalisé en connectant sur la vanne V2 une boudhgedtion en connexion directe avec la
colonne analytique de fagcon a pourvoir remplir Budle avec une seringue et injecter
I'échantillon directement en basculant la vanne M&.colonne Chromolith® a été utilisée
avec des injections de 250 nL et une détection UR8&nm. Dans un premier temps, les
analyses ont été réalisées & 500 nL:miour pouvoir effectuer une étude plus rapide, la
perméabilité de la colonne le permettaki® (= 58 bars). Dans ces conditions, plusieurs phases
mobiles ont été testées avec 0,1 % d’acide formefaec des rapports eau/MeCN v/v allant
de 90/10 jusqu’a 70/30. Des injections d’une sotutle cocaine et de BZE a 5 pg:idlans

de I'eau ont été reéalisées et les résultats obtenugermes de facteurs de rétention de la
cocaine et la BZE ainsi que de résolution ont étérchinés. Ces résultats sont reportés dans
le Tableau IV- 19.

Phase mobile K K Rs
(eau/MeCN, viv) goc BZE
90/10 2,02 0,94 3,76
85/15 0,74 035 2,98
70/30 0,18 0,11 1,23

Tableau IV- 19 : Facteurs de rétention (k') et héon obtenus pour la cocaine et la BZE pour une

colonne Chromolitfi CapRo& RP18 de 150mm x 0,1mm & différentes compositienghdise mobile.
Vinjection = 250 nL. Injection d’une solution de cocaine B 5 ug.le en eau.

Le choix s’est porté vers une phase mobile ave# lde MeCN car la résolution y est trés
largement suffisante sans que les temps d’anabjisatstrop longs, surtout considérant que
pour le couplage avec le MIP, le débit va devaie &gerement diminué pour éviter de trop
grandes surpressions. Dans ces conditions, les €DBs LDQ de cette méthode ont éte
évaluées par extrapolation & partir d'une injectienl pg.mL* de cocaine et de BZE comme
référence. Les LDD pour la cocaine et la BZE étaim 0,12 ug.mt: et 0,09 ug.mt*
respectivement. En ce qui concerne les LDQ, ellaeré de 0,4 pg.nit et de 0,3 pg.mt
pour la cocaine et la BZE respectivement. Un chtogramme correspondant a une injection
de 1 pg.m[* est présenté en Figure IV- 17.

On observe que les pics sont assez larges. D'alldudevait étre possible d’obtenir des pics
plus fins en injectant une solution contenant 18 &6étonitrile comme la phase mobile, mais
le but de ce développement de méthode étant deetrales conditions optimales pour un
couplage avec le MIP, une optimisation plus pousk®&éa méthode d'analyse n'a pas été
effectuée.
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Figure IV- 17 : Chromatogramme LC-UV d’une injectide 250 nL de cocaine et BZE a 1 pg:mL
dans de I'eau sur une colonne Chromolith® CapRdd& (nmx0,1 mm d.i.) avec une phase mobile
constituée d’'un mélange eau/MeCN 85/15 v/v ave0jacide formique & 0,5 pL.min

IV.2.3.3 Estimation de la capacité du MIP

Avant de pouvoir appliquer le monolithe impriméextraction en ligne de la cocaine, il est
nécessaire d’estimer sa capacité, car la méthaglealyse n’étant pas tres sensible, il est
nécessaire d’injecter des concentrations imporsafanalytes, ce qui pourrait étre un
probleme si la capacité de la pré-colonne estnatteEn effet, la pré-colonne utilisée a des
dimensions assez faibles (50 mm x 0,1 mm d.i.) @trnait ne pas avoir une capacité
suffisante considérant les concentrations élevgestées.

Pour déterminer la capacité du monolithe il seraitessaire de réaliser plusieurs extractions
en ligne avec des quantités de cocaine variées,enanéme temps, le protocole d’extraction
ne peut pas étre développé si la concentratiorctégeest trop élevée et que le MIP se
retrouve saturé. Il a donc été nécessaire dedaeestimation théorique de sa capacité. Dans
le chapitre lll, la capacité du MIP synthétisé adeclEGDMA était de 68 ug de cocaine
pour une cartouche contenant 25 mg de MIP. Darsasedu monolithe, méme s'il a été
synthétisé avec du TRIM, les rapports entre la mudEempreinte, le monomeére fonctionnel
et 'agent réticulant sont les mémes que ceuxsaslipour le MIP en bloc, donc cette valeur
de capacité peut étre utilisée pour estimer laagtpdu monolithe de MIP. En considérant les
dimensions de la cartouche du MIP en bloc (3mnma® d.i.), et en les comparant aux
dimensions du MIP en capillaire (50mm x 0,1 mm)dla capacité attendue pour le MIP en
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format monolithe in situ dans un capillaire estldedre de 0,45 pg de cocaine pour une
longueur de 5 cm. Considérant que le volume d’tigecest de 250 nL, il est possible donc
d’injecter des échantillons de cocaine avec uneamnation pouvant atteindre 1800 pg:L
Ces quantités sont treés largement supérieures BGx fréalablement estimées et aux teneurs
couramment quantifiees dans des matrices biologigge consommateurs de cocaine
(Tableau I- 2).

IV.2.3.4 Développement du protocole d’extraction

Il aurait été judicieux de faire une premiere étedemilieu MeCN, milieu dans lequel la
cocaine et la BZE présentent une forte rétentionefiet, cela aurait permis de mieux évaluer
le couplage en terme de sélectivité et notammeut lgs deux molécules. Finalement, cette
étude n'a pas été effectuée par manque de temps €té déecidé d’évaluer rapidement le
potentiel de la méthode pour l'analyse d'un échiantibiologique et donc d'évaluer le
couplage en milieu aqueux. Il restait encore cepgend définir la composition de la solution
de transfert ainsi que le temps de chargement saicespour transférer la totalité de
I'échantillon dans le MIP (ou le NIP) et pour lav®entuellement le support. Considérant que
la cocaine pourrait se retrouver adsorbée sumlgiflaires de connexion, la solution de lavage
utilisée a éteé fixée a 10 % de MeCN avec 90 % dwanme pour la méthode en puce (voir
chapitre Il). Dans ces conditions, si on prend @mpte le manque de rétention de la BZE en
milieu aqueux et hydro-organique observé précédarhmpeur le MIP en bloc, il est assez
probable que cette molécule ne soit pas retenudéepdiP durant le lavage. Elle a tout de
méme été injectée pour confirmer son comportementes MIP en format capillaire. Le
montage de la Figure IV- 16 a été utilisé pourecétiude en placant le MIP comme pré-
colonne. Le débit en sortie du MIP branché a lap®ule chargement P1 a été mesuré pour
une pression limite de 110 kg.cm?, sa valeur &&stproche de 0,2 pL.minAvec ce débit et
en considérant le volume mortMentre la boucle d’injection et I'entrée du MIRfférents
temps de chargement ont été testés allant de jusqu’a 4x\4. L’échantillon utilisé pour
cette étude est un échantillon d’eau dopée aveg 4T de cocaine et de BZE, I'ajout de
solvant dans cet échantillon a été évité pour pimwerapprocher au mieux de la nature de
l'urine car, pour la suite, une application dansyikeu sera considérée. L’analyse a été faite
avec une phase mobile composée d’'un mélange ealNMB&CL5 v/iv avec 0,1 % d’acide
formique et & un débit de 0,2 pL.nfidans ces conditions, la perte de charge est dars5
lorsque la vanne V2 est en position d’analyse (&t2)lonc que la phase mobile circule a
travers le MIP. Les résultats devraient étre coégaux aires de pic obtenues pour une
injection directe exactement dans les mémes congditque celles utilisées avec le MIP.
Cependant, les analyses n'ont pas été effectugeslda mémes conditions de débit car la
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différence de pression entre le systéeme en injedicecte et le systeme intégrant le MIP est
alors trop importante (27 bars pour injection dieecontre 75 bars pour le couplage avec le
MIP). En plus, le systéme est extrémement sensille température, ce qui fait varier les
valeurs de l'aire de pic d’un jour a l'autre, etlaudifficulté de la mise en place d’'un montage
en nanoLC, toutes les analyses dans chaque caatiiguront été réalisées consécutivement.
Donc les essais avec le MIP, avec le NIP ou erctioje directe n’ont pas été effectués le
méme jour. Donc pour pouvoir faire cette étudey @té considéré que I'aire de pic la plus
élevée pour la cocaine et la BZE correspondait aendement de 100 %. Dailleurs, cette
considération est possible car des aires assehgrant été obtenues entre I'injection directe
et le couplage avec le MIP, comme en témoigne ¢prEi IV- 18 ou sont présentés les
chromatogrammes correspondant aux deux types g&a®gla savoir une injection directe et
le résultat du couplage d'un MIP a la nanoLC, awec/olume de transfert pour la méthode
couplée au MIP de 3xV

mAU

30 il
coc
BZE

20 ]

Injection directe

coc

50 °

Couplage
MiIP/nanolLC
60 -

-7,0

80 S S R T ¥ T

Figure IV- 18 : Chromatogrammes LC-UV de I'injectide 250 nL de cocaine et BZE a 2 ug’nein

injection directe & 0,5 pL.mim ou aprés une étape d’extraction en ligne surlR 0,2 pL.miit

avec un transfert réalisé avec 3a¥vec un mélange eau/MeCN 90/10 v/v. Colonne Chlitim&p
CapRod® (150 mmx0,1 mm d.i.), phase mobile : ea@WNI&5/15 v/v avec 0,1 % d’'acide formique.
Les temps de rétention sont de toute évidencereiffé, cependant, si on considére les temps
de rétention nulle dans les deux cas, observéesrbaisse du signal, finalement les facteurs
de rétention ne sont pas si difféerents. Les aigepids ne sont pas non plus tres différentes
puisque pour la cocaine une aire de 1,11 u.a.l#ehige par injection directe et une aire de
1,69 u.a. est obtenue lors du couplage avec le M#e est donc encore plus importante
lors de l'utilisation du couplage. Ceci est proleabént dO a la difféerence de débit entre les
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deux méthodes, mais aussi grace a l'utilisationvidlB qui doit certainement permettre de
focaliser légerement le pic de cocaine. C'est asseprenant de constater que la BZE
apparaisse dans le chromatogramme, considéranfugqe’ici elle n’avait jamais pu étre

retenue en milieu aqueux par un MIP. En plus, cordares le cas de la cocaine, l'aire de la
BZE est supérieure apres passage par le MIP (86Wa.) gu'en injection directe

(A=1,08u.a.), donc le rendement d’extractiontd&ire assez proche de 100 %. Cette
rétention de la BZE pourrait signifier que la réiem obtenue sur le MIP n’est pas sélective,
mais avant d’étudier la situation avec le NIP,tdienécessaire de continuer I'étude avec le
MIP pour ne pas avoir a refaire le montage. La €gly- 19 présente les aires de pic
normalisées par rapport a la valeur de I'aire ddaplus élevée pour la cocaine et la BZE, en

fonction du volume de transfert qui correspond amliore de fois que le volume mort a été
percolé.
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Figure IV- 19 :Aire de pic normalisée pour la coeaét la BZE en fonction du volume de chargement
XV, calculé a partir du débit et du volume morg /344 nL).
Tout d’abord en ce qui concerne la cocaine, il dengo’il soit nécessaire d’utiliser un
volume de transfert de 3 fois le volume mort powsiaun rendement proche de 100 %. Ceci
implique gqu’il y a probablement de l'adsorption dette molécule dans les différents
capillaires de connexion et peut-étre aussi auanivde la vanne d’injection et de la boucle
d’injection. Une fois que la totalité de la cocaatteint le MIP, donc pour 3xyil semblerait
gu’elle soit assez rapidement éluée puisque l@gr@ic diminue des 3,5%VIlI convient donc
d’utiliser par la suite un volume de transfert d&g@pour la cocaine. En ce qui concerne la
BZE, il semblerait qu’elle subisse aussi, dans mmoeéndre mesure que la cocaine, des effets
d’adsorption dans le systéme car pour atteindresigeal maximal de la BZE il a été
nécessaire de percoler un volume de transfert dgdx@/résultat obtenu est toujours assez
surprenant, puisque la BZE est tout de méme retfemteament sur le MIP jusqu’a un volume
de transfert d’environ 3x ¢/ Il avait été observé lors de I'étude d’'un MIP ldac avec du

245




Chapitre 1V : Miniaturisation des polyméres a enpies moléculaires

TRIM, que la BZE présentait une certaine rétentson milieu aqueux, mais comme les
résultats étaient assez proches de ceux obtenusdaBEGDMA et que pour ce support le
changement des conditions de lavage n'avait pasipede retenir la BZE, I'étude de la
rétention du MIP a base de TRIM n’avait pas étérgauie. Il se pourrait que finalement la
BZE puisse étre retenue par le MIP synthétisé altecCTRIM lors de ['utilisation d’'une
solution de lavage avec seulement 10 % de MeCNnméms, il est probable que cette
rétention soit principalement due a des interastioon spécifiques, comme il avait été
observé pour la cocaine sur le MIP en bloc a bas€RIM. Ceci devra étre donc confirmé
par la suite en étudiant la rétention de ces mt#décsur le NIP. Un temps de chargement
équivalent a un volume de 3¥\¢onvient pour I'analyse de la cocaine et de la BARs ces
conditions de travail, donc ce volume de transdeté utilisé pour la suite de I'étude.

Une estimation de la LDQ de cette méthode danededitions décrites précédemment a éte
réalisée en injectant une solution agueuse de ozl de BZE a une concentration de
0,5 pg.mL* des deux molécules. Dans ces conditions, le ramhosignal sur bruit pour la
cocaine était de 13 et celui de la BZE était d#o8¢ les LDQ estimées sont de 0,4 pg’et

de 0,6 pg.mt! pour la cocaine et la BZE respectivement. Ce tatscbnfirme I'efficacité du
transfert de la cocaine et la BZE avec ce coupbaggzjue les LDQ sont trés proches de celles
obtenues en injection directe, dont les valeurestale 0,4 ug.mt et de 0,3 ug.mt pour la
cocaine et la BZE respectivement. Ces LDQ ne sasittnes basses en grande partie a cause
de [l'utilisation d’'un détecteur UV et pourraientretaméliorées avec I'utilisation d’un
détecteur MS. Il doit probablement étre possibBudmenter les limites de quantification en
augmentant le volume injecté, surtout parce quapeacité du MIP estimée semble suffisante,
mais ceci implique de refaire une étude du tempshd@gement. Donc pour la suite, des
échantillons dopés fortement avec de la cocaide & BZE seront utilisés.

IV.2.3.5 Application & un échantillon d’urine dopé

Considérant que dans la partie précédente le Miiblsdt retenir la BZE probablement par
des interactions non-spécifiques, il était intéaassl’inclure la BZE dans cette étude, elle a
donc été étudiée en parallele de la cocaine. Rotar @ée saturer le détecteur, I'analyse de
l'urine s’est faite avec le systeme schématiselaufigure IV- 16 sans faire d’injections
directes. Pour cette premiére étude un échantiliorine a été dopé a 2 pg.mide cocaine et
de BZE puis il a été injecté aprés avoir éteé fifieg un filtre seringue de 0,2 um de taille de
pores. Le chromatogramme résultant, ainsi qu’umroatogramme d’'une solution aqueuse
dopée a 2 ng.mt.de cocaine et de BZE, sont présentés sur la Figui20.

246




Chapitre 1V : Miniaturisation des polyméres a enpies moléculaires

mAU
125 7

100 7

80 7] Urine dopée
60 7]
40 - \
1 BZE coc .
1 ' ' Eau dopée
] N
12 T T T T T T T T T
0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 31,3

min

Figure IV- 20 : Chromatogrammes LC-UV correspondades injections soit d’eau, soit d’urine
filtrée dopées avec de la cocaine et de la BZE@.BL" avec le dispositif présenté dans la Figure
IV- 16 avec le MIP pour pré-colonne et un tempsliergement correspondant a 3xV
Conditions analytiques cf Figure IV- 18.
Sur la Figure IV- 20 il est possible de voir quenmeéavec lintroduction d’'une étape
d’extraction avec le MIP, le chromatogramme coroesiant a I'injection d’'un échantillon
d’'urine présente une énorme quantité d’interférentsn’est donc pas possible d’'observer les
pics de cocaine et de BZE dans le cas ou ils s¢rprésents a I'élution. D’ailleurs, apres
l'injection d’urine, il a été nécessaire de réaliga lavage tres important de la colonne ainsi
gue de la pré-colonne pour pouvoir retrouver ugedide base stable. De plus, considérant les
faibles dimensions de la pré-colonne, et avecdadg quantité d’interférents de l'urine, il y a
un risque important de saturation des sites dentiéte spécifique du MIP ainsi que de
saturation de la colonne et méme du détecteur WWur Bette raison, pour la suite de I'étude,
des échantillons d'urine dilués cinquante fois adecl’'eau puis dopés avec 2 pgmte
cocaine et de BZE, ont été utilisés. Pour contifigerde de I'extraction sur le MIP, le temps
de chargement, et donc le volume de lavage deslagdonne a été augmenté pour voir I'effet
d'un lavage plus important lors de I'applicatioréchantillons d’'urine diluée. Les résultats
sont présentés sur la Figure V- 21. La totalitd'@éede a été réalisée sur le MIP sans étudier
avant le NIP pour éviter de défaire le montage peuMIP. En effet, de nombreuses
connexions sont présentes dans le montage etsil p&s trés simple de les remettre en place
une fois le MIP déconnecté du systéme car la pmegsdurrait varier en changeant ainsi les
résultats de I'analyse. Le NIP n’a donc été évaju@pres avoir étudié le MIP, et I'étude
concernant le NIP n’a malheureusement pas pu #eet@e en détail par manque de temps.
Il sera donc nécessaire de refaire I'étude du velde transfert pour le NIP pour compléter
les résultats obtenus dans ce travail.
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Figure IV- 21 : Chromatogrammes LC-UV correspondades injections d’eau ou d’'urine diluée 50
fois avec de I'eau dopées avec 2 pgnde cocaine et de BZE réalisées avec le montalgeRigure
IV- 16 avec le MIP pour pré-colonne et un tempslrgement variable xVPhase mobile :
eau/MeCN 85/15 v/v avec 0,1 % d’acide formique. iD£0,2 pL.min'. Colonne : Chromolith
CapRod (150 mm x 0,1 mm d.i.).

