La Micro Extraction en Phase Solide (SPME)
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Comment?

La phase solide polymérique enrobant la fibre en
verre de silice est protégée dans une aiguille
creuse amovible

La fibre est déployée hors de I'aiguille dans le
flacon étanche contenant I'échantillon




Seringue 2.5mL pour
espace de téte

Aiguille en 2

Phase
d 'extraction

Pointe conique
avec port latéral

Vue en coupe

R




quantite

d’'analyte adsorbe,

directement reliée a la concentration de cet analyte dans
I’échantillon par la relation:
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Cette equation montre que la relation qui existe entre la
concentration initiale de I'analyte dans I’échantillon et celle
retenue par le remplissage de la fibre est

n = masse d'analyte adsorbé par la fibre

C, = concentration de |'analyse dans I’échantillon

K= coefficient de partage (ou de répartition) de I'analyte entre la fibre
et I'échantillon.

Volume de la phase (imprégnation de la fibre)

Volume de I'échantillon

<
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Les phases matériaux utilisés en extraction SPME sont
choisi de sorte a avoir une tres grande affinité pour les
COmposeés organiques.

La constante K. des composés a extraire est par
conséquent grande et I'analyte a extraire est concentreé
dans la fibre. D'ou un effet de concentration assez grand
dans la fibre.

Les valeurs de K, des composés a extraire ne sont
généralement pas assez grands pour les extraire
quantitativement.

Cependant, a travers une courbe d’étalonnage, la méthode
SPME peut étre utilisée pour déterminer quantitativement
et correctement les composés d’intéréts dans une matrice.
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Les étapes de la SPME

La fibre en silice recouverte du film polymere et
protégée dans l'aiguille est plongée dans un
injecteur CPG chauffe.

Une fois dans l'injecteur, la fibre est déployée
hors de l'aiguille amovible protectrice.

Les solutés dissous sont alors rapidement
vaporisés et transférés vers la colonne CPG



PROCEDURE D'EXTRACTION PAR SPME

Seringue SPME

Fibre

Echantillon

Echantillon et seringue Introduction de l'aiguille
SPME aiguille de la dans I'échantillon pendant
seringue relévée un temps déterminé

Aiguille de la seringue
relevée Injection des
solutés en
chromatographie




Mode espace de téte ( Head Space)

Mode d’immersion (extraction directe)



Mode espace de téte ( Head Space)

chauffé

COMpOoseés
volatils ou semi volatils

Figure n°1 : Modes de mise en oeuvre de la SPME Espace de téte




Mode d’immersion

Modes de mise en oeuvre de la SPME Immersion directe



INTRODUCTION DE LA FIBRE DANS LE CHROMATOGRAPHE

Seringue SPME

o/

Injecteur Détecteur

Fibre SPME
ressortie

Colonne
chromatographique




La Fibre SPME

Elle est enduite d'un liquide (polymere), d'un
solide (sorbant), ou d'une combinaison de tous
les deux.

Vue en coupe

Seringue 2.5mL pour
espace de téte

Aiguille en acie

Phase

e L

Pointe conique
avec port latéral




Illustration de I'extraction et de la désorption par SPME

GG Colmn

Liquid Samples Headspace Samples

Desorption in Hot Injector




Illustration de l'extraction par SPME
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Les étapes de la SPME

Comment se fait la dissolution des analytes
cibles, dans le cas d’'un SPME/ HPLC?

Un est nécessaire pour extraire de la
fibre les composés d’intéréts

Une constituée d’'une vanne d’injection
a 6 voies et d’'une chambre de dissolution,
permet a la phase mobile d’étre en contact avec
la fibre SPME, d’en extraire les analytes dissous,
puis de les transférer dans la colonne pour y étre
sépareés



INTERFACE DE DESORPTION (HPLC)




INTERFACE DE DESORPTION (HPLC)
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INTERFACE DE DESORPTION (HPLC)

hobde phase

10 LC cokunmm




La Fibre SPME

L'enduit de fibre enleve les composés de votre
échantillon par dans le cas des
ou, dans le cas des
Polymeéres poreux type Porapack

La fibre de SPME est alors insérée directement dans
le chromatographe en phase gazeuse pour la
vaporisation ou la désorption et I'analyse






Polydiméthylsiloxane(PDMS) :
-Polydimeéthylsiloxane/divinylbenzene(PDMS/DVB)
-Polyacrylate (PA):polaire
-Carbowax/divinylbenzene (CW/DVB):

-Polydimeéthylsiloxane/carboxen (PDMS/CAR)

-Polydiméthylsiloxane/divinylbenzene/carboxen

-Carbowax/Templated resin (CW/TPR):



SPME

L'efficacité de la technique SPME dépend
principalement de la quantité d’analytes
qu’il est possible de concentrer sur la
fibre.

