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C’est un processus chromatographique

- Le support solide jouant le role de
phase stationnaire

- Le solvant de I'échantillon puis
I’éluant jouant le role de phase mobile
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PHINCIPE

L’'extraction sur phase solide est fondée sur
la distribution des composés d’intéréts

entre une phase solide ( adsorbant) et une
phase liquide (échantillon)
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Pourquoi la SPE?
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PoUrquoitarSPE?:

- Traiter les échantillons liquides avant
I'analyse
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PoUrquoinialSPE?.

-Isoler ou piéger les analytes traces
recherchés, qui sont contenus dans des
matrices complexes sur un support solide
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PoUrquoiNarSPE?

- Concentrer les analytes contenus dans
des matrices complexes
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POULqUOItraiterss:
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POULquUotiaiterss:

Le traitement de I'échantillon liquide par
la technique SPE, permet de réegler le

probleme de la présence d’autres analytes
non désires. Ceux-ci peuvent interférer
avec la méthode de séparation et de
détection




Extraction en Phase Solide (SPE)

Pourquoiisoleroupiegen?.
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Polurquollisolerfouipieger:?.

Les analytes traces recherchés sont
séparés de la matrice interférente
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LES'SUPPONtS'SPE
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L’évolution de la technique d’extraction SPE a
éte rendue possible grace au developpement
de supports qui permettent un gain en
sélectivité par I'association de plusieurs
meécanismes
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LESISUPPONLSISPE

Formats disponibles dans le commerce

-Cartouches de différentes capacités
(volume des réservoirs: 0,5 a 10 ml et 35mg a
2g de support)

6
FISCOVERY
e
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LESISUPPONLSISPE

Formats disponibles dans le commerce

Disques
(permettent d’avoir un débit plus important et
une extraction plus rapide: diametre 4 a 96
mm)
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ESISUPPOLLS'SPE

Formats disponibles dans le commerce

__Formats disponibles dans le commerce
-Plaques a 96 puits
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ESISUPPOKLSISEE

Caracteristiques

Parametres Cartouche Disques
Dimensions (h et d) 1.1x1.1cm 0.05x4.7cm
Surface 0.95cm? 11.34 cm?
Poids du packing 500 mg 500 mg
Débit a 85 kPa 30 mL/min 100 mL/min

Vélocité linéaire 0.525 cm/s 0.15cml/s
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MecaniSmesimnisienyjeus:
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MecaniSmesimisienyjeu =

Selon la nature de la phase stationnaire
( I'adsorbant ) et la phase mobile ( I'éluant )
il existe plusieurs mécanismes comme:

-L'adsorption
-L’échange d’ions
-Le partage
-L'exclusion
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-

MecaniSmesimisienyjeu =

Les phases stationnaires adsorbantes sont des
supports dont la surface est active par nature.
Les solutés y sont retenus essentiellement par

adsorption.
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MecaniSmesimisienfjeus

Quelles sont ces phases adsorbantes?
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MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

Les polymeres poreux: pour les composeés
aromatiques
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MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

Fluorisil ( Mg2SiO3 ) : pour les composés
polaires
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MecaniSmesimisienfjeus

Quelles sont ces phases adsorbantes?

Charbon actif: composés organiques
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-

MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

La silice: pour les composés polaires et
les composés basiques
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-

MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

L'alumine: pour les composeés polaires et
les composeés acides
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MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

Par exemple la silice et I'alumine sont des
phases polaires non greffées, elles ont
éte utilisées pour I'extraction de
composes polaires dissous dans des
solvants apolaires ou peu polaires.
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MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases adsorbantes?

Le mécanisme de rétention ( le partage )
des analytes est di a lI'interaction des
forces de Van der Waals ou forces

dipolaires
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MecaniSmesimisienyjeu =

Quelles sont ces phases ?

Les phases greffées polaires ou apolaires
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Mecanismes misienjeug

Quelles sont ces phases ?

Silice greffée
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Mecanismesimisienyjeus:

Les interactions ioniques ou électrostatiques
ont lieu entre un soluté charge (ionique) et

une phase solide portant des charges opposées
a celles du soluté (échanges cationiques entre
les charges positives et eéchanges anioniques
entre les charges négatives.