Pour I'étude en milieu aqueux pur, un volume optlimka transfert avait été obtenu pour
V = 3xV,, mais apparemment dans le milieu urine diluée B de I'eau le résultat n’est
pas satisfaisant avec ce volume de transfert peidguchromatogramme correspondant
présente un certain nombre d’interférences autesarpits de cocaine et de BZE. Le volume
de chargement a donc été augmenté jusqu’a Vgqenvaugmentant le temps de chargement.
Les chromatogrammes montrent que pour V s 8\'y a quasiment plus d’interférences
empéchant la détection des pics de cocaine et d&Zk Il semble donc que lors de
I'injection de I'urine diluée 50 fois avec de I'eda rétention de la cocaine et de la BZE soit
plus importante que dans un milieu agueux pur ugidg volume de lavage utilisé est plus
important. Ce résultat est assez surprenant cotapteque lors de I'étude d’'un MIP en bloc
en milieu urinaire, la cocaine était moins reteritrecore une fois, ce MIP en format capillaire
a été synthétisé avec du TRIM comme agent rétituirdonc les interactions induites par
cet agent réticulant pourraient étre différentes @pport aux interactions induites par
I'TEGDMA utilisé dans la synthése en bloc. A un voki de chargement de V = g\fe pic de
BZE devient plus petit donc le volume de fin deafign pour la BZE est atteint. Les pics
obtenus en milieu urine diluée 50 fois avec deu’agec un volume de transfert des6nt
plus grands que les pics obtenus pour un échantitoeau pure avec un volume de transfert
de 3\W. Il se pourrait alors qu’il y ait encore des iféeences présentes pour les temps de
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rétention de la cocaine et de la BZE qui affectgrialeur quantification. Dans tous les cas,
I'apport du MIP est considérable car les chromatognes obtenus a partir d’'un volume de
chargement de V = 5omontrent bien la présence des pics de cocaingket Bans la Figure
IV- 22 des chromatogrammes LC-UV montrant I'injectidirecte de I'urine diluée 50 fois (a)
et apres I'extraction par le MIP avec un volumdrdasfert de V = 7¥(b) sont présentés.
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Figure IV- 22 : Chromatogrammes LC-UV de l'injectide 250 nL d’'un échantillon d’urine diluée 50

fois avec de I'eau et dopé avec 2 pghae cocaine et BZE, injecté directement sur larowade

séparation (a) ou aprés I'extraction sur le MIPpté la nanoLC avec I'utilisation d'un volume de

transfert de 7yavec un mélange eau/MeCN 90/10 v/v. Conditioneaalise sur la Figure IV- 18.
Pour pouvoir confirmer la sélectivité réelle du MiPserait nécessaire de comparer le résultat
obtenu pour le NIP dans les conditions optimalextgaction obtenues pour le MIP, donc
pour un échantillon d’urine dilué 50 fois et dope@de la cocaine et pour un volume de
transfert de 7 ¥ Le manque de temps n’a pas permis d’effectude é&tide, cependant, la
comparaison des chromatogrammes de la Figure I\pr@@ve déja un apport en sélectivité
important grace a I'extraction en ligne avec le MIRera probablement intéressant d’évaluer
la possibilité de développer un protocole d’exiacsélectif pour la cocaine avec le MIP en
bloc a base de TRIM comme cela avait été fait p@MIP en bloc a base dEGDMA. Ceci
devrait permettre ensuite de déterminer plus fa@lg les conditions optimales d’extraction
sur MIP au format miniaturisé et obtenir ainsi @exéaction tres sélective du MIP.

Finalement, des premiers résultats assez prometteurété obtenus pour le couplage d'un
MIP en format capillaire avec la nanoLC. Cependamhanque de temps, en grande partie da
a la difficulté du montage du systeme miniatunsa,pas permis d’étudier tout le potentiel de

ce couplage car la priorité a été donnée a I'aratlyigsne matrice biologique complexe telle

qgue l'urine. En effet, il serait nécessaire d’eptemdre une étude approfondie dans un milieu
organique comme le MeCN, dans lequel le couplagg peesenter un certain nombre de

contraintes puisque la phase mobile est hydro-agganmais un milieu qui est tout de méme

assez intéressant car les interactions du MIP lavewlécule cible y sont les plus fortes. Pour
ce faire, il serait souhaitable de travailler aec MIP en bloc afin de faciliter le
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développement du protocole d’extraction pour finadat le transposer au systéme couplé
miniaturisé. Une autre étude importante considtéradétudier en paralléle la rétention des
analytes sur le NIP.

Conclusion

Dans ce dernier chapitre, deux approches ont atBéés pour la miniaturisation de I'étape
d’extraction sur phase solide sélective avec deB. Nk premiére approche a consisté a la
synthese de particules sphériques pour le remgbsda canaux d’'un microsysteme tel que la
puce présentée dans le chapitre Il de ce travailc Beci, une polymérisation par précipitation
a été sélectionnée de part, a priori, la simplidéémise en ceuvre et car ce type de synthése
aboutit & des particules avec la taille souhaittevec une faible dispersion de tailles.
L’inconvénient de la précipitation s’est averé dagrand nombre de parametres a controler.
Ainsi, une premiére étude de l'effet de plusieuessametres sur la synthése de micro-
particules de NIP a été réalisée. Des sphéresmsitédé obtenues mais, lors de la synthése de
MIP, l'influence de la molécule empreinte sur larptwlogie du polymére obtenu a été
tellement importante que les conditions de syntloégel( étre complétement modifiées. Il a
tout de méme été possible de produire des microsplue MIP mais celles-ci se sont avérées
peu rétentives pour la cocaine et peu sélectiveaawis de la BZE. En effet, la nécessité
d’utiliser du DVB pour la synthése semble étreadidjine de ce manque de rétention bien que
cet agent réticulant soit forcément nécessaire pobtention de spheres de bonne taille.
Malgré I'échec de la synthése de particules de bi€aine sélectives, un grand nombre de
facteurs ont pu étre étudiés, ce qui pourrait é@egrande utilité par la suite pour des
syntheses de MIP en format particulaire pour d&simolécules.

La deuxieme approche testée a été la synthése delithes de MIP in situ dans des
capillaires, approche permettant I'introductionearte de MIP dans des microsystemes. La
plupart des parameétres ont été fixés par rappart@ultats obtenus le long de ce travail mais
aussi grace a des travaux antérieurs réalisésleldaizoratoire. Finalement, un ajustement du
volume de solvant ainsi que du type et de la gtéadtagent réticulant, a permis I'obtention
de monolithes de MIP homogénes, ancrés aux pawgagillaire, perméables et présentant
des facteurs d’impression acceptables pour la necai milieu MeCN. De plus, une bonne
répétabilité¢ de la synthese en termes de morplelegide sélectivité a été obtenue, la
sélectivité ayant été démontrée en milieu MeCN lfmdotention d’'un facteur d'impression
moyen pour la cocaine de 3,4. Ces monolithes orétpautestés dans un couplage en ligne
avec la nanoLC associé a une détection UV. Dedtaésires encourageants ont été obtenus
puisque ce couplage a permis d’obtenir une imptetaurification d’échantillons d’urine
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permettant ainsi d’observer un pic en UV de cocaime visible lors de I'injection directe du
méme échantillon. Néanmoins, un certain nombreud&s seront nécessaires pour mieux
évaluer le couplage des MIP en format capillairecala nanoLC. En effet, il n’a pas été
possible dans ce travail d’approfondir I'étude damontage, notamment en milieu organique
ou le MIP peut apporter une meilleure sélectiviialement, un des inconvénients majeurs
de ce systeme miniaturisé est sa mise en placquyaile montage d’'un tel systéme nécessite
d’'une attention particuliere pour les connexionsfalgon a pouvoir obtenir des analyses
répétables. Ce type de probleme n'avait pas é@rebdsors de I'utilisation de la puce étudiee
en chapitre I, car 'avantage d’utiliser un micyseme dans lequel les étapes d’extraction et
de séparation sont intégrées est que le nombrerdexgions a réaliser est moins important.
L’intégration d’'un monolithe dans un tel systemeupait donc étre intéressante, notamment
si 'on considere que la synthése effectuée en dorpapillaire a présenté une bonne
répétabilité, aussi bien pour la morphologie de® Mibtenus ainsi que pour les propriétés de
rétention des monolithes. Cette répétabilité dehgge est non négligeable puisque I'un des
principaux problemes associés a la synthése indsitmonolithes dans des capillaires est le
manque de répétabilité, phénoméne aggravé dansade des MIP car une variable
supplémentaire est ajoutée a la synthése.
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif le développementndéthodes analytigues dans des formats
miniaturisés pour I'analyse de traces dans desiceatbiologiques diverses et de complexité
variées. La cocaine et ses principaux métaboldaeBZE et le’EME ont été choisies comme
molécules modeles. En effet, il s’agit de petiteddoules dont 'analyse dans des milieux tels
que l'urine, le sang, et les cheveux, entre autnafrices biologiques, présente un intérét
notamment pour I'analyse clinique ou toxicologiq@es molécules présentent des propriétés
physico-chimiques ainsi que des niveaux de conatotr variés, d’ou l'intérét de leur
utilisation en tant que molécules modeles.

L’essor de la miniaturisation a permis le dévelappet de nouvelles technologies sur puce,
en particulier pour lintégration de la chromatqgiee liguide avec le traitement de
I'échantillon. En effet, une puce commerciale imé&g un canal d’enrichissement, un canal de
séparation et une aiguille de nanoélectrospray Ihsé® est désormais disponible pour
lanalyse LC-MS. Ce systeme a donc été étudié dansadre de ce travail pour la
guantification de la cocaine et la BZE dans lewvebe, milieu dans lequel les concentrations
de drogues peuvent étre assez faibles, et daneeujui est une matrice assez complexe
induisant souvent des effets de suppression dianssde I'analyse des échantillons en LC-
MS. L'optimisation de cette méthode d’analyse susepa été effectuée au préalable montrant
un certain nombre de limitations du systeme mimiséu En effet, la phase d’enrichissement
est constituée de particules de silice greffée alesc chaines octadécyle, pour laquelle la
rétention de molécules polaires est assez faibla. donc été nécessaire d’augmenter la
capacité du canal d’enrichissement en dépit desliogsnsions qui deviennent comparables a
celles du canal de séparation, ce qui entraindargigsement des pics chromatographiques.
Cette situation, ajoutée a I'élargissement des qhiesa la présence de silanols résiduels de la
colonne de séparation, réduit fortement I'efficdcdt la sensibilité de la méthode. Donc,
malgré la simplicité apparente de ce systéme ming# ainsi que du systeme modele étudié
(deux molécules), une importante phase de dévetoppe s’est avérée nécessaire pour
trouver le bon compromis permettant de quantifeercbcaine et la BZE. Néanmoins, la
simplicité de la préparation de I'échantillon, aviebtention d’analyses trés sensibles
pouvant limiter les effets de matrice, ainsi que b®nnes performances obtenues avec ce
systeme, montrent le potentiel de ce type de digfsominiaturisés pour I'analyse de traces
dans des échantillons biologiques.

Considérant I'importance d’'un apport en sélectiateniveau du traitement de I'échantillon,
'intégration de MIP dans ces systemes miniatur@ésté envisagée. Cependant, il a été
nécessaire de confirmer au préalable le potentiel BIP pour I'extraction de la cocaine de
milieux biologiques. Pour ce faire, une premiémetde développement a consisté a étudier
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la sélectivité de MIP issus de différentes conddgiode synthese dans un format
conventionnel. Ainsi, la synthese du MIP par unklymeérisation en bloc a été optimisée et un
support sélectif pour la cocaine a été obtenu etctixisé. Ce MIP a permis I'extraction
sélective de la cocaine de milieux biologiques teis des extraits de cheveux, du plasma ou
méme de l'urine. Une excellente sélectivité a aassiobtenue en milieu organique pour les
deux métabolites principaux, mais la BZE n’a présemucune rétention dans I'eau et 'EME
n'a pas été retenue lors de la percolation d'édiam de plasma ou d’urine. Finalement,
lintroduction d’'une étape préalable d’extractioquide-liquide avant I'extraction sur MIP a
permis d’analyser quantitativement la teneur decdaaine et ses deux métabolites dans
'urine. Il s’agit d’'une solution permettant de il le probleme de I'application des MIP en
milieu aqueux.

Compte tenu de la sélectivité des MIP en formatveationnel, leur miniaturisation a été
évaluée. Pour la premiere approche consistantégrent des particules sphériques de MIP
dans une puce, la polymérisation par précipitaia@ié utilisée. Malheureusement, le succes
de ce type de synthese dépend principalementmelicule empreinte utilisée, et dans le cas
de la cocaine, il n’a pas été possible de formsrpdeticules d’une taille convenable (>3 pum)
tout en conservant une bonne sélectivité du MIPIghMacet échec pour la synthese de
particules de MIP par précipitation, un grand nagnlole parametres ont été eétudiés,
permettant de mieux comprendre le mécanisme dendoiyation et ses parametres clés. Les
connaissances acquises, ainsi que des travauxeamsédu laboratoire, ont par la suite permis
d’étudier une deuxieme approche consistant a lthége d’'un monolithe de MIP in situ dans
des capillaires de 100 um de diametre interne. djrienisation de synthese a été nécessaire
pour I'obtention de monolithes avec des morpholegi@équates. Ayant fixé les conditions de
synthése, il a finalement été possible d’obtens aipillaires de MIP sélectifs pour la cocaine
et dont la synthese est répétable en termes dehwlogie et de sélectivité. Enfin, il a été
possible de réaliser un couplage de I'extractianMi? en format capillaire avec la nanoLC.
Une étude plus approfondie de ce couplage s’avécessaire et n'a pas été effectuée par
mangue de temps. Cependant, les premiers réspliatsl’analyse d’échantillons urinaires
dopés sont tres encourageants.

La présente étude a donc montré la faisabilité el’'synthese de MIP en format miniaturisé.
D’autres modes de synthése de particules, notamlaayinthese en suspension, pourraient
étre envisagés avec l'avantage par ce travail d’aamuis des connaissances sur la synthése
en bloc, par précipitation et in situ dans deslzaps. Cependant, la synthése de monolithes
de MIP in situ dans des capillaires présente Ifgttél’étre transposable a des microsystémes.
Des optimisations seront néanmoins a prévoir, notam pour le traitement de la surface des
canaux du microsysteme et pour le type d'initiatoutiliser.
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Abbréviations

ADN - acide désoxyribonucléique

AEME - anhydroecgonine méthylester

AIBN - 2,2'-azobis(isobutyronitrile)

APCI — ionisation chimique a pression atmosphérique
APPI — photo-ionisation a pression atmosphérique
AR — agent réticulant

ARN — acide ribonucléique

BDDA - 1,4-butane diyldiacrylate

Boc-L-Phe — N-(tert-butoxycarbonyl)-L-phénylalanine
BZE - benzoylecgonine

CE - électrophorése capillaire

CFME —continuous flow microextraction

COC - cocaine

COC - copolymere d’oléfines cycliques (uniguemenpartie 1.3)
COCAE - cocaéthyléne

COMOSS —Collocated Monolith Support Structures
CV - coefficient de variation

C18 — octadécyl

C6 - héxyle

C8 - otcyle

DART —direct analysis in real time

DEM - 2-(diéthylamino)éthyl méthacrylate

DI-SDME —direct immersion single drop microextraction
DLLME — dispersive liquide liquid microextraction
DMF - diméthylformamide

DPPH — hydrate de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
DVB - divinylbenzéne

ECG - ecgonine

EGDMA - éthylene glycol diméthacrylate

EME - ecgonine méthylester

ESI — ionisation par électrospray

FID — détecteur par ionisation de flamme

FTIR — spectroscopie infrarouge a transformée dei€o
GC - chromatographie en phase gaseuse

HAP — hydrocarbure aromatique polycyclique
mHBZE — méta-hydroxybenzoylecgonine

pHBZE - para-hydroxybenzoylecgonine

HF-LPME —hollow fiber liquid phase microextraction
HILIC - chromatographie a interactions hydrophiles
HMDPA — acrylate de 4-(hydroxyméthyl)-2,5-diphénpake
HPLC - chromatographie en phase liquide a haut®meance
HS-SDME —headspase single drop microextraction

IF — facteur d’impression

IS - immunoadsorbant

Ka— constante d’acidité

knip OU kyip — facteur de rétention sur le NIP ou le MIP
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LC — chromatographie liquide

LIF - detecteur a fluorescence induite par laser
LLE - extraction liquide-liquide

LDD - limite de détection

LDQ - limite de quantification

LPS — support a particules de grande dimension
LSABM - laboratoire de sciences analytiques, bibdigges et miniaturisation
MAA - acide méthacrylique

MASE —membrane assisted solvent extraction
MC — molécule cible

MEB — microscope électronique a balayage
MeCN - acétonitrile

MeOH - méthanol

v-MAPS -y-méthacryloxypropyl triméthoxysilane
MEPS —microextraction by packed sorbent
meéthylECG - méthylecgonine

MF — monomeére fonctionnel

MIP — polymere a empreintes moléculaires

MS — spectrométre de masse

MRM — multiple reaction monitoring

n.m. — non mentionné

nanoLC — nanochromatographie liquide

NIP — polymére non imprimeé

NPA — acrylate de 4-nitrophényle

NORBENZ - norbenzoylecgonine

NORCOC - norcocaine

NORCOCAE - norcocaéthyléne

NPD — détecteur thermoionique a azote/phosphore
OS - oligoadsorbant

PA - polyacrylate

PEEK — Polyétheréthercétone

PD-HID — détecteur d’ionisation d’hélium par déampulsée
PDMS - polydiméthylsiloxane

pl — point isoélectrique

Poct — coefficient de partage octanol/eau

PS-DVB - copolymeére polystyrene divinylbenzene
PTFE - polytétrafluoroéthyléene

Q — quadripdle

QQqQ — triple quadripdle

RAM - phase a acces restreint

RMN —-résonance magnétique nucléaire

SBSE -stir bar sorptive extraction

SD - écart type

SDME -single drop microextraction

SELEX —systematic evolution of ligands by exponential@nment
SIM —single ion monitoring

S/B — signal sur bruit

SPDE -solid phase dynamic extraction

SPE — extraction sur phase solide

SPME — microextraction sur phase solide
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SRM —single reaction monitoring

Tamp— température ambiante

TAS —total analysis system

MTAS —micro total analysis system
TFMAA — acide trifluorométhylacrylique
THF - tétrahydrofurane

TOF — analyseur a temps de vol

TRIM - triméthylolpropanetriméthacrylate
UHPLC - chromatographie en phase liquide a ultigdnperformance
USA — Etats-Unis d’Amérique

UV — ultraviolet

2-VP — 2-vinylpyridine

4-VP — 4-vinylpyridine

Vo — volume mort

V¢ — volume de fin de fixation

Vsush — Volume de transfert ou volume fiiesh
Vinj — volume d’injection
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Annexe 1 : Parameétres optimisés pour la trappe iogue

L’optimisation des parameétres de détection de dppte ionique (1100 LC/MSD Trap SL,
Agilen)) se fait par une infusion directe de cette sotutlans la source d’ionisation. Une puce
spécialement dédiée aux calibrations de la masesi aju’a linfusion de solutions
directement dans la chambre d’ionisation est liagec I'interface « chip cube ». Cette puce
est tout simplement formée d’'un canal vide connaaté des ports de la vanne six voies du
« chip cube » qui n’est pas normalement utilisé bt I'application de méthodes d’analyse. Il
est donc possible de faire I'optimisation des pataes de masse directement avec la puce.

