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RESUME
	Résumé

Les herbicides et régulateurs de croissance pour les végétaux, de la famille des ammoniums quaternaires, sont communément désignés sous le nom de « quats ». Au sein de ce groupe, le paraquat et le diquat sont des herbicides de contact non-sélectifs, le chlorméquat et le mépiquat sont des régulateurs de croissance utilisés en particulier sur les fruits, les légumes et le coton.

Ces substances ne possèdent pas encore de Norme de Qualité Environnementale (NQE) ; cependant le danger potentiel qu’elles représentent motive la recherche de leur présence dans différentes matrices, telles que les fruits, les sols et les eaux. Dans l’eau, l’extraction sur phase solide (SPE) est le meilleur choix du fait de la grande polarité et de la grande solubilité de ces substances, qui sont ensuite séparées par chromatographie liquide et détectées en UV ou par un spectromètre de masse.
L’examen de la littérature montre que la phase d’extraction est complexe. Un grand nombre de protocoles sont utilisés (sur phase hydrophobe, hydrophobe/échangeuse faible de cations, échangeuse faible de cations) avec pour résultats une grande variabilité observée sur les LQ et/ou les LD revendiquées.
Nos essais confirment cette dernière observation. En effet, tous les protocoles impliquent l’utilisation lors d’un ou plusieurs rinçages de méthanol. La présence de ce solvant, même à des teneurs très faibles, perturbe de manière très importante les processus d’adsorption-désorption du paraquat dans les phases SPE et affecte les 3 autres substances cibles à des degrés variables. Pour cette étape d’extraction, les meilleurs résultats sont obtenus sur une cartouche mixte hydrophobe/échange faible de cations. C’est la seule qui permet la détection du paraquat (l’absence de méthanol dans la phase éluante pouvant l’expliquer). 

Les rendements d’extraction et les LD estimées avec cette cartouche sont les meilleurs (LD de 20 à 40 ng/L selon les molécules). La répétabilité (sur 2 essais) est correcte. Toutefois, ces résultats demanderont à être confirmés lors de l’utilisation de conditions chromatographiques optimisées sans méthanol.

L’injection directe devrait permettre de s’affranchir de cette étape d’extraction délicate. Sur une colonne chromatographique de silice greffée C18, les limites instrumentales constatées ne laissent toutefois pas espérer de limites de quantification meilleures que 300 ng/L environ pour le chlorméquat, meilleure des 4 substances étudiées. Toutefois, ces résultats demanderont à être confirmés lors de l’utilisation de conditions chromatographiques optimisées sans méthanol.

La définition d’un protocole analytique standardisé et transposable en routine nous semble devoir passer par un échange technique approfondi entre les différents laboratoires qui pratiquent ce type d’analyse. Une fois les principales sources de variabilité identifiées et la route analytique déterminée avec précision, un essai interlaboratoires pourra être organisé pour confirmer la robustesse de la méthode. 


	Mots clés (thématique et géographique)

Pesticides,  ammonium quaternaire, extraction en phase solide, SPE, chromatographie en phase liquide, spectrométrie de masse en tandem, LC/MS-MS, Directive Cadre Eau.

	