Ces interactions dépendent fortement du pH
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Mecanismesimisienyjeus:

Les Phases

Les polymeres organiques:

-Copolymere de polystyrene /divinyl benzene

-Polyméthane
-Cellulose
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Mecanismesunisienyjeus:

Les Phases

Polymeres Organiques
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Exemples de colonnes SPE



Extraction en Phase Solide (SPE)

Exemples de colonnes

Bond Elut Analyte Matrix Typical Typica
Functional Elurtizn applications
Groups Solvents
C16-Oclagecyl | Hyorophoblc | Agueous Memanal Dvugs of Abuse
CE - Ochyl Groups ‘Watar Apstonhinle Peptides
C2-Ethyl Aromatic Sufrers Tinyl Acetale | Pesicloes
CH- Cyclohaxyl | rings Sialogical Chionoform Therapeutic
P - Phenyl Alkyl chalns Flulds Acidic Dvug Manitoring
CH- Memhanol
Cyanapropy! Hexane
CM - End-
capped
Cyanapropy
CH- Hyaraphilc Wan-Poisr Mehanal Wiamin D
Cyanapropy! Grouns Hexane BOpropana atabalnzs
20 H - Dl Hydraxyls Cils Apetong Lipid
- Ellica Arnines Chiorofzrm Separaliors
FH,- Heleratoms Lipks Oll Additives
Aminoprapyl (5,0.M) Carohydrates
PEA- Phenols
Primary'Second
ary Amine
S0K- Cations AQUBGUS | ACHlic Buffer | Catecholamines
Benzenesufanic | Amnes Water High lonikc Heriddes
Acid (Strang) Pyrmidines Adidic Buffers | Sirengeh Phamaceuticals
PRS- Sialoglcal Siuffer
Propyisufanic Flulds
Acid (Strang)
CBA-
[Camoxylic Ackd
(Weak)
Anian S - Anians : AQUEOUS | Acidic Buffer | Onganic Acids
Exchange Cuabermary Carnoudlc Water High lanic Witamines
caon Aming [3trong) | Aclos Alkalne Buters | Strengn Falty Acids
PSA- Sukonic Aclds | Siologlcal Sufrar Phosphates
Primary/Second | Phosphates Flukds
ary Amine
MH,-
aminograpyl
(Weak)
PS4 - Vicina! Di's | Aqueocs Agidic Buffer | Nuckeobides
Phieryibaranic Alaing Anidiz huseosloes
Acid Sufers Memanal Camohydrates
Sialagleal Catechalamings
Flulds
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Phases Phase Inverse
Octadecyl (C18) - (CH,),,-CH,
Octyl (C8) -(CH,),-CH,
Ethyl (C2) -(CH,-CH,)
Cyclohexyl -CH,-CH,-cyclohexyl
Phenyl -CH,-CH,-CH,-Phenyl

Copolymere

Styrene-divinylbenzéne

Normal Phase

Cyano (CN) -(CH,);-CN
Amino(NH,) -(CH,);NH,
Diol -(CH,);OCH,CH(OH)CH,OH
Silica gel -SiOH
Florisil Mg,SiO,
Alumina Al,O,4
Echangeurs d'ions
Amino(NH,) -(CH,);NH,
Amine quaternaire -(CH,);N*(CH;),
Acide carboxylique -(CH,),COOH

Acide sulfonique aromatique

-(CH,);-Phenyl-SO,H

Exclusion

Large pore hydrophobe (butyl)

-(CH,),CH,

Fchanaetlirs d'ions larae nore

-COOH
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Les parametres qui guident le

développement d’'une procédure SPE
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Les parametres qui guident le
développement d’une procédure SPE