Chaque phase présente une spécificité

pour une classe de composés donnés.



Le chauffage modéré de I'échantillon pendant
I’extraction permet d’atteindre I'équilibre

rapidement




Il traduit le temps au bout duquel I’'équilibre entre
la quantité de composés dissous et la quantité de
composés présents dans I’echantillon est atteint.
Il dépend de la nature des analytes et de la
sensibilité souhaitee

Il peut varier entre une minute et quatre heures



Figure D. Effect of Time on Amount
of Analyte Absorbed
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Parfois il faut modifier le pH de I’échantillon pour
obtenir une forme indissociée (acide ou basique)
Pour les fibres PDMS, qui sont sensibles au pH, il
faut avoir un pH compris entre 4 et 10




La présence de sels dans I'échantillon augmente
la force ionique et donc diminue la solubilité




Dans le cas d'une dissolution en immersion,
I'agitation par micro onde permet d’atteindre

I’équilibre thermodynamique rapidement



Elle permet de sélectionner la nature de I'analyte




En CPG, la vaporisation se fait thermiquement et
en quelques minutes

En HPLC, pour les analytes fortement absorbeés, il
faut mettre la fibre en contact avec la phase
mobile pendant un temps donné (plusieurs lavages)

(



SPME

Les Avantages

-Rapiditeé

-Quantité d’échantillon minimale

-Pas de solvant

-Simplicité de mise en ceuvre

-Sélective en fonction de la nature de la
fibre(analyte) et de son diamétre(masse molaire)
-Reéutilisation de la fibre plusieurs fois
-Analyse qualitative et quantitative



Valproic acid
Aniline, phenols,

nitrobenzenes
Antidepressants

Diazepam

Benzodiazepines
Clozapine
Lidocaine and three
of its metabolites

Lidocaine

Anesthetics

Gamma-
hydroxybutyric acid

Methadone and its
main metabolite
Levomepromazine
Midazolam
Anticonvulsants
Anticonvulsants
Thymol
Sulfentanil

Amitraz

Busulphan

Les Applications en SPME

Direct immersion
PDMS (100)
Direct immersion
PA (85)
Direct immersion
PDMS (100)

Direct immersion
PA (85)
PDMS (7, 100)
Direct immersion
PA (85)
Direct immersion
PDMS (100)
Direct immersion
CW-DVE (65)
PA (85)
PDMS (100)
Direct immersion
PDMS (100)

Direct immersion
CW-DVE (65)
PA (85)
PDMS (100)
Derivatization
headspace
Direct immersion
PDMS (100)
Direct immersion
PDMS (100)
PA (85)

Direct immersion
CW-TPR (50)
Direct immersion
CW-DVE (65)
Headspace
PDMS-DVE (65)
Direct immersion
PDMS-DVE (65)
Direct immersion
PDMS (100)
Direct immersion
CW-DVE (65)

GC-FID
{LOD: 1 mg/mL)
GC-Ms

GC-NFD,
GC-MS
(LOGQ:90-200 ng/mL)
GC-FID
(LOQ:0.25 nmolmL)

GC-FID
(LOQ: 0.01-0.48 mmolimL)
GC-NPD
{LOD: 30 ng/mL)
GC-NPD
(LOQ: 8-21 ng/mL)

GC-FID
(LOD: 5 ngfmL)

GC-NPD
{LOGQ: 0.5 mmolimL)

GC-FPICI-MS
(LOQ: 1 mg/mL)
GC-S
(LOD: 40 ngfmL)
GC-NPD
(LOQ: 5 ng/mL)
GC-MS (SIM)
{(LOD: 1.0 ngfmL)
Lc-n
(LOG:0.05-1.0 mg/mL)
GC-TsD
(LOQ:0.05-0.2 mg/mL)
GC-FDI
(LOQ: 8.1 ng/mL)
GC-S
(LOQ: 6.0 ng/mL)
GC-TsD
(LOQ: 20 ng/mL)
GC-S
{LOQ: 20 ng/mL)

Equilibrium
dialysis followed SPME
Protein binding study,

Theoretical model for
influence of proteins

1-Octanol-modified PA
fiber, pretreated plasma (TCA)

1-Octanol-modified PA
fiber, pretreated plasma (TCA)
Influence of proteins and
triglycerides
Effect of different fiber coating

Analysis of free, protein-bound,
and total amount of lidocaine
in human plasma
Study of protein-binding
ultra filtrate plasma

Conversion of gamma-hydroxybutyric

to gamma-butyrolactone
Application to methadone
-treated patients
Application to therapeutic
drug monitoring
Application to therapeutic
drug maonitoring
Off-line
desorption
Application to
therapeutic monitoring
Enzymatic cleavage of
thymol sulfate
Influence of pH and
jonic strength
Application to toxicity
studies in dogs
In-vial derivatization