Pour former un srpay, une seringue contenant unéi@ode 1 pg.mt: de cocaine et de BZE
dans 80 % de tampon formate d’ammonium et 20 % é€N a été placé sur un pouce
seringue et connectée a un capillaire de trangéd le canal de la puce de calibration. Le
débit est alors fixé & 0,3 pL.mirpour former un spray dans la chambre d’ionisatieec un
gaz séchant & 3 L.miinet & une température de 300°C. Le premier paraniésté est la
tension de capillaire nécessaire pour former uaysgen effet, cette tension a été variée de
1500 V & 1900 V, et la forme du spray a été obsest# I'écran correspondant. Un spray
stable est formé a 1750 V, donc cette valeur dixé pour la suite de I'étude. Le reste des
parametres ont été optimisés avec le programmeodidte de la trappe ionique (LC/MS
Trap Software version 5.8ruker pour Agilen). Les différents paramétres étudiés et leurs
valeurs optimales sont présentés dans le tableali A1

Paramétre | Cocaine | Benzoylecgonine
Skimmer 40V 40V
Cap Exit 213,93V 226,23 V
Oct 1DV 8,30V 8,60V
Oct 2DC 041V 1,00V
Trap Drive 30,53V 36,64 V
Oct RF 108,9V 111,48V
Lens 1 -500V -3,66V
Lens 2 -69,02V -46,89V
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Annexe 2 : Méthodes d’analyse utilisées dans ceswaux

Trois détecteurs ont été utilisés pour ce travaile trappe ionique (1100 LC/MSD Trap SL,
Agilent), un triple quadripble (6410 TripleQuad M3, Agilent) et un détecteur UV a
barrette de diodes ou DAD (DAD SL, Agilent).

Pour les méthodes effectuées sur puce, deux poomesté utilisées dont une pompe nano
(1200 Nano Pump, Agilent) et une pompe capillat200 Cap Pump, Agilent). Pour les
méthodes LC-MS conventionnelles, seule la pompe earmode normal a été utilisée. Dans
tous les cas un injecteur automatique thermosta#éCGa pour préserver les échantillons
biologiques, a été utilisé lors de la détectiong@actrométrie de masses (1200 MicroWPS et
1200 FC/ALS Therm, Agilent).

Pour la méthode LC-UV, une pompe binaire classajaté utilisée (Bin Pump SL, Agilent) et
un injecteur automatique non thermostaté (1200 ALSAgilent).

Méthodes pour la LC-MS sur puce (chapitre 1)

Dans cette annexe sont décrits tous les détailsetoant les méthodes évaluées dans le
chapitre I1.

Méthode 1 :

Pompe de chargement : 4 pL.Mjrn00% eau Wiection= 1 ML Vhush = 5 pL
Analyseur de masses : trappe ionique

Phase stationnaire : puce 40nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : tampon formate d’ammonium 5mM pH5<8) et MeCN (B)
Gradient & 0,3 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 1 7

% B 10 | 10 | 30

trcoc)= 1,7 min k@zE) = 5,3 min
LDQcoc)= 17 ng.mL* et LDQgze) = 16ng.mL*

Méthode 2 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection =1 L Viush = 5 ML

Analyseur de masses : trappe ionique
Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)
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Phase mobile : tampon formate d’ammonium 5mM pH5<8) et MeCN (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 5 9
% B 30 | 50 | 50

tR(COC): 2,5 min ﬁ(BZE) =3,1 min
LDQ(coc) = 15 ng.mL" et LDQgze) = 2 ng.mL*

Méthode 3 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection =1 UL Viush = 5 ML

Analyseur de masses : trappe ionique

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau IlI- 1)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@#¢ 0,1 % de HCOOH (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 5 9
% B 30 | 50 | 50

trcoc) = 2,8 min kBzE) = 2,5 min
LDQcoc) = 6,1 ng.mL* et LDQgzg) = 2,7 ng.mL*

Méthode 4 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection =1 L Viush = 5 ML

Analyseur de masses : trappe ionique

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@#¢ 0,1 % de HCOOH (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 7 8 10

% B 15 | 50 | 80 | 80
tr(coci5,2min k(@zE=3,7Min LDQcocF13ng.mL" et LDQgze=7ng.mL*
Méthode 5 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection = 2 UL Viush = 5 ML

Analyseur de masses : trappe ionique

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@#¢ 0,1 % de HCOOH (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 7 8 10
% B 15 | 50 | 80 | 80

trcoc) = 5,2 min k@zE) = 3,7 min
LDQ(coc)= 7 ng ;mL" et LDQgze) = 4 ng.mL*

Méthode 6 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection= 2 KL Viush = 5 ML
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Analyseur de masses : triple quadripdle

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@#¢ 0,1 % de HCOOH (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 7 8 10
%B 15 | 50 | 80 | 80

trcoc) = 5,2 min kBzE) = 3,7 min

LDQcoc) = 30 pg.mL* et LDQgze) = 5 pg.mL*

Méthode 7 :
Pompe de chargement : 4 uL.mji®0% eau 10% MeCN
Vinjection = 2 puL Vhush = 6 ML

Analyseur de masses : triple quadripdle

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@¢ 0,1 % de HCOOH (B)
Gradient & 0,4 pL.mih:

Temps (minutes) | 0 | 45 | 11,5 | 135
% B 5 5 80 80

trcoc) = 8,5 min kBzE) = 5,8 min

LDQcoc) = 31 pg.mL* et LDQgze) = 22 pg.mL*

Méthode isocratique :

Pompe de chargement : 4 uL.mj®0% eau 10% MeCN

Vinjection= 2 UL Viush = 5 pL

Analyseur de masses : triple quadripdle

Phase stationnaire : puce 500nL (Tableau II- 1)

Phase mobile : 70 % eau (0,1 % de HCOOH) et 30 BWIE,1 % de HCOOH)
Débit = 0,4 pL.mift

tr(coc)= 3,8 min keze) = 3,8 min

LDQ(coc)= 3 pg.mL' et LDQgzg) = 3 pg.mL*

Méthode LC-MS conventionnelle :

Vinjection =5uL

Analyseur de masses : triple quadripdle

Phase stationnaire : Colonne Zorbax C18 (150mmxa, i, 5um)

Phase mobile : 70 % eau (0,1 % de HCOOH) et 30 BWWIE,1 % de HCOOH)
Débit = 0,2 mL.mift

tR(COC): 2,5 min ﬁ(BZE) =1,95 min

LDQ(coc) = 47 pg.mL* et LDQgze) = 62 pg.mL*

Méthodes pour l'analyse par LC/UV et la LC/MS convationnelles
(chapitre 111)

262




Annexes

Méthode LC-UV conventionnelle :
Vinjection = 20 pL

Détecteur DAD a 233 nm

Phase stationnaire : Colonne Symmetry Shield RP38 inm x 2,1 mm d.i., 3,5um)
Phase mobile : tampon formate d’ammonium 5mM pH2=8) et MeCN (B)
Gradient & 0,2 mL.mih:

Temps (minutes) | 0 2 6 7 9 10 | 23

%B 17 | 20 | 20 | 80 | 80 | 17 | 17
Température de la colonne : 35°C
tR(COC): 5,8 min ﬁ(BZE) =4,7 min

LDQ(coc) = 10 ng.mL* et LDQgze) = 7 ng.mL*

Méthode LC-MS Symmetry Shield

Vinjection =5 pL

Analyseur de masses : triple quadripdle

Phase stationnaire : Colonne Symmetry Shield RP38 inm x 2,1 mm d.i., 3,5um)

Phase mobile : eau avec 0,1 % de HCOOH (A) et Ma@¢ 0,1 % de HCOOH (B)

Gradient & 0,2 mL.mih:

Temps (minutes) | 0 | 15| 3 8 10 | 11 | 13 | 20
%B 0 |5 15|15 [8 [8 | 0|0

tR(COC): 9,7 min ﬁ(BZE) =10,6 min Ii(EME) =16 min

LDQ(coc)= 0,08 ng.ml*  LDQgzg) = 0,20 ng.ml>  LDQgwmr = 0,53 ng.mL*
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Annexe 3 : Etude des volumes morts des puces uties

La détermination des volumes des canaux des puitiegas n’est pas évidente et les valeurs
données par le fournisseur sont incohérentes. lileaa A3-1 présente les dimensions et les
différents volumes calculés ou annoncés par lenfsseur pour chacun des 2 canaux des
puces.

Capacité du canal d’enrichissement (nL) 40 160 500
Longueur du canal d’enrichissement (mm) 4 9 25

Largeur calculée du canal d’enrichissement (um) 130 237 267
Dimensions du canal de séparation (mm x pm x Jm) 43 x75x75 150x75x75 | 150 x75x 75
Volume mort du canal de séparation donné par Agilent (nL) 160 660 160

Volume géométrique du canal de séparation (nL) 410 840 840

Volume mort du canal de séparation calculé pour une | 328 672 672

porosité de 0,8 (nL)

Volume mort calculé du canal de séparation (nL) 32 128 400

Tableau A3- 1 : Résumeé des dimensions et volumeamkeux d'e,nrichissement et de séparation des
trois puce utilisées pour ce travail

Le calcul de la largeur du canal d’enrichissemestéeffectuée en considérant qu’il s’agit
d’'un canal droit de forme rectangulaire avec ur@gmdeur de 75 um. Le calcul du volume
géométrique du canal de séparation a été effectizbmsidérant que ce canal est droit et a
une forme carrée. Les volumes morts calculés quoretent a une porosité de 0,8 pour les
deux canaux. Dans le cas du canal d’enrichissernentplume a été calculé en considérant
gue le volume annoncé nommeé capacité par Agilehtessolume géométrique de la colonne.
Dans le cas du canal d’enrichissement, comme kenwelgéométrique a été calculé, il a été
utilisé directement pour déterminer le volume mert le multipliant par une porosité
hypothétique de 0,8.

Une incohérence est observée pour le volume mocadal de séparation donnée par Agilent
pour la puce de 500 nL de capacité. En effet, s@erions sont les mémes que celles du
canal de la puce de 160 nL de capacité, mais lenwdimort annoncé est celui de la puce de
40 nL dont la longueur est inférieure. Il doit eémement s’agir d’'une erreur d’'impression de
la fiche de données de la puce. Le calcul du volorog du canal de séparation effectué pour
une porosité hypothétique de 0,8 est assez proelasd nL, donc il semblerait que ce soit

effectivement ce volume qui corresponde mieux durme mort du canal de séparation. Si le
volume mort du canal de séparation était vraiment@D nL alors il serait plus faible que le

volume mort du canal d’enrichissement et il n'yaupas de pics observés.
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En ce qui concerne le canal d’enrichissement, Ag#@ganonce une capacité et cite ce volume
comme s’il s’agissait du volume mort, or si c’étaiiment le cas alors le volume mort du
canal d’enrichissement serait quasiment le mémecglué du canal de séparation et les pics
seraient trés larges ou méme inexistants. Consitléga résultats obtenus pour la puce de
500 nL, on peut penser que ce volume est en effevolume géométrique du canal
d’enrichissement et pas son volume mort.
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Annexe 4 : Préparation de différents échantillons iologigues

Echantillons de cheveux :
Décontamination

Décontaminer les cheveux avant I'extraction (medke2 cm, 10-20 g), pour cela, il faut
placer les cheveux dans un flacon qui permettétéiagn par un agitateur rotatif.

Par la suite, réaliser trois lavages successifs :

1% bain : eau, agitation mécanique horizontale otagagir rotatif 5min.

2°™hain : eau / MeOH 50/50, agitation mécanique lomiizle ou agitateur rotatif 5min.
3*™hain : dichlorométhane, agitation mécanique hottiie ou agitateur rotatif 5min.

Entre chaque lavage, déposer les cheveux sur derfidipe au-dessus d’'un erlenmeyer.

Séchage

Placer les cheveux dans une boite a Pétri et légentans I'étuve a 50°C pendant deux
heures. Garder les cheveux secs dans un pot piastigis de capacité de 30 mL. A la fin de
cette étape on peut garder les cheveux préparédelagfrigérateur a 4°C.

Découpage

En mettant des gants et a I'aide de ciseaux biepres, donc nettoyés au MeOH, découper
tres finement (1-2 mm) les cheveux et les gardas da flacon en verre. Pour ce découpage,
il convient de placer une meche de cheveux darflaoon et d'y introduire les ciseaux pour
faire le découpage dans le flacon et diminuer étep d’échantillon.

A la fin de cette étape on peut garder les cheyréparés a température ambiante dans un
endroit sec et sombre.

Pesée
Peser 50 mg de cheveux dans un flacon en verret&j@ mL de MeCN et fermer le flacon.
Extraction

Extraire aux ultrsasons pendant 2h tout en vétifemempérature du bain pour éviter qu’elle
aille au-dela de 40°C. Pour ce faire, un bain dhalhs thermostaté a été utilisé avec un
réfrigérant pour éviter de surchauffer le bainlparultrasons.

Laisser sédimenter les cheveux puis récupérerrleagaant a I'aide d’'une seringue de 1mL
avec aiguille. C’est le surnageant qui sera analysé
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Echantillons de sérum

Pour la préparation d’échantillons de sérum, leapidut d’abord été ajusté par I'ajout d’acide
chlorhydrique 0,1 mol.t et/ou de soude 0,1 mol*LPour mesurer le pH résultant, du papier
pH a été utilisé car un pHmetre aurait pu étre abpar la présence des protéines de
I'échantillon. La force ionique de I'échantillonsidtant n'a pas été contrélée. Ensuite, la
précipitation des protéines est effectuée par utapgie MeCN de fagcon a avoir une solution
avec 50 % de MeCN. Le sérum avec le MeCN est pauite agité au vortex pendant
1 minute, puis centrifugé pendant 5 minutes a @604°C. Le surnageant est alors récupéré
pour son analyse.

Echantillons urinaires

Préparation de la solution de tampon phosphaten s@BS) 0,25 mol.tt(pH = 7,4):
solubilisation activée sous ultrasons de 1,701KHePQO,, de 2,177 g de ¥IPO, et de
14,6 g de NaCl dans 50 mL d’eau ultra-pure.

Les échantillons urinaires ont été préparés entifumode leur facteur de dilution. Par
exemple, dans le cas d’une dilution de 1/50, 1 rokinke a été introduit dans une fiole jaugée
de 50 mL, puis 1 mL du tampon phosphate salin & ®m@.L* a été ajouté ainsi que la
cocaine, BZE et EME, pour les solutions dopéessdlation a ensuite été complétée avec de
I'eau jusqu’au trait de jauge.
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Annexe 5 : Protocole de synthése en bloc

Polymérisation :

Suite au calcul des quantités requises de chaaurédetifs (calcul de volumes), la synthese a
ete effectuée de la facon qui suit :

1) Mélange de la molécule empreinte, le monomenetionnel et le solvant porogéne dans
un flacon en verre de 7 mL. On ferme le flaconagite et on garde au réfrigérateur pendant
1 heure.

2) Ajout de I'agent réticulant et de I'initiateuaids le flacon plongé dans un bain de glace.

3) Transvasement dans un tube a sceller a I'aigieedpipette Pasteur en verre, puis dégazage
sous flux d’azote pendant 20 minutes avec le tapes din bain de glace.

4) Le tube a sceller est bouché avec du parafilor pare la polymérisation. Lors de la
polymérisation par voie thermique, le tube est tsuhplement plongé dans un bain
thermostaté et maintenu a la température souhaiédelant 24 heures. Dans le cas de
l'initiation photochimique, la lampe UV (TQ 150, A3V, Heraeus Hanau, Allemagne) est
allumée une heure avant la synthése ainsi quanehermostaté. Le tube est introduit dans la
chambre de polymérisation, protégée par une baiteerte d’aluminium, et pendant les
premiéres 15 minutes de la réaction, le tube, imggelans le bain thermostaté, est tourné
d'un quart de tour toutes les 30 secondes. Ensitebe est fixé avec la lampe allumée
pendant 24 heures.

Broyage, tamisage et sédimentation :

Une fois la réaction de polymérisation complétés,tubes sont cassés et le bloc de polymere
est récupéré pour son broyage et son tamisage.