* Volume nécessaire pour la préconcentration

* pour une détection trés sélective,
l'élimination des interferents n’est pas
forcément nécessaire
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Les parametres qui guident le

développement d’'une procédure SPE

- Le nombre de composés a rechercher
simultanément et leurs propriétés physico-
chimiques (polarité, solubiliteé....)
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Les parametres qui guident le

développement d’'une procédure SPE

-La nature de I'échantillon et la quantité
disponible
*Phase aqueuse (biologique et environnement)
supports hydrophobes
* Phase organique (extractants retenus polaires)
supports silices vierges ou grefféees, alumines
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L'intérét de connaitre les parametres qui guident

le développement d’une procédure SPE
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L'intérét de connaitre les parameétres qui guident

le développement d’une procédure SPE

de choisir la nature chimique de I'adsorbant(PS)
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L'intérét de connaitre les parameétres qui guident

le développement d’une procédure SPE

*de connaitre la quantité de support conduisant a
une forte affinité avec les analytes (volume de fin de
fixation)
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La Procédure d’Extraction
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La Procédure d’Extraction

Conditionnement de I'adsorbant
contenu dans la cartouche d’extraction
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La Procédure d’Extraction

Pourquoi le conditionnement et comment?

Mouiller le support en
présents a sa surface

Un support hydrophobe est tout d‘abord mouille par
un solvant organique, puis par un solvant de
polarite similaire a celle du solvant constituant
I'échantillon
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La Procédure d’Extraction

On procede a la percolation de
I’échantillon sur le support
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La Procédure d’Extraction

Que se passe t-il au cours de la percolation?

Les nayant
par la
phase stationnaire. Par contre
et les molécules présentant une forte
affinite avec l'adsorbant sur le
support.
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La Procédure d’Extraction

Un lavage supplémentaire
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La Procédure d’Extraction
| Pourquoi ce lavage et comment?

Pourquoi ce lavage et comment?

Eliminer les composés interférents faiblement
retenus sur le support.

Choisir un solvant de faible force eluante de facon
a éluer les interférents tout en gardant fixés les
composes d’interéts.
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La Procédure d’Extraction

On procede a I'élution des
composes ciblés en faisant percoler un
solvant bien choisi
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La Procédure d’Extraction

Role du solvant d’élution ou de percolation
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La Procédure d’Extraction

Role du solvant d’élution ou de percolation

-Permet d’éluer les molécules cibles
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La Procédure d’Extraction

Role du solvant d’élution ou de percolation

-Permet de rompre les interactions mises en
jeu entres les analytes d’intéréts et le
support solide .
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La Procédure d’Extraction

Role du solvant d’élution ou de percolation

-D’éviter I'élution des composés interférents
fortement retenus sur le support
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La Procédure d’Extraction

Ratain Compounds of mteraest and Lef Imspurities Pass through Tube

& Contaminanis
0 Compspands ol

ﬁ‘
&

Landidkm

Gondidon

on essaie d'utiliser un petit volume
d'eluant par rapport au volume original de
‘echantillon
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La Procédure d’Extraction

Dispositifs SPE
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La Procédure d’Extraction

Dispositifs SPE

- Un réservoir: Permet
I'introduction de
I’échantillon

- Un support solide: Permet
la rétention des solutés

- Un embout: Permet
I'adaptation de la cartouche
a un autre dispositif




Extraction en Phase Solide (SPE)

Dispositifs SPE

- Les SPE sont en

- Les frittés sont en polyéthylene

- Les adsorbants les plus répandus sont a base de
silice greffée 45 micrometres

- La nature des greffons détermine le mode
d’interaction mis en jeu:

+ un greffon C18 (apolaire), donne des
interaction de type van der Waals

+ une silice activée (polaire), donne des
interactions par pont hydrogene
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La Procédure d’Extraction

Dispositifs SPE
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Avantages de la SPE/LLE
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Avantages de la SPE/LLE

-Extraction plus complete de I'analyte
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Avantages de la SPE/LLE

-Consommation réduite en solvant organique
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Avantages de la SPE/LLE

-Collection plus facile de la fraction de |'analyte totale
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Avantages de la SPE/LLE

-Elimination des particules indésirables
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Avantages de la SPE/LLE

-Procédures manuelles plus faciles
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Avantages de la SPE/LLE

-Rapidité
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Avantages de la SPE/LLE

-Sélectivité: large choix de PS et de solvants
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Avantages de la SPE/LLE

-Enrichissement de traces: améliore les limites de détection
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Avantages de la SPE/LLE

-Couplage a d’autres méthodes
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Inconvénients de la SPE/LLE
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Inconvénients de la SPE/LLE