Krogh et al., 1995 (7)

Vaes et al., 1996 (8)

determination of free concentrations

Ulrich and Martens, 1997 (3)

Krogh et al., 1997 (10)

Reubsaet al., 1998 (11)
Ulrich et al., 1999 (12)

Abdel-Rehim et al., 2000 (13)

Koster et al., 2000 (14)
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Frison et al., 2000 (16)
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POMS = polydimathylsiloxane, PA = polyacrylate, OW = Carbowax, DVE = divinylbenzene, FID = flame ionization detection, NPD = nitrogan-phosphaorus
detection, T5D = thermionic specific detection, LOQ = limit of quantitation, LOD = limit of detaction, TCA = trichloroacetic acid, PICI-MS = positive ion chernical
M5, SIM = selected ion monitering




Les Applications en SPME

Les saveurs, Aromes volatils
Les parfums,

Les médecines légales,

La toxicologie,

Les matrices environnementales,
Les matrices biologiques,
Les sciences forensiques,
Les drogues,

Les explosifs,

Les pesticides,

Les hydrocarbures......




Les Applications en SPME

Analyse des Pesticides POP’s dans le Thé

- Ajouter 15 ml d’eau pure a 0,5g de thé

- Placé le récipient fermé pd 10 mn au micro onde

a 80% de sa puissance

- Revenir a Tambiante

- Transférer dans un vial

- Extraction SPME
-HS/SPME: 40mn a 90°C en présence de NacCl
-Immersion/SPME: 40mn a 60°C

3 fibres testées: PPMS 70 micrometres
PMS 75 micrometres
PDMS 100 micrometres



Les Applications en SPME

Micro-Ondes
(30 W, 5 min)

+ solution
aquense

P‘

Figure 1 Protocole d'analyse des résidus de pesticides dans les tomates.




SPME-Applications: Pesticides
Organochlorés
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Conditions

Sample: 200ppt each analyte in 2mL water

SPME Fiber: , 100pm film

Extraction: immersion, 15 min (rapid stirring)

Column: SPB-5, 15m x 0.20mm ID, 0.20pum film

Oven: 120°C (1 min) to 180°C at 30°C/min, then to 290°C at 10°C/min
Carrier: helium, 37cm/sec (set at 120°C)

Det.: ECD, 300°C

Inj.: splitless (splitter closed 3 min), 260°C



Sample: 1mL urine (100upg each analyte, 5pug d5-methamphetamine, 0.7g
K2CO3) in 12mL vial

SPME Fiber:

Extraction: headspace, 80°C, 5 min (sample incubated 20 min)

Desorption: 3 min, 250°C

Column: , 15m x 0.53mm ID, 2.0um film ; Oven: 110°C
Carrier: nitrogen, 25mL/min ; Det.: FID, 250°C ; Inj.: splitless, 250°C

Heated Headspaece SPMWME Cormventional Heated
2 Headspace

. AmohiEtamins
2 hkisthamohstsmins




Monitor Organic Volatile Impurities (OVIs) in
Pharmaceutical Products, Using Solid Phase
Microextraction/Capillary GC

Figure A. Residual Organic Solvents in a Pharmaceu-
tical Preparation

SFRAE: 10Dpm polydimethylsiloxane phase fiber
Cat. Moo o 57300-U
readspace or immersionsampling (15 min)
1min desonption

Coumn: 8% cyanopropylphenyl / 94% polydimethylsiloxane phase,

75m x 0.53mm ID, 3.0pm film
Oven: 40RC{35m |'t-.'.'.'.'_l C at 40%Cémin, hold 5 min

=53 (Closed 3 mun), 200°C

1. Methano
{initial diluent)

EF LR =] LI LA Pe Lid P

2 [ |
\ I. I|||] | Standard

N L i i S S N

Drug Preparation




Figure A. Fat Soluble Vitamins by SPME/HPLC

Sample:  2.5ml supsrnatant obtained from dissohing vitamin tablet in
1% acetic aoid/ 33%: soprooano
FOM S/ DVE, &5um
ET31
MM arsian with stirring
static, 2 minin mobile phass; dynamic, valve apen durning run
{ © SUPELCOSIL™ LC-8, 25cm x 4.6mm D, Spm particles
T3t Noo  5-B247
Wobile Fhase:  acetonitrile:methanclwater (83:33:4)
Flowy Raate:  2mLfmin

-
3 !