Le broyage s’effectue avec un broyeur automatiduweygur vibrant AS200Retsch avec
trois billes d’acier recouvertes de téflon, utiligé une fréquence de 20 Hz pendant
10 secondes. Plusieurs cycles de broyage de 1Qdessont possibles. En effet, il a fallu
observer l'allure du polymere a la fin de chaquapétpour vérifier que le polymere ne forme
plus de grosses particules en évitant tout de méané&op broyer. Le nombre de cycles
dépend de la composition du polymeére.

Apres le broyage, le tamisage a été effectué awectamiseuse automatique (tamiseuse
AS200 controlRetsch. La poudre obtenue apres le broyage a donc atéelsur un premier

tamis de 36 um, lui-méme posé sur un tamis de 250a% cycles de tamisage de 30 minutes
a une amplitude de 3,5 g ont été effectués. Entague cycle, les tamis ont été retirés de
'appareil, et du MeCN a été utilisé pour favoriserpassage des particules d’'un tamis a
l'autre. Aprés séchage a I'air ambiant du MeCNfaation de polymere entre les deux tamis,
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donc avec des tailles de particule p entre 25 uB86gtm, a été récupérée avant le cycle de
tamisage suivant. Environ 3 cycles de tamisag@@nhécessaires pour chaque polymere.

Finalement, pour éliminer les particules les pined qui auraient pu rester coincées dans la
fraction de polymere récupérée, une sédimentatié affectuée. Pour ce faire, la fraction de
particules de polymére sélectionnée a été intredlans un flacon de 50 mL puis une solution
de MeOH/eau 80/20 a été ajoutée jusqu’au rempkssiagflacon. La solution a été agitée
puis elle est restée au repos pendant 20 minuéesutnageant a été par la suite éliminé. Cette
procédure a été répétée jusqu’a avoir un surnagears particules suspendues apparentes
apres le repos de 20 minutes. Environ 3 cyclesédiémentation ont été nécessaires pour
toutes les synthéses. Finalement, le polymére abitenu a été séché sous flux d’azote.

Préparation des cartouches

Pour la préparation des cartouches d’extractiopplgmere a été pesé puis introduit dans des
cartouches en polypropyléne de 1 mL contenant itké file 20 um de taille de pore. De le
MeCN a été versé par la suite dans les cartouah@stasser la poudre de polymere puis un
deuxieme fritté a été introduit dans la cartouas@j’au niveau de la poudre de polymére
sans appliquer de la pression.
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Annexe 6 : Protocoles d’'extraction liguide liguide

Pour cette étude, le pH de I'échantillon urine attd'abord été ajusté a pH =9 avec un
tampon borate, puis la LLE a été réalisée avedilés rentes méthodes étudiées. Les deux
phases ont été mises en contact et I'extractiote aéalisée a l'aide d’une agitation par un
vortex pendant 2 minutes. Aprés la centrifugati@enl’dchantillon, la phase aqueuse a été
éliminée et la phase organique a été évaporée fhousi'azote a température ambiante.
Solution tampon borate 250 mmot.lpH = 9 : Dans un bécher, ajouter 2,38 g de tétedbo
de sodium décahydraté (ou Borax :.Bl@;.10H,0), 0,38 g d’acide borique ¢(BO3) et
environ 40 mL d’eau ultra-pure. Ajuster le pH avexe solution de soude (NaOH) a
0,1 mol.L* puis transvaser & une fiole jaugée de 50 mL gigiaavec de I'eau.

Protocole d’extraction 1 (basé sur [207]) :

Mélange de 50 pL de la solution a extraire (eawrne dopées) a 100 pL de tampon borate
250 mmol.I'* pH =9 et 1,2 mL d’'un mélange chloroforme : isqggmool 9 :1. Agitation au
vortex pendant 2 minutes, puis centrifugation 5utés a 1100 g. La phase aqueuse est
éliminée (phase supérieure) et la phase organsjugeupéree et évaporée sous flux d’azote.
Reprise de la phase organique pendant 1,5 minutesreéex avec 200 pL d’eau.

Ce protocole a par la suite été adapté pour la &likfie de I'extraction par MIP, pour cette
application, le protocole a été le suivant : agitatau vortex pendant 2 minutes de 0,5 mL
d’échantillon (eau ou urine) avec 1mL de tamponrateo pH=9 et 10mL de
chloroforme : isopropanol 9 :1. Centrifugation 5notes & 1100 g. Récupération de la phase
organique et évaporation totale sous flux d’az&eprise avec 3 mL de MeCN pendant
1,5 minutes au vortex.

Protocole d’extraction 2 (basé sur [62]) :

Mélange de 50 pL de la solution a extraire (eawrne dopées) a 100 pL de tampon borate
250 mmol.l* pH =9 et 1 mL d’'un mélange chloroforme / isopm@a60/40 viv. Agitation

au vortex pendant 2 minutes, puis centrifugatianiutes a 1100 g. La phase aqueuse est
éliminée (phase supérieure) et la phase organsjugeupérée et évaporée sous flux d'azote.
Reprise de la phase organique pendant 1,5 minutesriéex avec 200 pL d’eau.

Protocole d’extraction 3 (basé sur [92]) :

Mélange de 50 pL de la solution a extraire (eawrne dopées) a 100 pL de tampon borate
250 mmol.* pH = 9 et 1 mL d’un mélange chloroforme / étha8ib)5/12,5 v/v. Agitation au
vortex pendant 2 minutes, puis centrifugation 5utés a 1100 g. La phase aqueuse est
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eliminée (phase supérieure) et la phase organsjugeupéree et évaporée sous flux d’azote.
Reprise de la phase organique pendant 1,5 minutesreéex avec 200 pL d’eau.

Protocole d’extraction 4 (basé sur [14]) :

Mélange de 100 pL de la solution a extraire (eaurne dopées) a 50 uL de tampon borate
250 mmol.* pH = 9. Agitation pendant 30 secondes au vortés gjout de 750 pL d’acétate
d’éthyle. Agitation au vortex pendant 2 minutesispeentrifugation 5 minutes a 1100 g. La
phase agueuse est éliminée (phase supérieurepledda organique est récupérée et évaporée
sous flux d’azote. Reprise de la phase organiqueg@ 1,5 minutes au vortex avec 200 pL
d’eau.
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Annexe 7 : Protocole de synthese d’'un MIP par prépitation

Polymérisation :

Suite au calcul des quantités requises de chaaurédetifs (calcul de volumes), la synthese a
ete effectuée de la facon qui suit :

1) Mélange de la molécule empreinte, le monomenetionnel et le solvant porogéene dans
un ballon avec un agitateur magnétique. On fermgal®n avec un septum, on agite et on
garde au réfrigérateur pendant 1 heure.

2) Ajout de I'agent réticulant et de I'initiateuaids le ballon plongé dans un bain de glace.

3) Dégazage sous flux d’azote pendant 20 minutes: & faire, le septum est percé par une
seringue connectée a une ligne d'azote et aussi @ve aiguille de seringue pour dégager
I'air du ballon. Pour cette étape le ballon estafarmé par un septum et placé dans un bain
de glace.

4) Le ballon est par la suite placé dans un balitd thermostaté muni d’'une agitation
magneétique. La polymérisation a lieu pendant 24dsepuis le ballon est sorti du bain
thermostaté.

5) Les particules ainsi obtenues sont récupérées§lfpation sous vide avec des membranes
en nylon de 0,2 um de taille de pore. Les partgglent par la suite lavées avec 40 mL de
MeCN puis séchées sous flux d’azote pour leur étude
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Annexe 8 : Utilisation du microscope électronique &alayage

Principe

La microscopie électronique a balayage (MEB ou Spdir Scanning Electron
Microscopy est une technique de microscopie basée surrieipe des interactions électrons-
matiére. La Figure A7 - 1 montre une photo du MEiBsé dans cette étude (Hitachi S-3600
N) ainsi que le schéma de principe d’'un MEB.

Ecran

Canon |_\ /J

a électrons PC - Acquisition

numérique d'images

1= lentille

réductrice ¢ ’
(P———— Générateur
L IO de balayage

Ay
Echantillon Q) \
{

Dynodes

multiplicatrices ( \
Amplificateur | =

Figure A7 - 1 : Photographie et schéma de prindipenicroscope électronique a balayage utilisé pour
ce travail

Un faisceau d’électrons est projeté sur I'échantilh analyser. L'interaction entre les
électrons et I'échantillon génére des électronsersdaires, de basse énergie qui sont accélérés
vers un détecteur d’électrons secondaires qui &impdé signal. A chaque point d’impact
correspond ainsi un signal électrique. L'intensiééce signal électrique dépend a la fois de la
nature de I'échantillon au point d’impact qui détere le rendement en électrons secondaires,
et de la topographie de I'échantillon au point édés. Il est ainsi possible, en balayant le
faisceau sur I'échantillon, d’obtenir une cartodniapde la zone balayée. Dans la pratique, les
MEB actuels permettent d’atteindre une résolutien’drdre de 20 nm et un grossissement
qui peut aller jusqu’a 30.£0

Les observations MEB reproduites dans ce rappdrtétin réalisées au Laboratoire
Colloides et Matériaux Divisés avec l'aide de Mtriea Legeay. L'appareil utilisé dans le
cadre de notre étude est le MEB S-3600 N (Hitadld@)résolution maximale est de 3 nm a
25 kV. La tension d’accélération peut varier deld/3a 30 kV. La gamme de grossissement
varie entre 12 x et 30.1@.

Préparation des échantillons

La qualité des images obtenues au MEB dépend gedlité de I'’échantillon analysé.
Celui-ci doit étre absolument propre, de dimensidérieure au centimétre et surtout, il doit
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étre conducteur afin de pouvoir évacuer les élastrbes polyméres organiques n’étant pas
conducteurs, une mince couche d’or y a été déepsad |'obtention des images sur le MEB.
Pour ce faire, un appareil de métallisation avetale été utilisé (Appareil Polaron 550). En
effet, le polymere (particules ou capillaires) é8posé sur une pastille de carbone adhésive
(d =7 mm), elle-méme collée a un support métadlidLe tout est par la suite introduit dans
'appareil de métallisation ou un plasma est géergréprésence d’argon et d'or dans une
chambre sous vide. Le dépo6t est effectué pendamh@tes pour déposer une couche d’or
d’environ 2,5 nm d’épaisseur.

Ajustements de I'image et capture des photographies

Une fois I'échantillon placé sur la platine du MBEB systéeme est refermé en mode
« High Vacuum ». Par la suite, la platine ou egtodé I'échantillon métallisé est déplacée de
facon a rapprocher I'échantillon & 5 mm du canaglegtrons. Dans le cas de I'analyse de
capillaires, la disposition change car il est néages d’appliquer un angle d’inclinaison a la
platine. Avant de lancer le voltage, il est nécessde vérifier que le diaphragme soit sur 3,
ou dans le cas de tres petites particules il code I'ajuster a 4. Par la suite la différence de
potentiel est déclenchée avec un voltage de 5 kVv(itage peut étre augmenté si la
luminosité de I'image n’est pas suffisante aprestament).

Pour les ajustements, la premiéere chose a fairdeeplacer I'échantillon directement
sous le faisceau d’électrons. Ceci se fait aveccl@®mmandes nommées « Stage » ou
manuellement avec la boule de navigation. Par ii@,sil est possible d’amplifier I'image
avec le bouton « Magnification », et une fois lgufe amplifiee a la taille désirée, il est
nécessaire d'ajuster la focalisation de I'appaaeéc le bouton « Focus ». Par la suite, il est
nécessaire d’ajuster la luminosité et le contragtececi peut se faire avec les boutons
« Brightness » et « Contrast » respectivement. I&imant, ayant ajusté la focalisation, le
contraste et la luminosité, le stigma peut étretajavec les boutons « Stigma X » et « Stigma
Y » (cet ajustement est plus facile a faire en #mpt fortement I'image durant la mise au
point). Des commandes automatiques existent etgmupermettre la mise au point de
'image, mais des fois la mise au point obtenue mstyenne, notamment avec des
amplifications de plus de 5000 x.
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Annexe 9 : Protocole de synthese de MIP in situ danun capillaire

Découpage d’environ 18 cm d’'un capillaire en sikcerge de 100 +/- 0,04 um de diamétre
interne et de 363 +/- 15 um de diamétre externe axe gaine de TéfIGhAF (TSU 100375
Polymicrotech.

Tous les remplissages se font avec un pousse-gerin@,5 pL mitl. Les solutions sont toute
soniguées pendant 2 minutes avant de les placsr@aeringue pour remplir les capillaires.

Pré-traitement du capillaire :

Solution de silanisatiop-MAPS 1,7 mmol.[* dans CHCOOH 6 mmol.L* (pH=3,5) : ajout
de 40 pL dey-MAPS, et 10 pL d'acide acétique dans une fiolggmiavec de I'eau ultra-
pure.

- NaOH 1 mol.[* pendant 1 heure

- H,0 pendant 5 minutes

- HCI 0,1 mol.L* pendant 1 heure

- H,0 pendant 5 minutes

- Solution de silanisation pendant 1 heure

- H,0 pendant 5 minutes

- Séchage avec de I'azote (maximum 20 psi) a 50°@ger20 minutes

Synthese du polymere

Suite au calcul des quantités requises de chaaurédetifs (calcul de volumes), la synthese a
ete effectuée de la facon qui suit :

1) Mélange de la molécule empreinte, le monomenetionnel et les solvants porogéne et co-
porogene dans un flacon. On ferme le flacon, oteagion garde au réfrigérateur pendant 1
heure.

2) Ajout de I'agent réticulant et de I'initiateuaids le flacon plongé dans un bain de glace.

3) Dégazage sous flux d’azote pendant 20 minutest Ee faire, on place un septum sur le
flacon et celui-ci est percé par une seringue cciéeea une ligne d’azote et aussi avec une
aiguille de seringue pour dégager l'air du ballGette étape se fait dans un bain de glace.

4) Le flacon fermé et dégazé est placé 2 minutgsulitasons puis l'aiguille est par la suite
remplie avec son contenu pour remplir les capéapendant 5 minutes & 0,5 pL thin

5) Le capillaire est bouché des deux cotés pabdashons de GC et il est placé par la suite
dans un bain thermostaté. La polymérisation agendant 24 heures.

6) Les polyméres ainsi obtenus sont connectésnana-LC et rincés avec du MeCN a un
débit de 0,2 pL.mith (ou 0,1 pL mift si la pression est trop importante) pendant 3Qte

275




276




Liste des figures et des tableaux

Liste des figures

Chapitre |

FIGURE I- 1 : LA COCAINE : STRUCTURE CHIMIQUE (A), FEUILLES DE COCA (B), CRISTAUX DE CLORHYDRATE DE COCAINE (C),

« CAILLOUX » DE COCAINE BASE OU « CRACK » (D) (ADAPTEE DE [2]). teeeereieeetieeeeiieeeeiteeeeeiteeeetreeeeeereeeeeanaeeeeveeaean 12
FIGURE I- 2 : SCHEMA DES PRINCIPALES ROUTES METABOLIQUES DE LA COCAINE DANS LE CORPS HUMAIN (ADAPTE DE [5]). ........... 14
FIGURE |- 3 : PRINCIPE DE L'ELECTROSPRAY (ADAPTE DE [74])..uttteietieeeitiieeeiteeeeiteeestteeseestaeesesaeessstaeessnsseessnnesssnnseenans 26
FIGURE |- 4 : SCHEMA REPRESENTANT UN FILTRE QUADRIPOLAIRE (ADAPTE DE [73]). weeeoveeriiirieenieenieenieeenieesieessneesveesaeee s 29
FIGURE |- 5 : SCHEMA DE PRINCIPE DU TRIPLE QUADRIPOLE (ADAPTE DE [73]).eetuteiiieeieenieenieeniieeneesieessieesieesneesibeesaee e 30

FIGURE I- 6 : CHROMATOGRAMMES EN HPLC-MS/MS POST INFUSION DE MORPHINE A 10 p.G.ML—1 AVEC UNE IONISATION PAR ESI

OU PAR APCI D’UNE INJECTION DE PHASE MOBILE (A) ET D’UNE INJECTION D’UN ECHANTILLON DE SALIVE APRES LA

PRECIPITATION DE SES PROTEINES AVEC DE L’ACETONITRILE (B). (ADAPTE DE [81])..uvviieeiiieeeiiiieeecireeeeeieeeeeireeeeeeivee e 33
FIGURE |- 7 : PRINCIPE DE L'EXTRACTION SUR PHASE SOLIDE (SPE). ...uuviiiiitiieceiieeeetiee e etteeeeeitee ettt e ettt e eeeate e e eeaaeeeeenneean 39
FIGURE |- 8 : FORMATS DISPONIBLES POUR LA SPE. .....ciiiiiiiiiiei ettt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e s esbereeeaeeeseeeaannee 41

FIGURE I- 9 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU COUPLAGE AN LIGNE. LES CONNEXIONS DES LIQUIDES SONT REPRESENTEES EN BLEU
POUR LA POSITION DE CHARGEMENT ET EN ROUGE POUR LA POSITION D’ ANALYSE (ADAPTE DE [96])....cccvvrererrerierverenenens 42
FIGURE I- 10 : CHROMATOGRAMMES HPLC-UV RESULTANTS DE L'EXTRACTION DE LA COCAINE D’UN ECHANTILLON DE PLASMA DOPE
APRES SON EXTRACTION PAR UN SUPPORT CONVENTIONNEL C18 (A) ET PAR UN OLIGOADSORBANT CIBLE POUR LA COCAINE (B)
(ADAPTE DE [118]). teuvteeiiurieeaitieeestteesstteeasstaeeeesseeeessseeaassseeesassseesassaeaasssaeesansasseesasseeeassasesansseessnsseessnsseennnns 49
FIGURE I- 11 : PRINCIPE DE SYNTHESE D’UN POLYMERE A EMPREINTES MOLECULAIRES PAR DIFFERENTES APPROCHES : APPROCHE
COVALENTE (A), APPROCHE SEMI-COVALENTE (B), APPROCHE NON-COVALENTE AVEC FORMATION D’INTERACTIONS
ELECTROSTATIQUES (C), FORMATION D’INTERACTIONS HYDROPHOBES (D), ET FORMATION DE COMPLEXES METAL-LIGAND
(ADAPTE DE [122]). toutiieeitiee ettt e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e ettt e e eetbeeeeeaseeesassaeaeasbaseeansasseeeasseaeeastaseeansseeeanssaeaantaeeeannes 51
FIGURE I- 12 : SCHEMA DU PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT DE LA DI-SDME (ADAPTE DE [137])..cveeecieeiiienieenieeneesnieeenieenas 62
FIGURE I- 13 : SYSTEMES DE MICROEXTRACTION EN PHASE LIQUIDE ASSISTEE PAR FIBRE CREUSE EN CONFIGURATION EN D (A), EN