-Reproductibilité: Variabilité des cartouches
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Inconvénients de la SPE/LLE

-Adsorption irréversible de certains analytes
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Applications
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Applications

Bond Elut Analyte Matrix Typical Elution Typical
Functional Solvents Applications
Groups
C8 - Octyl Hydrophobic Agqueous : Methanaol Drugs of Abuse
Groups :
2 - Ethyl Aromatic rings Water Acetonitrile Peptides
Buffers
CH-Cyclohexyl Ethyl Actetate Pesticides
Non-polar Alkyl chains Biological
Extraction PH-FPhenvyl Fluids Chloroform Therapeutic Drug
Acidic Monitoring
CHN - Cyanopropyl Methanol
CN - End-capped Hexane
Cyanopropyl
CN-Cyanopropyl Hydrophilic MNon-Polar Methanaol Vitamin D
Groups : Metabolites
20 H - Diol Hydroxyls Hexane Isopropanol
Acetone Lipid Separations
Polar Si-Silica Amines Qils
Oil Additives
Extraction MHz - Aminopropyl Heteroatoms Chloroform
Carbohydrates
(2,0,N) Lipids
PSA - Primary/Secondary Phenols
Amine
Cation SCX - Benzenesulfonic Cations : Agueous Acidic Buffer Catecholamines
Exchange Acid (Strong) Amines Water
Extraction High lonic Herbicidas

PRS- Propylsulfonic Acid
(Strong)

CBA - (Carboxylic Acid
{(Weak)

Pyrimidines

Acidic Buffers

Biological
Fluids

Strength Buffer

FPharmaceuticals
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Applications

Phases

Applications

une des phases les plus hydrophobes en phase
inverse, Isolement d'especes hydrophobes en
solution, drogues dans le sérum, plasma et urine,
Enléevement de sels dans les peptides, acides
organiques dans le vin, pesticides dans I'eau par
enrichissement de traces.

Copolymeére styrene-
divinylbenzene

Enrichissement de traces de pesticides polaires
dans I'eau et isolement de métabolites de
meédicaments a caractére polaire.

Phase inverse hydrophobe , isolement de
composés hydrophobes a partir se solutions
aqueuses, médicaments présents dans le sérum, le
plasma et |'urine, peptides sériques et
plasmatiques.

Phase normale polaire neutre, isolement de
composés de polarité faible a modérée a partir de
solutions aqueuses, classification de lipides,
separation de pigments des plantes, pesticides
extraits du sol et de résidus alimentaires.
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Applications

Florisil

Phase normale basique Iégerement polaire, isolement de
composés a polarité modérée a partir de solutions
aqueuses, pesticides alimentaires, biphenyl polychlorés
dans les huiles, pesticides extraits du sol et résidus
alimentaires

Alumine A

Phase normale polaire acide, isolement de composeés
hydrophiles a partir de solutions aqueuses, echangeurs
d'ions de basse capacité, sucre et caféine dans des
boissons, additifs alimentaires.

Echangeur de
cations

Phase échangeur de cations, isolement d'analytes
cationiques en solution aqueuse et non agueuse,
fractionnement de protéines faiblement basiques et
d'enzymes.

Echangeur d'anions

Phase echangeur d'anions, isolement d'analytes
anioniques en solution agueuse et non aqueuse,
extraction de protéines acides et faiblement acides et
d'enzymes, enlévement de pigments acides de vins, de
jus de fruit et d'extraits alimentaires, enlevement d'acide
organique présent dans |'eau.
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Mode mixte

Aminopropyl, NH,

Cyanopropyl,CN

Diol, OH

Applications

Phase inverse (Cg) et phase echangeuse de
cations, isolement de médicaments basiques et
d'amphoteres a partir du sérum, du plasma et de
I'urine.

Phase normale, phase inverse et faible échangeur
de cations, médicaments et métabolites a partir des
fluides biologiques, fractionnement de pétrole et
d'huile, phénols et pigments végeétaux.

Phase normale et phase inverse, analytes dans des
solvants aqueux et organiques.