ABSTRACT
	Abstracts
Herbicides and plant growth regulators of the family of quaternary ammoniums are commonly known as “quats”. Within this group, paraquat and diquat are non-selective contact herbicides. Chlormequat and mépiquat are growth regulators used in particular on fruits, vegetables and cotton. A Environmental Quality Standard has not yet been attributed to these substances; however their potential danger justifies the need for a robust analytical procedure to quantify their presence in various matrices, such as fruits, soils and water. 
In water, solid phase extraction (SPE) is the best choice because these substances have a great polarity and a great solubility. They are then separated by liquid chromatography and are detected in UV or by a mass spectrometer. 
Examination of the literature shows that the extraction phase is complex. A great number of protocols are used on various phases (hydrophobic, hydrophobic/weak cation-exchange, weak cation-exchange) which results in a great variability observed on the asserted LOQs and/or LODs.
Our tests confirm this last observation. Indeed, all the protocols imply the use of one or several methanol rinsings. The presence of this solvent, even at very low concentrations, disturbs in a very important way the processes of adsorption-desorption of the paraquat in SPE phases, and affects the 3 other target substances to variable degrees. For this extraction phase, the best results are obtained on a hydrophobic/weak cation-exchange SPE cartridge.  It is the only one which allows the detection of the paraquat (the absence of methanol in the eluent phase may explain it).
Using this cartridge, the extraction yields and the estimated LDs are the best (in the range 20 to 40 ng/L, according to molecules). The repeatability is relatively correct. However, these results have to be confirmed with the use of optimized chromatographic conditions without methanol. 
Direct injection should make it possible to be freed from this stage of delicate extraction. On a chromatographic column made of C18-grafted silica, the observed instrumental limits will not allow quantification limits better than approx. 300 ng/L for the chlorméquat, which is the better of the 4 studied substances. However, these results have to be confirmed with the use of optimized chromatographic conditions without methanol.
The definition of a relatively standardized analytical protocol which could be used on a routine basis therefore seems to be difficult. In our opinion, a thorough technical exchange between laboratories which have experience in this type of analysis should be performed. This should help to identify the possible sources of variability and define the best analytical route. An interlaboratory trial would then be judicious to confirm the robustness of the method.


	Key words (thematic and geographical area)

Pesticides, quaternary ammonium, Solid Phase Extraction (SPE), liquid chromatography, tandem mass spectrometry, LC/MS-MS, Water Framework Directive.



SYNTHESe POUR L’ACTION OPERATIONNELLE
Les herbicides et régulateurs de croissance pour les végétaux appartenant à la famille des ammoniums quaternaires, communément denommés « quats », ne possèdent pas encore de Norme de Qualité Environnementale mais le danger potentiel qu’ils représentent nécessite la définition d’un protocole analytique validé, à même de fournir des données fiables.
L’examen de la littérature montre que l’extraction SPE suivie d’une analyse LC/MS ou LC/MS-MS est une technique de choix. Cependant l’étape d’extraction semble la plus délicate, au vu du nombre important de protocoles existants, et du résultat de nos propres essais qui soulèvent des problèmes de contamination et d’efficacité d’extraction pour certaines molécules.
Par conséquent, la définition d’un protocole analytique standardisé et transposable en routine nous semble devoir passer par un échange technique approfondi entre les différents laboratoires qui pratiquent ce type d’analyse Une fois les principales sources de variabilité identifiées (matériels utilisés pour l’extraction, la chromatographie, la détection en masse, nature des cartouches SPE, des colonnes de chromatographie, composition des phases éluantes en SPE, des phases mobiles en chromatographie…) et la route analytique déterminée avec précision, un essai interlaboratoires pourra être organisé pour confirmer la robustesse de la méthode.  
Pour en savoir plus : 

olivier.diago@ineris.fr
olivier.aguerre-chariol@ineris.fr
1. GLOSSAIRE

	HFBA
	: Acide hexafluoro-butyrique

	HPLC
	: Chromatographie Liquide Haute Performance

	LD
	: Limite de Détection

	LQ : 
	: Limite de Quantification

	LC/MS
	: Chromatographie en phase liquide avec détection spectrométrie de masse

	LC/MS/MS
	: Chromatographie en phase liquide avec détection spectrométrie de masse en tandem

	LLE
	: Extraction Liquide/Liquide

	Log Kow 
	: Coefficient de partage octanol/eau

	NQE
	: Norme de Qualité Environnementale

	SPE
	: Extraction en Phase Solide

	TFA
	: Acide trifluoro-acétique

	UV
	: Rayonnement Ultra-Violet


2. introduction

Les herbicides et régulateurs de croissance pour les végétaux, de la famille des ammoniums quaternaires, sont communément désignés sous le nom de « quats ». Au sein de ce groupe, le paraquat et le diquat sont des herbicides de contact non-sélectifs pour le contrôle des mauvaises herbes dans les vergers, et des mauvaises herbes dans les milieux aquatiques. Le chlorméquat et le mépiquat sont des régulateurs de croissance utilisés en particulier sur les fruits, les légumes et le coton.