CONFIGURATION EN U (B) ET EN CONFIGURATION EN D ASSISTEE PAR UN POUSSE SERINGUE (C) (ADAPTE DE [140])........... 64
FIGURE I- 14 : DISPOSITIF EXPERIMENTAL POUR LA SPME (ADAPTE DE [140])...ccuverreeireriereenieenieeie s sieenre e 65
FIGURE |- 15 : SCHEMA D’UNE SERINGUE POUR LA SPDE (ADAPTE DE [147]). ceeetiiieeiiee e etiee ettt ettt e et e aeee e e e 67
FIGURE |- 16 : SCHEMA D’UN DISPOSITIF EXPERIMENTAL UTILISES EN MEEPS (ADAPTE DE [9]). ceeeeviieieiiee e ettt 68

FIGURE |- 17 : SCHEMAS REPRESENTANT UN DISPOSITIF DE BASE POUR UNE SEPARATION ELECTROCINETIQUE AVEC LA DESCRIPTION
GENERALE DU SYSTEME (A), L'ETAPE D’INJECTION ELECTROCINETIQUE DE L’ECHANTILLON (B), ET L'ETAPE DE SEPARATION (C)
(ADAPTE DE [165]). touuttteiiieeeeitieeesite e e sttt e e st tee e e sateeessaeeeasteeesassseesnsaeaasstaeesassasaeessseeeassaeeeanssaeasnseeessnsseennnns 74

FIGURE I- 18 : SCHEMA D’UNE COLONNE D’ELECTROCHROMATOGRAPHIE EN FORMAT COMOSS ET IMAGE EN MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE A BALAYAGE D’UNE SECTION DE CE COMOSS [171]. ciuviieiieiieeniieeriieeieeeiee e sttt siee e 76

FIGURE |- 19 : SCHEMA REPRESENTANT LE COUPLAGE D’UN MICROSYSTEME DE SEPARATION ET PRE-CONCENTRATION A UN
SPECTROMETRE DE MASSE AVEC UNE SOURCE ESI (P : POUSSE SERINGUE, | : VANNE D’INJECTION MANUELLE, U : RACCORD,

C 2 PUCE) [d77 ] ettt ettt e e e e ettt e e ettt e e e e tbeeeeestaeeeeasaeeesabaseeaeaataeeeastaeeeaabeeeeansaeeeesaaaesaraeaans 78

277



FIGURE I- 20 : SCHEMA DE FONCTIONNEMENT DE LA SEPARATION DE MOLECULES SUR UNE PUCE EN VERRE CONTENANT UNE COLONNE
DE SILICE GREFFEE AVEC DES GROUPEMENTS HYDROPHOBES (S : ECHANTILLON, ECD : DETECEUR ELECTROCHIMIQUE,
W1 : POUBELLE DE LA PHASE MOBILE, W2 : POUBELLE DE L'ECHANTILLON, V1 : VANNE D’ENTREE DE LA PHASE MOBILE,
V2 : VANNE DE SORTIE DE LA PHASE MOBILE, V3 : VANNE D’ENTREE DE L'ECHANTILLON, V4 : VANNE DE SORTIE DE
LECHANTILLON) [L178 ] teteettieeeetiieeeiee e e ettt e e ettt e e et te e e e ettt e e eetbeeeeeaseeeeasaeeeasbaeeeesaseesssseaeeentaseeansseeesasseeaansseaeannes 79
FIGURE I- 21 : IMAGES MEB DES MONOLITHES IMPRIME ALFUSOZINE (10) ET NON IMPRIME (NI-MC 10) SYNTHETISES DANS DES
CAPILLAIRES EN SILICE DE 100 pM DE DIAMETRE INTERNE (ADAPTE DE [158]). teuveeiiiiiiieriiinieenieesieesiee e siee s 81
FIGURE I- 22 : PHOTOS DU MONTAGE UTILISE POUR LE COUPLAGE EN LIGNE DU MIP ALFUZOSINE A LA NANOLC. LA PHOTOGRAPHIE DE
DROITE REPRESENTE UN AGRANDISSEMENT DE LA PARTIE ENCERCLEE EN ROUGE SUR LA FIGURE DE GAUCHE. (ADAPTE DE [158]).

FIGURE I- 23 : CHROMATOGRAMMES LC-UV OBTENUS APRES UNE INJECTION D’UNE SOLUTION STANDARD D’ALFUZOSINE (A), APRES
UNE INJECTION DE PLASMA/MECN DOPE AVEC DE L’ ALFUZOSINE PUIS EXTRAIT EN LIGNE PAR LE MIP ALFUZOSINE EN FORMAT
CAPILLAIRE (B), OU PAR LE NIP (C), ET INJECTION DIRECTE DE PLASMA/MECN DOPE AVEC DE L’ ALFUZOSINE (D).

(ADAPTE DE [158]). teutteeiiureeearureeeisrteesitteeessteseeesseeeesasseesasteeesassseesassaesasssaeesansssseesssseseasssasesanssnessnsesessnsseennnnns 82

FIGURE |- 24 : ELECTROCHROMATOGRAMMES D’UN MELANGE DE FLUORANTHENE ET DE BENZO(A)ANTHRACENE A 3,3 NG.uL ™" ET DE
BENZO(K)FLUORANTHENE A 5 NG.uL ™ OBTENUS APRES UNE INJECTION NORMALE (A), OU APRES UNE PRE-CONCENTRATION DE
60 SECONDES (B) [180]. .eeiuevteeeiiiieieitteeeeitee e sttt e e e eete e e s stteeeesateeeeestaeeesaaaeeesssaeeaansseeeseansseeesnsseesasssesesnssneesnssnaaans 83

FIGURE I- 25 : SCHEMA DE LA PUCE UTILISEE POUR L’ANALYSE DE MARQUEURS DE L'INFLAMATION (A), ET ELECTROPHEROGRAMME
OBTENU DES CONCENTRATIONS DE BIOMARQUEURS POUR UN ECHANTILLON CUTANE D’UN PATIENT AVEC UNE LESION CUTANEE
LEGERE (B) (ADAPTE DE [181]). cuttteeeiuiieeeiiiieeeeitieeeeiteeeeettee e e e ettt e eeateeeetaeeaeetseeeeassaeeeasseeaeasbeeeseeasseeeeassesaeasseseannns 85

FIGURE |- 26 : SCHEMA DU DISPOSITIF PUCE AGILENT (ADAPTE DE [185]). c.uviiieiiiiieiiie et e et ettt e e et eeatae e e eaveeeen 86

FIGURE I- 27 : SYSTEME CHIPLC-NANOFLEX DE EKSIGENT ET SCHEMA DE CONNEXION DES ETAPES D’ENRICHISSEMENT ET DE

SEPARATION VIA DIFFERENTES PUCES INDEPENDANTES (ADAPTE DE [198])...uvvieeeeiieeiiieeeeiteeeeeee e seree e e e svreeeeere e e 87
Chapitre Il
FIGURE II- 1 : SCHEMA DE LA PUCE COMMERCIALE ETUDIEE (SOURCE AGILENT)...uveeiteeeireerreesreesreesseeesteeesseesnsssesssesssessseees 92
FIGURE l1- 2 : SCHEMA DE L'INTERFACE & CHIP CUBE M..eeeuuvveeieuereeesereeenseeseesssesessssneesssnssesssssessesnsssesssssesessssesessssnessssseseses 94

FIGURE II- 3 : SCHEMA DES CONNEXIONS DE LA PUCE DANS LA POSITION D’ENRICHISSEMENT (A), ET DANS LA POSITION D’ ANALYSE (B)
EN MODE € FORWARD FLUSH .1 .uvteeuteesuteesieeesueeenseessseeenseesaseesssseesaseessseesssesssessnsessnsessssesssseesssessssseesseessesssssesssesn 95
FIGURE Il- 4 : CHROMATOGRAMMES LC-MS (TRAPPE D’IONS) CORRESPONDANT AUX COURANTS IONIQUES DE LA COCAINE A
M/z = 304,1 ET DE LA BZE AM/z = 290,1 POUR UNE INJECTION DE 1 pL D’UNE SOLUTION AQUEUSE DE COCAINE ET BZE A
25 NG.ML " AVEC 2 % MECN. PUCE DE 40 NL DE CAPACITE. DEBIT = 0,3 uL.MIN_l, GRADIENT SUR LE TABLEAU ET EN
ANNEXE 2, METHODE L. 1iiiiiiiuiieieeeietitiiiieeeeeeeetttteaeeeees sttt aeeeeessessssaaseeesssesssnansseeesesssssannssessssnnnsesessssssssnnneneesseres 99
FIGURE Il- 5 : CHROMATOGRAMMES LC-MS CORRESPONDANT AUX COURANTS IONIQUES DE LA COCAINE A M/z = 304, ET DE LA BZE
AM/z = 290,1 POUR UNE INJECTION DE 1 L D’UNE SOLUTION AQUEUSE DE COCAINE ET BZE A 100 NG.ML ™" AVEC 2 %
MECN, AVEC UNE GRADIENT COMPOSE D’UN TAMPON FORMATE D’AMMONIUM 5 MM PH = 3,5 ET MECN (A), OU D’UN
MELANGE D’EAU ET MECN TOUS DEUX AVEC 0,1 % D’ACIDE FORMIQUE (B). PUCE CAPACITE = 500 NL. MS = TRAPPE
IONIQUE. DEBIT = 0,4 uL.MIN™, GRADIENT DECRIT SUR LES TABLEAUX ET EN ANNEXE 2 METHODES 2 (A) ET 3 (B). veenveee 101
FIGURE II- 6 : VARIATIONS DE L’AIRE DES PICS DE COCAINE (A) ET DE BZE (B) EN FONCTION DU VOLUME INJECTE D’UNE SOLUTION
AQUEUSE CONTENANT 2 % MECN ET DOPEE A 100 NG.ML ™" AVEC DE LA COCAINE ET DE LA BZE. PUCE DE 500 NL, Viysy DE

5 uL APPLIQUEA 4 uL.MIN'l AVEC UNE SOLUTION A 10 % DE MECN ET 90 % D’EAU. LES DROITES FIGURANT SUR LES

278



GRAPHIQUES CORRESPONDENT AUX VALEURS DES AIRES DE PIC QUI DEVRAIENT THEORIQUEMENT ETRE RETROUVEES EN PRENANT
COMME REFERENCE L’AIRE OBTENUE POUR L’INJECTION DE 1 pL D’ECHANTILLON. MS = TRAPPE D’IONS. METHODE COMPLETE
EN ANNEXE 2, METHODE 3. ...iiiitttttuiieeeeereeestnnaeeeeeesssssnesssesssnneseessessssnnnasesesssssssnnnesesesssssssnessssssssnsnesessssssssnnnns 104
FIGURE II- 7 : INFLUENCE DU POURCENTAGE DE MECN DANS L'ECHANTILLON SUR LE SIGNAL DE LA COCAINE (#) ET DE LA BZE (A)
POUR UNE INJECTION DE 2 pL D’ECHANTILLON CONTENANT 100 NG.ML " DES ANALYTES. PUCE DE 500 NL, Vs DE 5 pl
D’UNE SOLUTION DE TRANSFERT CONTENANT 10 % MECN ET 90 % D’EAU. MS = TRAPPE IONIQUE. METHODE COMPLETE EN
ANNEXE 2, METHODE 3. ..iiutteiuteesuteentteesteeeteeeteesuteesuseeesaseesseeessseenseessseesnseesaseesnseesaseesssessssseensseesssessseesnsaesnseesn 105
FIGURE II- 8 : ETUDE DE LA REPONSE DE LA COCAINE (4) ET DE LA BZE ( A ) EN FONCTION DU VOLUME DE TRANSFERT VFLUSH D’UNE
SOLUTION DE H,0 / MECN 90/10 (v/V) LORS DE L’UTILISATION D’UNE PUCE DE 160 NL (A) ou DE 500 NL (B) DE CAPACITE
POUR L’INJECTION DE 2 pL D’UN ECHANTILLON D’EAU A 2 % DE MECN DOPEE AVEC 100 NG.ML ™" DE CHAQUE ANALYTE.
IMETHODE COMPLETE EN ANNEXE 2, METHODE 3. .iieittutuieieeeeeeertuneeeeererestsnneeeeesssuneaeeessssssssneeesessssssssnnneesessssssnnns 106
FIGURE II- 9 : ETUDE DE LA REPONSE DE LA COCAINE (#) ET DE LA BZE ( A ) EN FONCTION DU VOLUME DE TRANSFERT VFLUSH D’UNE
SOLUTION DE H,0 / MECN 95/5 (v/V) LORS DE L’UTILISATION D’UNE PUCE DE 160 NL (A) ou DE 500 NL (B) DE CAPACITE
POUR L'INJECTION DE 2 pL D’UN ECHANTILLON D’EAU A 2 % DE MECN DOPEE AVEC 100 NG.ML ™" DE CHAQUE ANALYTE.
METHODE COMPLETE EN ANNEXE 2, METHODE 3. .eeuuteittteriteesieeeieesteesseesseesaseeesuseesssesssssesssesssessssessnsessssessnseesane 108
FIGURE II- 10 : CHROMATOGRAMMES LC-MS CORRESPONDANT AUX TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE ET DE LA BZE POUR UNE
INJECTION DE 2 pL D’UNE SOLUTION AQUEUSE DE COCAINE ET BZE A 500 PG.ML ™" AVEC 2 % DE MECN DANS LES CONDITIONS
DECRITES SUR LE TABLEAU II- 3. DEBIT: 0,4 uL.MIN_l. MS = TRIPLE QUADRIPOLE. PUCE 500 NL. TABLEAU PRESENTANT LES
CONDITIONS DU GRADIENT UTILISE, MAIS AUSSI EN ANNEXE 2, METHODE B...vvecveeitieereesiriesaeesseeenseeessesssssessnseesssensns 110
FIGURE Il- 11 : CHROMATOGRAMMES LC-MS CORRESPONDANT AUX TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE ET DE LA BZE POUR UNE
INJECTION DE 2 pL D’UNE SOLUTION AQUEUSE DE COCAINE ET BZE A 100 PG.ML ™ AVEC 2 % DE MECN APRES L’ ADAPTATION
DE LA METHODE POUR LIMITER LES EFFETS DE MEMOIRE. Vg = 6 L. DEBIT = 4 uL.MIN™. PUCE 500 NL. MS = TRIPLE
QUADRIPOLE GRADIENT DECRIT SUR LE TABLEAU ET EN ANNEXE 2, METHODE 7. w.eevvtteeiueerieenieenieeenieesnieesnseesnesessseenas 113
FIGURE II- 12 : CHROMATOGRAMMES LC-MS CORRESPONDANT AUX TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE ET DE LA BZE POUR UNE
INJECTION DE 5 pL D’UNE SOLUTION AQUEUSE DE COCAINE ET BZE A 50 PG.ML ™ AVEC 2 % DE MECN. LC-MS
CONVENTIONNELLE, COLONNE ZORBAX C18 5 uM 150 MM X 2,1 MM D.l., PHASE MOBILE EAU/MECN/HCOOH 70/30/0,1

-1
v/V/V, DEBIT 0,2 pL.MIN™. MS = TRIPLE QUADRIPOLE. METHODE COMPLETE EN ANNEXE 2, METHODE CONVENTIONNELLE.