Phase normale et inverse, analytes en solution
agueuse et organigue, médicaments et métabolites
dans des fluides biologiques.
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Applications

Extraction des métaux

a base de méthacrylate/amino diacétate

: 5ml d’acide nitrique 2N
5ml d’eau
5ml d’acétate d'ammonium 0,1M a pH=5,3

6ml d’échantillon
rincer avec I'acétate d'ammonium 0,5M a pH=5,3

5ml d'eau
Acétate d’'ammonium 0,5M(Eau de Mer)

Acide nitrique 2N, 2ml + 1ml
compléter a 10ml en volume
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Applications

Extraction de la caféine

Silice greffée C18

: Méthanol
H20

7ml d’échantillon

Solution ammoniacale
Solution d’acide acétique

Par HPLC

colonne C18

phase mobile aqueuse

détecteur a barrette d'iode (DAD)
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Applications

Extraction des produits dopants et des psychotropes

Silice greffée C18

: 400 microlitres de méthanol
ajustement a pH=4 avec 400 microlitres de H3P0O4

1ml d’urine traitée réglé a pH=4
(au préalable 2ml d’urine + 20microl de produit incubé
sous Bglucuronidase a 56°C durant 1H)

400microlitres d’acide acétique
0,1ml dans 200 microlitres de méthanol

2x400 microlitres du mélange NH3+CH30H(1/9)
Par HPLC

colonne C18
phase mobile aqueuse
détecteur a barrette d'iode (DAD)
Par GC/MS il faut une dérivatisation de I'extrait par
100 microlitres d’alcool et d’anhvdride acéetiaue
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Applications

Extraction des produits dopants et des psychotropes

2 mi d'uring +20 Conditlonnemant ave: Application de Elution des prodults — Elutlon des analytes
di& prodult Incube sous 400 pl de mehanol, 'Echantilon 41 ml f'Interférence sous sous 2 X400
E-glucuronidase 356°C Austement du pH & 4 d'urine raglée & 400 i d'aclde acétique dun mélange

pndant &0 miln aveC 400 pl d'aclde pH4 0,1 m dans 200 pl NH3méthanol &n
phospharigue de méthanol propartion 1/8
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Applications

Extraction des produits dopants et des pschotropes

Dérivatisation pour GCIMS
ate : Pour I'injaction, utiisar un insert silanisé et de la laina da v silanisde

v -

r

Flut + 100 pl d'aleoal e flacon de verre Dérivatiser Smin  Evaporer sous Reprendre
et d'anbydride PFP ou  doit &tre fermé dans un four & azote 8 40°C.  ['échantillon dars
bien de PSA, ou encore  hermetiquement. micra-ondes de 50 L d'acétate
d‘ankydride acétique. 500 watts, d'éthyle.
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Applications

Extraction des produits dopants et des psychotropes

Amphétamine 625ng/ml
Méthamphétamine 625ng/ml
Méthadone 375ng/ml
Codéine 2500ng/ml
Nordazépam 375ng/ml
6 MAM 13ng/ml

Chromatogramme d'lonisation totale de I'unine-témoin toxicologique
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Applications

Extraction des acides gras

Silice greffée C18
: 10ml Méthanol
introduire I'échantillon estérifié
2x5ml de solution aqueuse acidifiée a pH=2,5 avec HCOOH(c)
2x5ml d’eau

laisser sécher la cartouche

5ml Méthanol/Chloroforme (1/1)
éliminer le solvant au rotavapor

Estérification: 250mg a 500mg d’échantillon dans un tube
ajouter 5ml de solution aqueuse a pH=2,5 avec I'AA(c)
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Applications

Extraction des pesticides dans |I'eau

TABLE 1. Structures and Log P values for the analytes studied
* SPE method

HyperSep™ Hypercarb, 500 mg /
6 mL
: 10 mL MeOH, 10mL
H20, vacuum - 3 mm Hg
: 500 mL, vacuum - ~10
mm Hg
: 6 mL (MeOH/THF, 1:1) + 0.1% TFA
(stand for a 1min, vacuum - 3 mm HQ)
6 mL (MeOH/THF, 1:1) + 0.1% TFA
(vacuum - 3 mm Hg)
Sample dried under nitrogen
Sample re-dissolved in 1 mL of H20.