Les deux premières substances sont classées « modérément dangereuses » par l’Organisation mondiale pour la santé, et les deux dernières « légèrement dangereuses » [1]. Ces substances ne possèdent pas encore de Norme de Qualité Environnementale (NQE) ; cependant le danger potentiel qu’elles représentent motive la recherche de leur présence dans différentes matrices, telles que les fruits, les sols et les eaux.
Les quats ont un caractère cationique qui leur confère une grande polarité et une grande solubilité dans l’eau. Leur analyse est donc délicate. En particulier, l’extraction liquide-liquide n’est pas envisageable, mais l’extraction sur phase solide (SPE) peut constituer une alternative adéquate.
La chromatographie liquide couplée avec une détection UV est fréquemment utilisée [2]. Cependant la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse triple quadrupôle est bien plus performante en termes de sensibilité, d’identification et de quantification.
Les structures chimiques, numéros CAS et codes Sandre sont les suivants :

Cation Paraquat (1,1’-diméthyl-4,4’bipyridinium, M = 186.25  g·mol-1, CAS 4685-14-7, code Sandre 1522, acronyme PQ).  Log Kow : -4,5 ; soluble dans l’eau.
[image: image1.png]



Cation Diquat (6,7-dihydrodipyrido[1,2-a:2’-1’-c]-pyrazinediium, M = 184.23 g·mol-1, CAS 2764-72-9, code Sandre 1699, acronyme DQ).  Log Kow : -3,05 ; soluble dans l’eau.
[image: image2.png]



Cation Mépiquat (1,1’-diméthylpiperidiium, M = 114.21 g·mol-1, CAS 15302-91-7, code Sandre 1969, acronyme MQ). Soluble dans l’eau.
[image: image3.png]H3C CH;
e




Cation Chlorméquat (2-chloroéthyltriméthylammonium, M = 122.61 g·mol-1, CAS 7003-89-6, code Sandre 2097 pour la forme chlorure, acronyme CQ). Log Kow : -1,59 ; soluble dans l’eau.
[image: image4.png]Cl—CH,—CH;—]





3. Bibliographie

3.1 Traitement de l’échantillon et enrichissement sur support solide
L’enrichissement utilise la technique SPE qui consiste à faire passer l’échantillon aqueux sur une cartouche dans laquelle les composés sont adsorbés sur une phase solide. Les composés sont ensuite désorbés (phase d’élution) par passage d’un mélange de solvants. L’extrait obtenu est éventuellement concentré.
Au niveau de l’extraction SPE, l’appariement d’ions est très souvent utilisé pour le traitement de ces composés. Les quats se trouvant sous forme cationique en solution dans l’eau, on ajoute à l’échantillon un anion possédant des chaînes carbonées hydrophobes. Cet anion forme avec les quats une paire d’ions à charge nette nulle, présentant un caractère plus hydrophobe que les quats sous forme cationique, ce qui facilite l’adsorption sur une cartouche SPE fonctionnant par interaction hydrophobe. Les paramètres d’influence, dans cette phase de pré-traitement, sont la nature et la concentration du contre-ion, ainsi que le pH et la force ionique du tampon utilisé.

On peut également utiliser des cartouches SPE faiblement échangeuses de cations : dans ce cas, il n’y a pas d’ajout d’anion et l’adsorption se fait par interaction ionique entre les sites anioniques de la phase adsorbante et les ions ammonium.
Une autre variante est l’utilisation de cartouches dites « mixtes » : la structure moléculaire de la phase adsorbante contient une partie polymérique qui retient la paire d’ions par interactions hydrophobes, et une partie anionique qui la retient par interactions ioniques.