FIGURE Il- 13 : CHROMATOGRAMMES LC-MS CORRESPONDANT AUX TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE ET DE LA BZE POUR UNE
INJECTION DE 2 uL D’UNE SOLUTION AQUEUSE DOPEE A 10 PG.ML ™" AVEC 2 % DE MECN. PUCE DE 500 NL. Vs = 5 ulL.
DEBIT = 0,4 uL.MIN". MS = TRIPLE QUADRIPOLE. METHODE ISOCRATIQUE EAU/MECN/HCOOH 70/30/0,1 V/V/v.
METHODE COMPLETE EN ANNEXE 2, METHODE ISOCRATIQUE. ..uvvteuteetteesresseesreessseesareesseessnseesseessessseeesseesseesns 116
FIGURE II- 14 : PROCEDURE D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET SES METABOLITES DE LA MATRICE CHEVEUX. .vveevuveeeeeenereenreennnes 118
FIGURE II- 15 : CHROMATOGRAMMES EN MODE MRIM D’UN EXTRAIT DE CHEVEUX DOPE A 500 PG.MG DE COCAINE ET DE BZE
(Ceae = 250 PG.ML‘I) PAR SPE-LC SUR PUCE COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE. PUCE DE 500 NL. VFLUSH =5 pL.
DEBIT = 0,4 uL.MIN"". MS = TRIPLE QUADRIPOLE. METHODE ISOCRATIQUE EAU/MECN/HCOOH 70/30/0,1 v/v/v.
METHODE COMPLETE EN ANNEXE 2, METHODE ISOCRATIQUE.v.uvveesuteerreeseeesseessseeessessssessssesssnsessssesssesssssesssssseesns 119
FIGURE II- 16 : RENDEMENT DE LA BZE ET DE LA COCAINE DANS DES ECHANTILLONS D’ URINE DILUES (2 % MECN) COMPARES A DES
ECHANTILLONS PURS (2 % MECN) AVEC LA MEME CONCENTRATION. L’URINE A ETE DOPEE INITIALEMENT AVEC 8 NG.ML™ DE
COCAINE ET DE BZE AVANT SA DILUTION AVEC DE L’EAU. Vs = 6 L. DEBIT = 4 uL.MIN"™". PUCE 500 NL. MS = TRIPLE
QUADRIPOLE GRADIENT DECRIT EN ANNEXE 2, METHODE 7. cuvtteuterteesieeniteenteenseeesieessseessseesseesseesnsessseessseesseesn 121
FIGURE II- 17 : CHROMATOGRAMMES EN MODE MRIM D’UN ECHANTILLON D’URINE DOPE AVEC 8 NG.ML ' DE COCAINE ET DE BZE ET

-1
DILUE 50 FOIS AVEC DE L’EAU. LA CONCENTRATION FINALE APRES DILUTION POUR LES DEUX MOLECULES EST DE 0,160 NG.ML

279



ET L’ECHANTILLON CONTIENT 2 % DE MECN. Vg = 6 L. DEBIT = 4 uL.MIN"". PUCE 500 NL. MS = TRIPLE QUADRIPOLE
GRADIENT DECRIT EN ANNEXE 2, METHODE 7. «.eeeettttitiieeeeeeeeettttieeeeeeesesssssnnesesesssnesesssssssssnnaeeessssssssmnnesesessssssnnns 122

FIGURE II- 18 : DROITES D'ETALONNAGE DE LA COCAINE ET LA BZE POUR DES ECHANTILLONS AQUEUX OU URINAIRES (DILUES 50 FOIS)
DOPES ET CONTENANT 2 % DE MECN. Vs, = 6 pL. DEBIT = 4 pL.lqu'l. Puce 500 NL. MS = TRIPLE QUADRIPOLE

GRADIENT DECRIT EN ANNEXE 2, METHODE 7. «.eeeetettitiieeeeeeeeettttiaeeeeeesessssnnneseresssnnesesssssssssneseessssssssmnnnsesessssssnnns 123

Chapitre IlI

FIGURE IlI- 1 : CHROMATOGRAMME LC-UV D’UNE SOLUTION D’EAU AVEC 10 % DE MECN DOPEE AVEC 50 NG.ML ™" DE COCAINE ET
DE BZE. DETECTION UV A A = 233NM. GRADIENT TAMPON FORMATE D’AMMONIUM 5 MM PH = 3,2 eT MECN.
DEBIT = 0,2 ML.MIN™. Viyecnion = 20 L. TEMPERATURE = 35°C. METHODE DECRITE EN ANNEXE 2 COMME METHODE LC-
L1 O OO PP PPN UPPPRPPPPRRPPIN: 132
FIGURE Ill- 2 : CHROMATOGRAMMES LC-MS DES TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE, LA BZE ET L'EME D’UNE SOLUTION DOPEE
AVECO,5 NG.ML™ DE CHACUNE DES MOLECULES CIBLES. METHODE LC-MS SYMMETRY SHIELD DECRITE EN ANNEXE 2...... 134
FIGURE Ill- 3 : EVALUATION DE LA RETENTION DE LA COCAINE SUR LE MIPTH ET LE NIPTH LORS DE L’UTILISATION DE MECN COMME
SOLVANT D’ELUTION. FRACTIONS DE 1 ML .uvtiiuteeiuiieieieesiieesieeeteesteeeseessseeessseessseessseesssssnsessnsessssesssesssseesssesssssens 141
FIGURE Ill- 4 : EVALUATION DE LA RETENTION DE LA COCAINE SUR LE MIPTH ET LE NIPTH LORS DE L'UTILISATION DE MEOH COMME
SOLVANT D’ELUTION. FRACTIONS DE 1 ML ..vtiiuteeriiieniieeniteeiteeieesteesteesiteeesateesaseesseeesssesnbeesnsaesaseesasaessseesssesenseens 142
FIGURE Ill- 5 : EVALUATION DE LA RETENTION DE LA COCAINE SUR LE MIPTH ET LE NIPTH LORS DE L’ UTILISATION DE MEOH/ACIDE
ACETIQUE 95/5 V/V COMME SOLVANT D’ELUTION. FRACTIONS DE 1 ML, vvevieiireiereiereeeieeeeseeseeeseeeee e eeseeenensnnesnnes 143
FIGURE Ill- 6 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE AVEC LE MIPTH ET LE NIPTH. PERCOLATION (P) : 2ML MECN DOPE

DE COCAINE ET BZEAO,1 pG.ML'l, LAVAGES (L1, L2, L3) : 1 ML MECN, ELUTION : 1 ML MEOH/ACIDE ACETIQUE 95/5 V/V.

FIGURE IlI- 7 : PROFILS D’EXTRACTION OPTIMISES DE LA COCAINE ET LA BZE SUR LE MIP THET SUR LE NIPTH (N = 3). ..oecvvnneee 145

FIGURE IlI- 8 : EVALUATION DE SOLVANTS DE LAVAGE POUR LES PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE AVEC LE MIP UV ET
LE NIP UV (N=3). FRACTIONS DE 1 ML. 1eeeiutieeeiiieeeetteeesitteeestteeeesstesesesasaaeesassessanssesessssesssssesessssseessssseesssssseeen 147

FIGURE IlI- 9 : PROFILS D’EXTRACTION OPTIMISES DE LA COCAINE ET LA BZE AVEC LE MIP UV ET LE NIP UV. FRACTIONS DE 1 ML.

FIGURE Ill- 10 : COURBES DE SATURATION DU MIP UV (¢) ET DU NIP UV (®) CORRESPONDANT POUR LA COCAINE LORS DE SON
EXTRACTION APRES LA PERCOLATION DE 1 ML DE SOLUTION DE MECN CONTENANT DES CONCENTRATIONS CROISSANTES DE
COCAINE. LE PROTOCOLE D’EXTRACTION EST DETAILLE DANS LE TABLEAU [11- 3. .eviiiiiiiieiiieeeie et 150

FIGURE Ill- 11 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE (A), LA BZE (B) ET L'EME (c) bu MIP ET DE SON NIP CORRESPONDANT DANS
LES CONDITIONS DECRITES SUR LE TABLEAU IlI- 3, MAIS POUR UNE PERCOLATION DE 1ML D’UNE SOLUTION DE MECN DOPEE
AVEC 10 NG.ML ™ DE COCAINE, BZE ET EME (NI SRS 152

FIGURE Ill- 12 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE (A), LA BZE (B) ET L'EME (c) bu MIP UV ET DE SON NIP CORRESPONDANT
DANS LES CONDITIONS DECRITES SUR LE TABLEAU IlI- 3, MAIS POUR UNE PERCOLATION DE 1ML D’UNE SOLUTION CONSTITUEE
D’UN MELANGE EAU/MECN 50/50 (v/V) DOPEE AVEC 5 NG.ML ™" DE COCAINE, BZE ET EME. w..eoveeveeeeveeeeereseesrseenees 154

FIGURE Ill- 13 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE (A), LA BZE (B) ET L'EME (c) bu MIP UV ET DE SON NIP CORRESPONDANT
DANS LES CONDITIONS DECRITES SUR LE TABLEAU |lI- 3, MAIS AVEC UNE PERCOLATION DE 1 ML D’UNE SOLUTION AQUEUSE
DOPEE AVEC 50 NG.ML " DE COCAINE, BZE ETEIMIE. cvvruieiieeeeeeiteee ettt e ettt e e e e e eeetaae e e e e e e e eraaaneeeeeesesennnnn 155

FIGURE Ill- 14 : PROFILS D'EXTRACTION DE LA BZE bu MIP UV ET DE SON NIP D’UN MILIEU AQUEUX DANS LES CONDITIONS DECRITES
SUR LA FIGURE. ¢t teuteesuteesuteetteeseesbeessseesuteesaseaesasaessseessseanseesnsaeenseesabeeaaseesaseasaseeesabeensteesssesnseessaeenseesabaesnseens 156

280



FIGURE Ill- 15 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE (A) ET L'EME (B) AVEC LE MIP UV ET LE NIP CORRESPONDANT D’UN MILIEU

AQUEUX (NZ3). tuvteeuteeireesteesiueesteeesteeesseessseessseessseassseessseassessssssansessssessssessssesssssessssesssssessssessessnssesssessssessssens 157
FIGURE llI- 16 : PREMIER PROFIL D’EXTRACTION DE LA BZE SUR LE MIP DVB ET SON NIP EN MILIEU MECN. FRACTIONS DE 1 ML.

................................................................................................................................................................... 159
FIGURE llI- 17 : PROFIL D’EXTRACTION OPTIMISE EN MILIEU MECN DE LA COCAINE ET LA BZE SUR LE MIP DVB ET SON NIP.

FRACTIONS DE 1 ML utentiteitieteste sttt ettt ettt ettt bbbt eb e bt eae et e st et e e et e nb e et e et e b e saeebenbeebeebeeneeneeneenten 160

FIGURE lI- 18 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU MECN SUR LES MIP TRIM ET NIP TRIM. FRACTIONS
DE L MLt ettt ettt etttk h bbb a ettt h e h bR eh e R Rt Sh e b e e heeh e ea et en b e s et e benheebenbeeheeneene s 161

FIGURE lI- 19 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU HYDRO-ORGANIQUE SUR LES MIP TRIM ET NIP TRIM.
FRACTIONS DE 1 IMIL. ittt ettt sttt st e e s e s e sa e e e sbaae e s sba e e s e br e e e snaeeesnneeeeas 162

FIGURE I1l- 20 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU AQUEUX PUR SUR LES MIP TRIM ET NIP TRIM.
FRACTIONS DE 1 IMIL. .uetiiiiitiet ettt sttt st e e e e s et e e s sbabae e s s b et e s e mn e e e snaeeesnreeeeas 163

FIGURE I1l- 21 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU MECN SUR LES MIP 2-VP ET NIP 2-VP. FRACTIONS DE

FIGURE Ill- 22 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU HYDRO-ORGANIQUE SUR LES MIP 2-VP ET NIP 2-VP.
FRACTIONS DE 1 ML .utieiuiiieiieeiee ettt sttt sit ettt et sbt e e bt e et e s bt e s beesabeesabeesabeesasbeesabaesaseesabeenseeebeesneenane 165
FIGURE Ill- 23 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN MILIEU AQUEUX PUR SUR LES MIP 2-VP ET SON NIP.
FRACTIONS DE 1 ML .ttt ettt ettt et e ettt e e e s ettt et e e s e aae et e e e e e s e abe bt e eeeeean seaunbeeeeeeeseaannbbeeeeesaaannreen 166
FIGURE Ill- 24 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE AVEC LE MIP ET SON NIP APRES PERCOLATION DE 1 ML D’EXTRAIT
DE CHEVEUX EN MECN DOPE A 4 NG.MG ' DE CHEVEUX DE COCAINE ET DE BZE (N = 3). LES CONDITIONS D’EXTRACTION SONT
CELLES DU (TABLEAU 1= 3). .ttt ettt ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e e e abaeeeeabaeeeeasaeeeeasasaeeeentaeeeensseeeenseeas 167
FIGURE Ill- 25 : CHROMATOGRAMMES LC-UV D’EXTRAITS DE CHEVEUX DANS DU MECN DOPES (LIGNE NOIRE UNIE) ET NON-DOPE
(LIGNE NOIRE POINTILLEE) AVEC DE LA COCAINE ET DE LA BZE A4 NG MG™* (A), ET D’UN EXTRAIT MECN DE CHEVEUX DOPE A
4 NG.MG " APRES UNE ETAPE DE SPE SUR LE MIP = TSN 168
FIGURE Ill- 26 : CHROMATOGRAMMES LC-MS DES TRANSITIONS MRM DE LA COCAINE (A) ET DE LA BZE (B) D’UN EXTRAIT MECN DE
CHEVEUX DOPE AVEC 0,5 NG.MG " DE COCAINE ET DE BZE AVANT (LIGNE NOIRE) ET APRES (LIGNE GRISE) PURIFICATION PAR LE
1Y =P PPPPPPTR 169
FIGURE Ill- 27 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE D’UN ECHANTILLON DE SERUM DOPE APRES LA PRECIPITATION DES PROTEINES
PAR DU MECN. LES PROTOCOLES CORRESPONDANT A CHAQUE PROFIL SONT DETAILLES SUR LE TABLEAU lI- 6. ......eeueeee 171
FIGURE Ill- 28 : POURCENTAGE DE COCAINE ET DE BZE DES FRACTIONS D’ELUTION (A) ET DE PERCOLATION (B) EN FONCTION DU PH
APRES APPLICATION DU PROTOCOLE D’EXTRACTION DU PROFIL 3 (TABLEAU [11- 6). .eeuveeiiiiiieiiie et 172
FIGURE I1l- 29 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE SUR LE MIP ET LE NIP OBTENUS APRES PERCOLATION DE 0,5 ML D’UN
ECHANTILLON DE SERUM TRAITE PAR 50 % DE MECN, DOPE AVEC 1 uG.ML™ DE COCAINE (N = 3). LAVAGE : 1 ML DE MECN,

ELUTION : 2 ML MEOH/ACIDE ACETIQUE 95/5 V/V. c.uviiuiiieieiiieiieiesee st esteeteeetesteesssesseesseesseesseensesneesseessnensesnsnnns 174
FIGURE II- 30 : CHROMATOGRAMMES LC-UV D’ECHANTILLONS DE SERUM DOPES AVEC 50 NG.ML™" DE COCAINE (PIC MONTRE PAR

UNE FLECHE), AVANT EXTRACTION (LIGNE CONTINUE), ET APRES L’EXTRACTION AVEC LE MIP (TIRETS)....cceivireeirireecnrinnnn. 174
FIGURE Ill- 31 : PROFILS D’EXTRACTION DE L’EME OBTENUS AVEC LE MIP ET LE NIP APRES PERCOLATION DE 0,5 ML D’UN

ECHANTILLON DE SERUM TRAITE PAR 50 % DE MECN ET DOPE 50 NG.ML ™ D’EME. .....coverveeeeeeeeeeseeseeseeseessessees e 175
FIGURE Ill- 32 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE SUR MIP ET NIP APRES LA PERCOLATION D’URINE DOPEE. ....ccoveeruveennne 176

FIGURE IlI- 33 : PROFILS D’EXTRACTION OPTIMISES DE LA COCAINE SUR MIP ET NIP APRES PERCOLATION D’URINE DOPEE ET
PROTOCOLE D’EXTRACTION ASSOCIE (N=3). .uveieeiiieeeeitreeesiteeeetteeeeatesesennsaeeessseeeassesesnssaeessssesessssseessnssesssnssenen 177
FIGURE IlI- 34 : CHROMATOGRAMMES LC-UV D’ECHANTILLONS D’ URINE DOPES AVEC 50 NG.ML ' DE COCAINE, AVANT EXTRACTION

(LIGNE CONTINUE), ET APRES L’EXTRACTION SUR MIP (TIRETS). ENCADRE INFERIEUR : ZOOM DE LA PARTIE ENCADREE........ 178

281



FIGURE I1l- 35 : PROFILS D’EXTRACTION DE L’EME SUR MIP ET NIP APRES PERCOLATION D’URINE DOPEE. LES FRACTIONS OBTENUES
AVEC LE PROTOCOLE PRESENTE SUR CETTE FIGURE SONT DILUEES 50 FOIS AVANT LEUR ANALYSE PAR LC-MS. .............cc.... 180
FIGURE Ill- 36 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET L'EME SUR LE MIP ET LE NIP APRES PERCOLATION D’UN ECHANTILLON
D’URINE DOPE ET DILUE 50 FOIS AVEC DE L’EAU SUIVANT LE PROTOCOLE DECRIT SUR LA FIGURE......uveerveerereenereesineenneennne 180
FIGURE Ill- 37 : CHROMATOGRAMMES EN LC-UV (A) ET EN LC-MS (B) CORRESPONDANTS A L’URINE AVANT (LIGNE POINTILLEE
NOIRE) ET APRES EXTRACTION AVEC LA CARTOUCHE OASIS HLB (LIGNE CONTINUE NOIRE) ET A UNE SOLUTION AQUEUSE
CONTENANT 50 NG.ML ' DE COCAINE ET DE BZE (LIGNE CONTINUE GRISE). 1.veevvieureeieeeniresreesieesseesreesseeessseessseenes 182
FIGURE Ill- 38 : CHROMATOGRAMMIES EN LC-UV CORRESPONDANTS A L'URINE DOPEE AVEC DE LA COCAINE ET DE LA BZE ET PURIFIEE
PAR UNE CARTOUCHE OASIS HLB (LIGNE CONTINUE NOIRE) OU PAR LE MIP (TIRETS NOIRS). .ecuveerureenureenireeneeesnieesnaeenane 182
FIGURE Ill- 39 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE, LA BZE ET L'EME SUR LE MIP UV ET SON NIP CORRESPONDANT A UN
ECHANTILLON URINE DOPE AVEC 100 NG.ML ™" APRES UNE LLE. LE PROTOCOLE D’EXTRACTION EST CELUI DECRIT SUR LE
TABLEAU IlI- 3 AVEC UNE SOLUTION DE PERCOLATION DIFFERENTE PROVENANT DE LA LLE DE L’URINE DOPEE. .......ccveun.... 185
FIGURE l1l- 40 : CHROMATOGRAMMES EN LC-MS D’UN ECHANTILLON URINE DOPE AVEC 100 NG.ML™* DE COCAINE, BZE ET EME
APRES SA PURIFICATION PAR LLE SUIVIE D’UNE EXTRACTION SUR IMIIP. ..couuiiiiiiiiiieiieeice sttt et 186
FIGURE Ill- 41 : CHROMATOGRAMME LC-UV D’UN ECHANTILLON URINE DOPE AVEC DE LA COCAINE ET DE LA BZE A 100 NG.ML™
APRES UNE PREMIERE ETAPE DE LLE (LIGNE CONTINUE) ET APRES UNE DEUXIEME ETAPE DE SPE SELECTIVE SUR LE MIP UV