Temp.: 355C




Figure D. Cocaine in Urine

Sample:  0.5mL uring (250ng each analyte
irn 1L vial
SPME Fiber:  100pm polydimethylsiloxana
Cat, Mo 57300 {manual sampling}
Extraction:
Dasorption:
Column: f =il 2mim 10, 0.25pm film
Oven: .
Camiar:  helium,
Det.: MPD,
Inj.:  splitless (splitter openad after 1 min), 240°C

Cocaine
Cocapropylans
Cocaire

Cocapropylans

8 12 & Min 0 - 8 6 Min

160 200 240

Standards in Methanol Spiked Urine Urine Blank




SPME-Applications: Drogue

Conditions

Sample: 0.5mL urine (250ng
each analyte, 20uL 2.5% NaF)
in 1mL vial

SPME Fiber:

Extraction: immersion, 30
min

Desorption: 3 min, 240°C
Column:
poly(dimethylsiloxane), 30m x
0.32mm ID, 0.25um film
(equivalent to SPB-1 phase,
Oven: 120°C to 280°C at
10°C/min

Carrier: helium, 3mL/min
Det.: NPD, 280°C

Inj.: splitless (splitter closed 1
min), 240°C

Cocaine Cocapropylene

Spiked Urine

Urine Blank

e

8 12 16 Min

—_—

200 240 280 °C

Figure provided by T. Kumazawa and K. Sato, Dept. Legal
Medicine, Showa University School of Medicine, Tokyo,
Japan and K. Watanabe, H. Seno, A. Ishii, and O. Suzuki,
Dept. Legal Medicine, Hamamatsu University School of
Medicine, Hamamatsu, Japan.

Used with permission of Japanese Journal of Forensic
Toxicology.




SPME

Conditions

Sample: 1mL urine + 0.7g K2CO3 in
20mL headspace vial,

equilibrated at 80°C, 30 min

SPME Fiber:

Extraction: headspace, 3-5 min,
80°C |
Derivatization: methyl bis- 1_.{ ﬁ{;&“ﬁ,{[}!ﬁ;{ﬁf‘m
trifluoroacetamide (headspace, 0.5
min, ambient)

Desorption: 1 min, 270°C

Column: methylsiloxane, 12.5m x
0.2mm ID, .033um film

Oven: 60°C (1 min) to 140°C (4 min)
at 30°C/min,

then to 276°C at 20°c/min, 4 min
Det.: MS, full scan

Inj.: splitless (closed 1 min), 270°C




SPME Fiber: , 75um film ; Extraction: headspace, 10 min
Desorption: 5 min, 300°C ; Column: SPB™-1 SULFUR, 30m x 0.32mm 1ID,
4.0pm film

Oven: 40°C (2 min) to 150°C at 8°C/min

Carrier: helium, 35cm/sec ; Inj.: splitless (closed 2 min), 0.75mm ID liner
Det.: GC/MS ion trap, m/z = 45 - 260

100% Wiryl chlorice
1,2-Butadiens
Acrylonitrile
Methiens chloride
Chlorofarm
1,2-Dichlomethane
Benzene
Trichloroathenea
Tetrachloroethene

1.
3
4,
5,
.,
I
8.
9




SPME-Applications : Tricyclic Antidepressants

1. Amitriptyline

2. Imipramine

3. Trimipramine

4, Chlorimipramine

Urine Blank + NaOH

Spiked Urine

8 10 Min

220 260 300 °C

polydimethylsiloxane



SPME-Applications: PAH; (HPLC)

Maphthalaness 9. Benzolalanthracenes

Acanaphthyleng™® =

.-;.cenaphtll'uene-- . flucrantherne ®
Liorars . B Fluorantharnes

Phenanthrenzs

Anthracenas

FAuorantheans =

Pyrancs

SR L

o]

SPME/HPLC

polydimethylsiloxane



Conditions

50ppb phenols
in 1.8mL saturated salt
water, pH 2

polyacrylate, 85um film
immersion,
20 min (rapid stirring)
splitless
(splitter closed 3 min),
280°C
PTE-5, 30m x
0.25mm ID, 0.25um film
40°C (4 min) to
260°C at 12°C/min
helium,
40cm/sec (set at 40°C)
MS (scan range
m/z = 45-465, 0.6
sec/scan)

SPME-Applications: Phenols



SPME-Applications: HA

Conditions

0.7mL water spiked with 2-600ug/liter each analyte,
0.25g NaCl added
30um polydimethylsiloxane
headspace, 12 sec, ambient temp. (no stirring)
2-3 min, 250°C (0.75-1.0mm ID injector liner)
SPB-1, 10m x 0.20mm ID, 1.2pum film (prepared on request
70°C (0.2 min) to 180°C at 50°C/min
hydrogen, 12psi (+ 30mL/min nitrogen make-up gas)
FID, 250°C