Enfin, on trouve des méthodes sur cartouches C18 ou graphite poreux, fonctionnant par interactions hydrophobes sans ajout d’anion. 

Le tableau 1 ci-dessous recense les principales techniques de préparation et d’enrichissement utilisées dans la littérature :
Tableau 1 : principales voies d’extraction SPE recensées dans la littérature.
	Nature de la phase SPE
	Contre-ion
	pH, force ionique, volume d’échantillon
	Rendement d’extraction
	Référence

	SPE en ligne. Sphères poly-divinylbenzène 5-15 m
	HFBA* 20 mM
	pH 9, ajusté par NaOH.

30 mL
	PQ : 70 %

DQ : 70 %  

MQ : 50 %

CQ : 50 %
	 [1]

	SPE en ligne. Sphères poly-divinylbenzène 5-15 m
	HFBA* 20 mM
	pH 7, ajusté par NH4OH.

10 mL
	50 à 65 %
	[2]

	SPE off-line sur  cartouche HLB N-vinyl-pyrrolidone et divynilbenzène

Elution acétonitrile + HFBA 20 mM
	HFBA* 20 mM
	50 mL
	PQ : 90 %

DQ : 99 %  

MQ : 80 %

CQ : 70 %
	[3]


	Nature de la phase SPE
	Contre-ion
	pH, force ionique, volume d’échantillon
	Rendement d’extraction
	Référence

	SPE off-line sur   cartouches de silice faiblement échangeuses de cations. Elution par HCl 6M / méthanol (9:1 v:v)
	sans
	pH  9, ajusté par NaOH
	PQ : 93 %

DQ : 99 %  

MQ : 89 %

CQ : 99 %


	[5]

	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse de cations. Elution par acétate d’éthyle / méthanol / NH4OH (80:20:1 v:v)
	HFBA* 20 mM
	1 mL
	PQ et DQ : 90-95 %**
	[4]

	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse de cations. Elution par NH4OH 1 M / dans méthanol/eau (1:1 v:v)
	sans
	200 mL
	PQ et DQ : 90-110 %**
	[6]

	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse faible de cations. Elution par acétonitrile/eau/TFA*** (84:14:2 v:v).
	sans
	pH 7, tampon phosphate d’ammonium

20 mL
	Non renseignés
	 [7]

	SPE off line sur cartouches de graphite poreux. Elution par TFA/acétonitrile (20:80 v:v)
	sans
	pH 9
250 mL
	PQ : 88 %
DQ : 40 %
	[8]

	SPE off line sur cartouches C18. Elution par 26 mL H3PO4, 20 ml de diéthylamine, 400 ml de méthanol et 4 g d’heptane sulfonate de sodium dans environ 1000 mL d’eau.
	Sans
Ajout de Na2B4O7•10 H2O (borate de sodium décahydrate).
	100 mL
	PQ : 84 %

DQ : 85 %
	[9]


* : HFBA : acide hexafluoro-butyrique.
** : selon les conditions chromatographiques (nature de la phase mobile utilisée).
*** : TFA : acide trifluoro-acétique.
Nous avons choisi de tester les voies suivantes :

- appariement d’ions avec ajout d’HFBA sur cartouches de résine polymérique (adsorption par interaction hydrophobe) ;

-  extraction sur d’autres phases adsorbantes (cartouches de silice faiblement échangeuse de cations, cartouches mixtes « échange fort de cations + hydrophobe » et « échange faible de cations + hydrophobe ». 
3.2 Conditions chromatographiques
Ces cations étant très polaires, la séparation chromatographique repose très largement sur l’appariement d’ions sur des colonnes de silice greffée par des groupements alkyle. L’anion est généralement fourni par l’acide hexafluoro-butyrique, plus rarement par l’acide trifluoro-acétique ou l’heptane-sulfonate de sodium.
Plus récemment sont apparus des principes de séparation sur phases de silice non greffée, dont les groupements silanols présents en surface permettent une interaction hydrophile avec les cations ammonium non appariés.