(LIGNE POINTILLEE). 1euttteesuteeeesureeeeaueseesaussesasssseesassnsssesanssesasssssesasssessasssssessssessanssssesasnssssssnsssssasssesessnsssesnssesenns 187
Chapitre IV
FIGURE IV- 1 : PRINCIPE DE LA SYNTHESE DE PARTICULES DE MIP AVEC UNE POLYMERISATION PAR SUSPENSION........c0ccverreenrenns 191

FIGURE IV- 2 : SCHEMA REPRESENTANT UN MICROREACTEUR EN SPIRALE UTILISE POUR LA SYNTHESE DE IMIP PROPRANOLOL ET DETAIL
DE LA ZONE D’INTRODUCTION DU MELANGE DE POLYMERISATION DANS LA PHASE CONTINUE (ADAPTE DE [220]). ...cveeuueene 194
FIGURE IV- 3 : PRINCIPE DE LA SYNTHESE DE PARTICULES DE MIP AVEC UNE POLYMERISATION PAR.......0eieerueereereereesseenseenenns 196
FIGURE IV- 4 : PRINCIPE DE LA SYNTHESE DE PARTICULES AVEC UNE POLYMERISATION PAR PRECIPITATION (ADAPTE DE [216],
M = MONOMERE, | = AGENT RETICULANT ). .ceuvteuteeurerseeseressessesseesseesseesseasssasssessesssesssessssssesssesssessessseessesnsessesssseens 198
FIGURE IV- 5 : IMAGES MEB DES PARTICULES DE NIP OBTENUES PAR LES SYNTHESES DES NIP 3,5, 6, 7 ET 12 DU PLAN
D’EXPERIENCES (TABLEAU IV- 4 ET TABLEAU IV- 5). AGRANDISSEMENT : X4000 . TENSION : 5KV...evuverureireerrieereeeennns 213
FIGURE IV- 6 : IMAGES MEB DES NIP ET MIP SYNTHETISES DANS LES CONDITIONS DE LA SYNTHESE A DU TABLEAU IV- 8. TENSION =
151 T2 PP PPPPTPRP 216
FIGURE IV- 7 : PROFILS D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE SUR DES PRE-COLONNES DE 20 MM DE LONGUEUR ET 1 MM DE
DIAMETRE INTERNE REMPLIES AVEC LE MIP 1/8/200 ET AVEC LE NIP DECRIT DANS LE TABLEAU IV- 7 MAIS AVEC UNE
POLYMERISATION A BO°C (N=3). .utieeeiieieiiiieeeiteeeesteeeseteeeestttreeeessteeesnsaaeanseeeaassseseansaaeesssaeeaansnsssssanseaeessseennn 220
FIGURE IV- 8 : PROFILS D’EXTRACTION HORS LIGNE DE LA COCAINE ET LA BZE APPLIQUES SUR DES PRE-COLONNES DE 20 MM DE
LONGUEUR ET 1 MM DE DIAMETRE INTERNE REMPLIES AVEC LE MIP 1/8/20 AVEC 25 % D'EGDMA ET 75 % DE DVB ET AVEC
LE NIP CORRESPONDANT (NZ3). uvtteeeiureeesiuteeesiureeeassesesssseesasssssesesassssesasssseassssssssssesssssssssssssssssssnssssssnssssssssseenn 222
FIGURE IV-9 : OBSERVATION PAR MICROSCOPE OPTIQUE D’UN CAPILLAIRE REMPLI DE MIP COCAINE ISSU D’UNE SYNTHESE SANS ETAPE
PREALABLE DE SONICATION AVANT (EN HAUT) ET APRES (EN BAS) SON RINCAGE AVEC DU MECN A 200 NL.MIN™. ............ 228
FIGURE IV- 10 : IMAGES MEB DES NIP ET MIP SYNTHETISES AVEC DE L'EGDMA AVEC DES RAPPORTS VOLUMIQUES DE (MF+AR)/P
DE 30/70 ET 20/80 V/V. AUTRES CONDITIONS : VOIR TABLEAU IV=14....ooiiieiieiiiiie ettt eeaaee s 230
FIGURE IV- 11 : IMAGES MEB DES NIP SYNTHETISES AVEC DU TRIM AVEC DES RAPPORTS VOLUMIQUES DE (MF+AR)/P DE 30/70 ET

20/80. AUTRES CONDITIONS : VOIR TABLEAU IV= 14 ....cuiieeiieeeieeieeiesieesteeteeteseee e eeeeeeneesneesseensesnseensesseensaensens 231

282



FIGURE IV- 12 : ETUDE DU RAPPORT AP/L DES MONOLITES DE NIP ET DE MIP AVEC UN RATIO MOLAIRE COC/MAA/TRIM DE
1/4/20 EN FONCTION DU RATIO VOLUMIQUE (MF+AR)/P. LA LIGNE POINTILLEE ROUGE REPRESENTE LA LIMITE POUR UN AP/L
DE L0 BAR.CIM L+ oottt e e e e e se e s e s eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s ee e et e e et e e eeeeeeeseeneereeneenas 232
FIGURE IV- 13 : IMAGES MEB D’UNE COUPE TRANSVERSALE DE CAPILLAIRES DE TROIS SYNTHESES DE MONOLITHES DE NIP ET MIP
SYNTHETISES IN SITU DANS DES CAPILLAIRES DE SILICE DE 100 uM DE DIAMETRE INTERNE DANS LES CONDITIONS DU TABLEAU IV-
15. TENSION = 5 KV. AGRANDISSEMENT = X 1000....c.uutirieeriiieniienieesiteesieesreeesiteesireesseeesseessseessseesssesssseessseesane 234
FIGURE IV- 14 : IMAGES MEB D’UNE COLONNE CHROMOLITH ® CAPROD ®, COLONNE COMMERCIALE MONOLITHIQUE DE SILICE
GREFFEE C18 (ADAPTE DES BROCHURES DE CHROMOLITH ®, IMERCK). ..eevuveeeieiniieeniieeieesieesteesiteesiteessiseessseesaaesnsees 235
FIGURE IV- 15 : CHROMATOGRAMMES LC-UV OBTENUS APRES INJECTION DE 250 NL DE COCAINE, OU BZE, OU ACETONE SUR UNE
COLONNE CAPILLAIRE DE 5 CM DE LONGUEUR ET 100 uM DE DIAMETRE INTERNE DE NIP (TIRETS) OU DE MIP (LIGNE
CONTINUE). cuttteeeettteeeetteeeeetteeeeetaeeeeauteeeeeaseseeeeasseaaaassseeaassseaeasseseaassaeeeansssaeaasssaaeeanssessansseeeensssesansseseastaeesnsseens 236
FIGURE IV- 16 : SCHEMA DU MONTAGE UTILISE POUR LE COUPLAGE EN LIGNE DU NIP ou DU MIP A LA NANOLC POUR L’EXTRACTION
SELECTIVE DE LA COCATNE. .. uutttteteeeaeitetteeeeesaauatteeeeeesausaebebteeeeaeaanbe e e eees e e ansbeaeeeesaaannbeeeeeeea e eaannsaeeeesesannnnneeeens 239
FIGURE IV- 17 : CHROMATOGRAMME LC-UV D’UNE INJECTION DE 250 NL DE COCAINE ET BZE A 1 uG.ML ™" DANS DE L'EAU SUR UNE
COLONNE CHROMOLITH® CAPROD® (150 MMX0,1 MM D.I.) AVEC UNE PHASE MOBILE CONSTITUEE D'UN MELANGE
EAU/MECN 85/15 V//V AVEC 0,1% D’ACIDE FORMIQUE A 0,5 HL.MIN ™. covoeeeee e e es e eee e 242
FIGURE IV- 18 : CHROMATOGRAMMES LC-UV DE L’INJECTION DE 250 NL DE COCAINE ET BZE A 2 uG.ML ™ EN INJECTION DIRECTE A
0,5 uL.MIN"", OU APRES UNE ETAPE D’EXTRACTION EN LIGNE SUR LE MIP A 0,2 uL.MIN™" AVEC UN TRANSFERT REALISE AVEC
3XV( AVEC UN MELANGE EAU/MECN 90/10 v/v. COLONNE CHROMOLITH® CAPROD® (150 MMX0,1 MM D.1.), PHASE
MOBILE : EAU/MECN 85/15 V/V AVEC 0,1 % D’ACIDE FORMIQUE. ..eccvveeirreeereeesreeenteeenteeensesesesesseessnseesssessssesssseenes 244
FIGURE IV- 19 :AIRE DE PIC NORMALISEE POUR LA COCAINE ET LA BZE EN FONCTION DU VOLUME DE CHARGEMENT XV CALCULE A
PARTIR DU DEBIT ET DU VOLUME MORT (Vg = 344 NL). c.ettiiiieiiiiieiieeite sttt sttt ettt ste e e sbeeesaeesbaesneesane 245
FIGURE IV- 20 : CHROMATOGRAMMES LC-UV CORRESPONDANT A DES INJECTIONS SOIT D’EAU, SOIT D’URINE FILTREE DOPEES AVEC DE
LA COCAINE ET DE LA BZE A 2 uG.ML™ AVEC LE DISPOSITIF PRESENTE DANS LA FIGURE IV~ 16 AVEC LE MIP POUR PRE-COLONNE
ET UN TEMPS DE CHARGEMENT CORRESPONDANT A 3XV,. CONDITIONS ANALYTIQUES CF FIGURE IV-18. .....occvveereerennns 247
FIGURE IV- 21 : CHROMATOGRAMMES LC-UV CORRESPONDANT A DES INJECTIONS D’EAU OU D’URINE DILUEE 50 FOIS AVEC DE L'EAU
DOPEES AVEC 2 pG.ML™ DE COCAINE ET DE BZE REALISEES AVEC LE MONTAGE DE LA FIGURE [V- 16 AVEC LE MIP POUR PRE-
COLONNE ET UN TEMPS DE CHARGEMENT VARIABLE XV. PHASE MOBILE : EAU/MECN 85/15 v/v AVEC 0,1 % D’ACIDE
FORMIQUE. DEBIT : 0,2 pL.lqu‘l. COLONNE : CHROMOLITH CAPROD" (150 MM X 0,1 MM D.L). ceeeeireeeeiieeeeiree e 248
FIGURE IV- 22 : CHROMATOGRAMMES LC-UV DE L’INJECTION DE 250 NL D’UN ECHANTILLON D’URINE DILUEE 50 FOIS AVEC DE L'EAU
ET DOPE AVEC 2 pG.ML ™" DE COCAINE ET BZE, INJECTE DIRECTEMENT SUR LA COLONNE DE SEPARATION (A) OU APRES
L’EXTRACTION SUR LE MIP COUPLE A LA NANOLC AVEC L'UTILISATION D’UN VOLUME DE TRANSFERT DE 7V AVEC UN MELANGE
EAU/MECN 90/10 V/V. CONDITIONS D’ANALYSE SUR LA FIGURE IV- 18.....ccueeitieieeienieseeesieeieseeseeeseeesveenneseeeneeens 249

Annexes

FIGURE A7 - 1 : PHOTOGRAPHIE ET SCHEMA DE PRINCIPE DU MICROSCOPE ELECTRONIQUE A BALAYAGE UTILISE POUR CE TRAVAIL.. 273

Liste des tableaux

283



Chapitre |

TABLEAU I- 1 : VALEURS DES PKA DE LA COCAINE ET DE SES PRINCIPAUX METABOLITES AINSI QUE DE LEURS COEFFICIENTS DE PARTAGE
OCTANOL/EAU (LOG POCT). EN ROUGE : PKA DE LA FONCTION AMINE. 1.vveruveeeeseeneessresseesseesesssessesssessnsssseesseessesnsesnes 16

TABLEAU |- 2 : SEUILS DE POSITIVITE ET QUANTITES USUELLES DE COCAINE ET DE SES DEUX METABOLITES PRINCIPAUX, BZE ET EME,
DANS LES MATRICES BIOLOGIQUES COURAMMENT ANALYSEES. ...cuuitiiiiiiiieteteri ettt sn et s s sss s s sasn s s s s sasansans 17

TABLEAU I- 3 : LLE DE LA COCAINE (COC) ET DE SES METABOLITES DANS DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES (N.M. = NON MENTIONNE).

..................................................................................................................................................................... 38
TABLEAU |- 4 : CONDITIONS D’EXTRACTION UTILISEES POUR LE TRAITEMENTS DE DIVERS ECHANTILLONS BIOLOGIQUES BASES SUR

L’EXTRACTION SUR PHASE SOLIDE (METHYLECG : METHYLECGONINE, N.M. : NON MENTIONNE, MS : SPECTROMETRIE DE

MASSE, FID : DETECTEUR A IONISATION DE FLAMME, PS-DVB : POLYSTYRENE-DIVINYLEBENZENE). .................................. 45
TABLEAU |- 5 : RESUME DES CONDITIONS DE SYNTHESE DE MIP DEDIES A LA COCAINE ET SES METABOLITES. .evvvvverererereeeeeeerererenens 57
TABLEAU |- 6 : QUELQUES APPLICATIONS DE LA PUCE COMMERCIALE FABRIQUEE PAR AGILENT ...c.cvtvtrirrrrrerererererererererererereeeeeeens 86
Chapitre Il
TABLEAU Il- 1 : CARACTERISTIQUES DES PUCES EVALUEES. .evvvevtttterereeerereeeeerererererererereresersrmmememeseseseemeeemeeeesesemerererererereeeeen 93
TABLEAU II- 2 : PARAMETRES DE MASSE OPTIMISES POUR LE TRIPLE QUADRIPOLE. ..cvvvevererererereeeeeeeeeeeeeeeeeseresesesesessmemeseresesesen 98

TABLEAU II- 3 : PARAMETRES FIXES POUR L’ ANALYSE DE LA COCAINE ET LA BZE SUR PUCE OBTENUS AVEC LA TRAPPE IONIQUE. ..... 109
TABLEAU II- 4 : BILAN DES METHODES UTILISEES. LA DESCRIPTION DES GRADIENTS UTILISES POUR CHAQUE METHODE SE TROUVE EN
ANNEXE 2 (QQQ, = TRIPLE QUADRIPOLE)....uvtesuveesureessreessesessesassessssessssesssssesssseesssessssesssssnsessssesssessssessssessssesesssens 117
TABLEAU II- 5 : RESULTATS DE L'APPROCHE STATISTIQUE POUR LA COMPARAISON DES DROITES D’ETALONNAGE EN EAU ET DANS
L'URINE DILUEE 50 FOIS AVEC DE L'EAU POUR LA COCATNE ET LA BZE. .....ciiiiiiiiiiiiieeiee ettt ettt 124
TABLEAU II- 6 : RESULTATS DE LA QUANTIFICATION DE COCAINE ET DE BZE D’ECHANTILLONS URINAIRES REELS DILUES AVEC DE L'EAU.
CES RESULTATS ONT ETE OBTENUS AVEC LA METHODE 7 DECRITE EN ANNEXE 2, OU PAR LA METHODE LLE/GC/MS UTILISEE PAR
TOXLAB. (ET=ECART TYPE, CV=COEFFICIENT DE VARIATION, N=3). ..iiiitiiiiiiieeeiiieeeeieeeeeteeeeeiteeeeeeeareeeeeareeeeeareeeennns 125
TABLEAU II- 7 : RESULTATS OBTENUS POUR LA METHODE DES AJOUTS DOSES ET POUR LES DEUX AUTRES METHODES DE

QUANTIFICATION UTILISEES. . tttuuietttieeeettueeettueeetttiaeesttnaeesatansssaaeessnnesesssnsessssnaaessnnsessssnsesssnneessssessuesesssnnessssnneenes 126

Chapitre IlI

TABLEAU Ill- 1 : CONDITIONS DE SYNTHESE DE MIP DEDIES A LA COCAINE ET SES METABOLITES.....ceevvevvrrinereeeeererennnaneeeeseeesennns 135
TABLEAU Il1- 2 : CONDITIONS DE SYNTHESE SELECTIONNEES POUR LA SYNTHESE DU MIPTH. cevvvvvriieieiereereeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 139
TABLEAU IlI- 3 : PROCEDURE D’EXTRACTION OPTIMISEE DE LA COCAINE ET LA BZE SURLE MIP UV ETLE NIP UV....vveveeeieennnee 148

TABLEAU IlI- 4 : MOYENNES ET ECARTS TYPE OBTENUS POUR LES RENDEMENTS (EN %) D’EXTRACTION DE LA COCAINE ET LA BZE EN

MILIEU MECN AVEC LE PROTOCOLE DU TABLEAU IlI- 3 PAR TROIS CARTOUCHES DIFFERENTES DE NIP ETDE MIP .............. 151
TABLEAU IlI- 5 : CONDITIONS DE SYNTHESE POUR LA SYNTHESE D’UN MIP AVEC DU TRIM COMME AGENT RETICULANT. ............. 161
TABLEAU IlI- 6 : PROTOCOLES D’EXTRACTION TESTES EN MILIEU SERUM/MECN 50/50 (v/V) POUR LE MIP ET SON NIP

CORRESPONDANT . 11ttt ettt ettt et e et e et et s aa et s et sasaeeaatatesasaesasetasanessssssasstasetssssssssenenssessssnssnens 171

284



TABLEAU IlI- 7 : SUPPRESSION DU SIGNAL OBTENU POUR LA TRANSITION DE L’EME EN FONCTION DU FACTEUR DE DILUTION (AVEC DE
L'EAU) D’UN ECHANTILLON URINE DOPE AVEC 10 NG.ML T D EMIE ettt e et ee s s e eeeeeeen 179
TABLEAU IlI- 8 : PARAMETRES DES METHODES LLE TESTEES POUR EXTRAIRE LA COCAINE ET SES DEUX METABOLITES PRINCIPAUX, LA
BZE ET L'EME, D’ECHANTILLONS AQUEUX OU D’ECHANTILLONS URINAIRES DOPES. ...veeeeurieerurreesrureeessnreeessnneesssseeeeens 184
TABLEAU IlI-9 : RENDEMENTS (EN % DE LA QUANTITE INITIALE DANS L’ECHANTILLON) ASSOCIES AUX PROTOCOLES LLE DECRITS EN
TABLEAU I1I- 8 POUR DES ECHANTILLONS D’EAU PURE ET D’ URINE DOPES A 50 NG.ML ™" AVEC DE LA COCAINE, DE LA BZE ET DE
LEIVIE (N =3 teettteitte ettt sttt ettt et ettt e sat e e bt e bt e e bt e e bt e s abeesabeeeabeesabeesabee e sabeesabeesabeensteebaeebeesabaesneenate 184
TABLEAU IlI- 10 : QUANTITES ET RENDEMENTS POUR LA COCAINE, LA BZE ET L'EME OBTENUS A DIFFERENTES ETAPES DU PROTOCOLE
DE TRAITEMENT D’UN ECHANTILLON DE 0,5 ML D’URINE DOPE INITIALEMENT AVEC 100 NG.ML ™ DES TROIS COMPOSES. LE
TRAITEMENT DE CET ECHANTILLON A CONSISTE A UNE ETAPE DE LLE (ANNEXE 6), SUIVIE DE L'EVAPORATION DU SOLVANT
ORGANIQUE PUIS DE LA REPRISE AVEC DU MECN POUR FINALEMENT FAIRE UNE ETAPE DE SPE SUR LE MIP UV SELON LE

PROTOCOLE DECRIT SUR LE TABLEAU [11= 3. 1ottt e ettt e e e e e e et eeae e e e e e eeerabaneeeeessesssaannesesessnnnnns 185

Chapitre IV

TABLEAU IV- 1 : COMPARAISON DES DIFFERENTES METHODES EXISTANTES POUR PREPARER DES PARTICULES SPHERIQUES DE MIP
(ADAPTE DE [209]). 1euttteeeittteeeiteeeeeiteeesteeeesuteeeeesasteeesanssaeastaeaeassseeaanssseesssseeaansssseeeansseeesssseeaanssesessnsnsesnsseesans 190
TABLEAU IV- 2 : EXEMPLES DE MIP SYNTHETISES AVEC UNE POLYMERISATION PAR PRECIPITATION (4-VP : 4-VINYLPYRIDINE,
DEM : 2-(DIETHYLAMINO)ETHYL METHACRYLATE, HMDPA :ACRYLATE DE 4-(HYDROXYMETHYL)-2,5-
DIPHENYLOXAZOLE, NPA : ACRYLATE DE 4-NITROPHENYLE, BDDA : 1,4-BUTANEDIYLDIACRYLATE). ..... 203
TABLEAU IV- 3 : MORPHOLOGIE DES PARTICULES DE NIP OBTENUES APRES 16 OU 24 HEURES PAR PRECIPITATION EN FONCTION DE
L'AGENT RETICULANT UTILISE ET DU TEMPS DE POLYMERISATION. ..eeuuveesuteerurernueessreeesseesseessseessseessseessseesseesssesseesns 207
TABLEAU IV- 4 : CONDITIONS DE SYNTHESE A TESTER POUR LA SYNTHESE DE NIP PAR POLYMERISATION PAR PRECIPITATION. ........ 210
TABLEAU IV- 5 : PLAN D’EXPERIENCES DE PLACKETT-BURNMAN POUR 12 ESSAIS AVEC 8 FACTEURS A 2 NIVEAUX ET AVEC 3 DEGRES DE
LIBERTE ET RESULTATS OBTENUS POUR LA TAILLE DES PARTICULES ET LE RENDEMENT. FACTEURS DECRITS EN TABLEAU IV-4., 211

TABLEAU IV- 6 : EFFETS OBSERVES ET SIGNIFICATIVITES OBTENUS POUR LE PLAN D’EXPERIENCE DE PLACKETT-BURMAN DECRIT DANS

LES TABLEAU IV-4 ET TABLEAU V-5 ettt e et e e e s e e e s e s e e e e e e e s e snnnee 212
TABLEAU IV-7 : RESUME DES CONDITIONS DE SYNTHESE DU NIP 3. oot e e e 214
TABLEAU IV- 8 : INFLUENCE DE DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA FORME ET LA TAILLE DES PARTICULES DE NIP.....c.eevviiireiiinee 215

TABLEAU IV-9 : IMAGES MEB DES PARTICULES DE NIP ET DE MIP SYNTHETISEES DANS LES CONDITIONS CITEES DANS LE TABLEAU V-
7, MAIS AVEC UNE TEMPERATURE DE 60°C ET EN FAISANT VARIER LE VOLUME DE SOLVANT. ....veeuvierreereereenreeeresseesseennens 217

TABLEAU IV- 10 : IMAGES MEB DES PARTICULES DE NIP ET DE MIP SYNTHETYSEES AVEC DU MAA COMME MONOMERE
FONCTIONNEL (MF), DE LA COCAINE COMME MOLECULE CIBLE (MC) ET UN MELANGE DE EGDMA/DVB (75/25, moL/MoL)
(AR), AVEC DIFFERENTS RATIOS MIC/MF/AR DANS DU MECN. ....cuviieiiiiitieeeteeeeteeeteeeeteeeiveeerteeeareesveeesseesaneenseeenes 218

TABLEAU IV- 11 : IMAGES MEB DES PARTICULES DE NIP ET DE MIP SYNTHETISEES AVEC DU MAA COMME MONOMERE FONCTIONNEL
(MF), DE LA COCAINE COMME MOLECULE CIBLE (MC) ET UN MELANGE DE EGDMA/DVB VARIABLE (AR), DANS DU MECN.

TABLEAU IV- 12 : PROTOCOLES DE PRETRAITEMENT DE CAPILLAIRES EN SILICE POUR LA SYNTHESE DE MONOLITHES IN SITU DE MIP
(TAMB : TEMPERATURE AMBIANTE, MIN : MINUTES, H : HEURES, I-MAPS : -METHACRYLOXYPROPYL TRIMETHOXYSILANE,
DPPH : HYDRATE DE 2,2-DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZYL, THF : TETRAHYDROFURANE, ADAPTE DE [158]). ...ccecvvreennnenn. 225

TABLEAU IV- 13 : CONDITIONS FINALES DE TRAITEMENT DES CAPILLAIRES EN SILICE DE 100 uM DE DIAMETRE INTERNE, AVANT LEUR

REMPLISSAGE AVEC LA SOLUTION DE POLYMERISATION (ADAPTE DE [158]). ..eeuvieiiiiieeeciiie ettt et et e 226

285



TABLEAU IV- 14 : CONDITIONS DE SYNTHESE INITIALES POUR LA SYNTHESE DE MONOLITHES DE NIP OU DE MIP PAR SYNTHESE IN SITU
DANS DES CAPILLAIRES DE 100 M DE DIAMETRE INTERNEL. «..eevvvvvuuuereeererersnnnaeeeeeeeesssnneseesssssnneeesssssssssnmneeessssessnnnns 230
TABLEAU IV- 15 : CONDITIONS DE SYNTHESE FINALES POUR LA SYNTHESE DE MONOLITHES DE NIP ET DE MIP IN SITU DANS DES
CAPILLAIRES DE 100 M DE DIAMETRE INTERNE ...eevvvvtuutueeeerererssuneeeeessesssssnaeseessssnsesesssssssssneseessssssssmnnneessssssssnnns 233
TABLEAU IV- 16 : DETERMINATION DE LA PERMEABILITE DES COLONNES MONOLITHIQUES CAPILLAIRES DE NIP ET DE MIP
SYNTHETISEES DANS LES CONDITIONS DU TABLEAU IV- 15, AVEC UN DEBIT DE 200 NL.MIN™" DE MECN. POUR LA COLONNE
COMMERCIALE CHROMOLITH , LA PHASE MOBILE UTILISEE POUR LA MESURE DE PERMEABILITE EST UN MELANGE EAU/MECN
85/15 V/V A UN DEBIT DE 500 NL.MIN ..ot es e esees e sse s sse e eeesesseeesesseesseseese s seeesesees 234
TABLEAU IV- 17 : FACTEURS DE RETENTION CORRESPONDANT AUX TROIS COLONNES CAPILLAIRES DE NIP ET DE MIP SYNTHETYSEES
DANS LES CONDITIONS DECRITES SUR LE TABLEAU IV- 15. (Kcoc = FACTEUR DE RETENTION DE LA COCAINE, Kgze = FACTEUR DE
RETENTION DE LA BZE). 1ottt ettt e ettt e e e ettt e e e bt e e e eaa e e e stbe e e e sbeeeeaasssaeeetseaaesbeeeensseeeensreeaans 237
TABLEAU IV- 18 : FACTEURS D’IMPRESSION CORRESPONDANT AUX TROIS COUPLES DE NIP/MIP SYNTHETISES DANS LES CONDITIONS

DECRITES SUR LE TABLEAU IV- 15 (IFcoc = FACTEUR D’IMPRESSION DE LA COCAINE, IFgz¢ = FACTEUR D’IMPRESSION DE LA

TABLEAU IV- 19 : FACTEURS DE RETENTION (K) ET RESOLUTION OBTENUS POUR LA COCAINE ET LA BZE POUR UNE COLONNE
CHROMOLITH CAPROD RP18 DE 150MM X 0,1MM A DIFFERENTES COMPOSITIONS DE PHASE MOBILE. V yecrion = 250 NL.

INJECTION D’UNE SOLUTION DE COCAINE ETBZEAS uG.ML'1 N 241
Annexes
TABLEAU Al- 1 : PARAMETRES OPTIMISES POUR LA DETECTION DE LA COCAINE ET LA BZE SUR LA TRAPPE IONIQUE. ..ivvrerinninnnnes 259

TABLEAU A3- 1 : RESUME DES DIMENSIONS ET VOLUMES DE CANAUX D’E,NRICHISSEMENT ET DE SEPARATION DES TROIS PUCE

UTILISEES POUR CE TRAVAIL....eeetetttuueeeeeesressunnaeeessesssssnnesesssssnneeeessessssnnnasesssssssssnnnesesssssssssnnnsesssssnnesessssssssnnnns 264

286



[1]
[2]
[3]
[4]
[5]
"
g
[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]

[20]

[21]

[22]
[23]

[24]

Références ;

Goldstein RA, DesLauriers C, Burda A, Johnson-Arbor K (2009) Seminars in
Diagnostic Pathology 26:10-17

U.S. Drug Enforcement Administration
http://www.justice.gov/dea/images_cocaine.html.

Janicka M, Kot-Wasik A, Namiesnik J (2010) Trends in Analytical Chemistry
29:209-224

Karch SB (2002) Karch's Pathology of Drug Abuse. Third edition CRC Press
LLC USA, 541 pages.

Jufer RA, Darwin WD, Cone EJ, Maciej JB (2000) Chapter 2. In: Handbook of
Analytical Separations Elsevier Science B.V., pp. 67-106

Verstraete AG (2002) Annales de Toxicologie Analytique 14:390-394

Warner A, Norman AB (2000) Therapeutic Drug Monitoring 22:266-270

Jatlow P (1988) The Yale Journal of Biology and Medicine 61:105-113
Jagerdeo E, Abdel-Rehim M (2009) Journal of the American Society for Mass
Spectrometry 20:891-899

Castiglioni S, Zuccato E, Chiabrando C, Fanelli R, Bagnati R (2008) Mass
Spectrometry Reviews 27:378-394

Peterson KL, Logan BK, Christian GD (1995) Forensic Science International
73:183-196

Bones J, Thomas KV, Paull B (2007) Journal of Environmental Monitoring
9:701-707

Needham SR, Jeanville PM, Brown PR, Estape ES (2000) Journal of
Chromatography B 748:77-87

Maquille A, Guillarme D, Rudaz S, Veuthey J-L (2009) Chromatographia
70:1373-1380

Virtual Computational Chemistry Laboratory LogP Calculator
http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html.

ACE acidity and basicity calculator
http://aceorganic.pearsoncmg.com/epoch-plugin/public/pKa.jsp.

Badia R, de la Torre R, Corcione S, Segura J (1998) Clinical Chemistry
44:790-799

Antonilli L, Suriano C, Grassi MC, Nencini P (2001) Journal of
Chromatography B 751:19-27

Paul BD, Lalani S, Bosy T, Jacobs AJ, Huestis MA (2005) Biomedical
Chromatography 19:677-688

Pépin G, Duffort G, Rommel N, Kintz P, Dumestre-Toulet V, Kergueris MF,
Lachatre G, Moulsma M, Goullé JP, Lacroix C, Ricoordel I, Mura P, Vincent F,
Gruson A, Gruson A, Lhermitte M, Capolaghi B, Turcant A, Ghysel MH,
Corteel P (2003) Annales de Toxicologie Analytique 15:108-116

Cardona PS, Chaturvedi AK, Soper JW, Canfield DV (2006) Forensic Science
International 157:46-56

Pragst F, Balikova MA (2006) Clinica Chimica Acta 370:17-49

Wylie FM, Torrance H, Seymour A, Buttress S, Oliver JS (2005) Forensic
Science International 150:199-204

Bosker WM, Huestis MA (2009) Clinical Chemistry 55:1910-1931

287




[25]

[26]
[27]

[28]
[29]

[30]
[31]
32]
3]
[34]
[35]
[36]
37]
[38]
[39]
[40]

[41]
[42]

[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]
[51]

[52]

Kiszka M, Buszewicz G, Madro R (2000) Problems in Forensic Sciences 46:7-
23

Dumestre-Toulet V (2002) Annales de Toxicologie Analytique 14:43-49
Moeller MR, Steinmeyer S, Kraemer T (1998) Journal of Chromatography B
713:91-109

Kintz P, Villain M, Cirimele V (2006) Spectra Analyse 248:24-17

De Oliveira CDR, Roehsig M, de Almeida RM, Rocha WL, Yonamine M (2007)
Current Pharmaceutical Analysis 3:95-109

Bucelli F, Fratini A, Bavazzano P, Comodo N (2009) Journal of
Chromatography B 877:3931-3936

Cordero R, Paterson S (2007) Journal of Chromatography B 850:423-431
Society of Hair Testing (2004) Forensic Science International 145:83-84
Townsend S, Fanning L, O'Kennedy R (2008) Analytical Letters 41:925-948
Brunet B, Barnes A, Scheidweiler K, Mura P, Huestis M (2008) Analytical and
Bioanalytical Chemistry 392:115-127

Valente-Campos S, Yonamine M, Moreau RLdM, Silva OA (2006) Forensic
Science International 159:218-222

de Castro A, Concheiro M, Shakleya DM, Huestis MA (2009) Journal of
Chromatography B 877:3065-3071

Huerta-Fontela M, Galceran MT, Ventura F (2007) Analytical Chemistry
79:3821-3829

Castiglioni S, Zuccato E, Crisci E, Chiabrando C, Fanelli R, Bagnati R (2006)
Analytical Chemistry 78:8421-8429

Kasprzyk-Hordern B, Dinsdale RM, Guwy AJ (2008) Water Research 42:3498-
3518

Postigo C, Lopez de Alda MJ, Barceld D (2008) Trends in Analytical Chemistry
27:1053-1069

Yonamine M, Saviano AM (2006) Biomedical Chromatography 20:1071-1075
Cognard E, Bouchonnet S, Staub C (2006) Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 41:925-934

Marchei E, Colone P, Nastasi GG, Calabro C, Pellegrini M, Pacifici R, Zuccaro
P, Pichini S (2008) Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
48:383-387

Kintz P, Mangin P (1995) Forensic Science International 73:93-100

Fucci N, De Giovanni N, Chiarotti M (2003) Forensic Science International
134:40-45

Lachenmeier K, Musshoff F, Madea B (2006) Forensic Science International
159:189-199

Strano-Rossi S, Colamonici C, Botré F (2008) Analytica Chimica Acta
606:217-222

Ortufio J, De La Torre R, Segura J, Cami J (1990) Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis 8:911-914

Virag L, Jamdar S, Chao CR, Morishima HO (1994) Journal of
Chromatography B 658:135-141

Lacroix C, Saussereau E, Bodin G, Goullé JP (2008) Annales de Toxicologie
Analytique 20:25-38

Mercolini L, Mandrioli R, Saladini B, Conti M, Baccini C, Raggi MA (2008)
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 48:456-461

Fernandez P, Morales L, Vazquez C, Bermejo AM, Tabernero MJ (2006)
Forensic Science International 161:31-35

288




[53]
[54]
[55]

[56]
[57]

[58]
[59]

[60]
[61]

[62]
[63]

[64]
[65]
[66]

[67]
[68]

[69]
[70]

[71]
[72]

[73]
[74]
[75]
[76]
[77]
[78]
[79]

[80]
[81]

[82]

[83]

Jeanville PM, Estapé ES, Needham SR, Cole MJ (2000) Journal of the
American Society for Mass Spectrometry 11:257-263

Hummel D, Loffler D, Fink G, Ternes TA (2006) Environmental Science and
Technology 40:7321-7328

Lépez P, Martello S, Bermejo A, De Vincenzi E, Tabernero M, Chiarotti M
(2010) Analytical and Bioanalytical Chemistry 397:1539-1548

Jatlow P, Nadim H (1990) Clinical Chemistry 36:1436-1439

Ferreirés Bouzas N, Dresen S, Munz B, Weinmann W (2009) Analytical and
Bioanalytical Chemistry 395:2499-2507

Puopolo P, Chamberlin P, Flood J (1992) Clinical Chemistry 38:1838-1842
Tagliaro F, Antonioli C, De Battisti Z, Ghielmi S, Marigo M (1994) Journal of
Chromatography A 674:207-215

Quintela O, Lendoiro E, Cruz A, de Castro A, Quevedo A, Jurado C, Lopez-
Rivadulla M (2010) Analytical and Bioanalytical Chemistry 396:1703-1712
Gheorghe A, van Nuijs A, Pecceu B, Bervoets L, Jorens P, Blust R, Neels H,
Covaci A (2008) Analytical and Bioanalytical Chemistry 391:1309-1319

Sun L, Hall G, Lau CE (2000) Journal of Chromatography B 745:315-323
Fernandez P, Morales 