Le tableau 2 ci-dessous recense les principales techniques de séparation chromatographique utilisées dans la littérature :

Tableau 2 : Supports de séparations chromatographique recensés dans la littérature.
	Nature de la colonne 
	Conditionnement de l’extrait avant séparation
	Phase mobile
	Principe de séparation chromatographique
	Référence

	C8
	sans
	Gradient entre A : 20 mM HFBA dans (100 mM acide formique/formiate d’ammonium à pH 3,3) et B : acétonitrile
	Paire d’ions
	[1]

	C8
	sans
	Gradient entre A : HFBA 20 mM / eau (pH 2) et B : acétonitrile.

Addition post-colonne de méthanol
	Paire d’ions
	[2]

	C18
	sans
	Gradient entre A : HFBA 20 mM / eau et B : acétonitrile + 20 mM HFBA.
	Paire d’ions
	[3]

	C8
	Evaporation à sec, reprise par 20 mM HFBA
	Isocratique avec 5 % méthanol / 95 % HFBA 20 mM
	Paire d’ions
	[5]

	Luna Polar RP (Phenomenex)
	Evaporation à sec, reprise par 20 mM HFBA
	Isocratique HFBA 20 mM / acétonitrile
	Paire d’ions
	[4]

	Silice greffée tri-isopropyle
	Filtration 0,45 µm sur filtres nylon
	Isocratique     TFA 25 mM dans méthanol/eau (5 :95)
	Paire d’ions
	[6]


	Nature de la colonne 
	Conditionnement de l’extrait avant séparation
	Phase mobile
	Principe de séparation chromatographique
	Référence

	C18
	Evaporation à sec, reprise par l’eau
	Gradient entre A : heptane sulfonate de sodium 40mM / acide phosphorique 100 mM / triéthylamine 100 mM / acétonitrile 5 % et B : idem A mais avec 40 d’acétonitrile.
	Paire d’ions
	[8]

	C8
	sans
	Isocratique par par 26 mL H3PO4, 20 ml de diéthylamine, 400 ml de méthanol et 4 g d’heptane sulfonate de sodium dans environ 1000 ml d’eau.
	Paire d’ions
	[9]

	Silice (hydrophile via les silanols)
	Ajout phase mobile
	Isocratique avec 40 % acétonitrile / 60 eau à pH 3,7 (tampon formate d’ammonium
	Interactions hydrophiles (échange faible de cations) en phase normale
	[7]


Pour la séparation chromatographique, nous avons choisi de tester une colonne de silice greffée C18 (séparation en phase inverse avec appariement d’ions) et une colonne de silice non greffée (chromatographie en phase normale aqueuse, séparation par interactions hydrophiles).
3.3 Détection en spectrométrie de masse

La détection UV directe ou indirecte,  et la détection par électrophorèse capillaire sont fréquemment utilisées. La spectrométrie de masse permet de surmonter les difficultés d’identification et de quantification de ces techniques [1].  La spectrométrie de masse en tandem, plus sélective, est préférée au mode MS simple, qui possède une moins bonne résolution en masse. La source électrospray, en mode positif, est unanimement utilisée dans toute la littérature.
Le tableau 3 ci-dessous recense les principales techniques de détection en spectrométrie de masse utilisées dans la littérature :

Tableau 3 : Ions et/ou transitions caractéristiques en spectrométrie de masse 
recensées dans la littérature.
	Mode
	Mode d’ionisation
	Transitions
	Référence

	
	
	PQ 


	DQ
	MQ
	CQ
	

	MS-MS 
	Electrospray

(mode positif)
	185>170
	183>157
	114>98
	122>58
	[1]

	MS-MS
	Electrospray

(mode positif)
	186>171
	184>168, 157


	114>99, 98, 58


	122>94, 86, 59, 58
	[2]

	MS
	Electrospray

(mode positif)
	185
	183
	114
	122
	[3]

	MS
	Electrospray

(mode positif)
	185,171
	183,157
	114,98
	122,124


	[5]

	MS-MS 
	Electrospray

(mode positif)
	185>171,155
	183>157,84
	/
	/
	[4]

	MS
	Electrospray

(mode positif)
	185, 93
	183, 92
	/
	/
	[6]

	MS-MS
	Electrospray

(mode positif)
	171 > 77, 155


	183 > 157, 168
	/
	/
	[7]


Nous avons choisi la détection en spectrométrie de masse en tandem, en mode d’ionisation ElectroSpray positif, méthode la plus sensible (cf tableau 4) et la plus sélective. 

3.4 Limites de quantification (LQ) ou limites de détection (LD)
En prenant en compte la phase d’enrichissement sur support solide, on relève les performances suivantes dans la littérature (tableau 4 ci-dessous) :

Tableau 4 : Limites de quantification recensées dans la littérature.
	Matrice
	Extraction
	Chromato (colonne, principe)
	Détection
	LD ou LQ (g/L)
	Référence

	Eau souterraine
	SPE en ligne sur résine (paire d’ions)
	C8, paire d’ions
	MS-MS
	PQ : 0,1
DQ : 0,003
MQ : 0,07
CQ : 0,01
	[1]

*

	Eau Milli-Q
	SPE en ligne sur résine (paire d’ions)
	C8, paire d’ions
	MS-MS
	PQ : 0,1

DQ : 0,1

MQ : 0,03

CQ : 0,06
	[2]
****

	Eau naturelle
	SPE off-line sur  cartouche HLB (paire d’ions)
	C8, paire d’ions
	MS
	PQ : 0,05

DQ : 0,05

MQ : 0,001

CQ : 0,000 007
	[3]
*

	Eau naturelle
	SPE off-line sur   cartouches de silice faiblement échangeuses de cations
	C8, paire d’ions
	MS
	PQ : 1

DQ : 2

MQ : 0,02

CQ : 0,02
	[5]
**

	Sérum
	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse de cations (paire d’ions)
	Luna Polar RP, paire d’ions
	MS-MS
	PQ : 5

DQ : 1
	[4]
***

	Eau pure
	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse de cations
	Silice greffée tri-isopropyle, paire d’ions
	MS
	PQ : 0,6

DQ : 3
	[6]
****

	Eau de rivière
	SPE off line sur cartouches mixtes polymérique/échangeuse faible de cations
	Silice hydrophile, phase normale
	MS-MS
	PQ : 0,2

DQ : 0,2
	[7]
*


* : LQ déterminée en matrice 

** : LQ déterminée en eau MilliQ

*** LQ en matrice sérum

**** LD (Signal/bruit = 3) en eau MilliQ
Les facteurs de reconcentration ne sont pas toujours connus. Leurs valeurs sont les suivantes :

4 [4] ; 250 [5] ; 100 [6] ; 40 [7].
Si les LQ sont généralement meilleures en MS-MS, on relève cependant une très grande disparité dans les valeurs mentionnées (même si l’on tient compte des facteurs de concentration). Ceci peut indiquer des difficultés au niveau de la phase d’extraction, en particulier.
3.5 Conclusion sur la bibliographie 

Les étapes de séparation et de détection qui sont mises en œuvre dans la littérature sont assez homogènes entre elles. Les colonnes de silice greffées par des groupements alkyle sont majoritairement utilisées conjointement avec la technique d’appariement d’ions. La chromatographie en phase normale sur colonne de silice hydrophile est plus marginale.

La détermination des ions parents et des transitions spécifiques à chacune des molécules sélectionnées dans ce travail ne semblent pas poser de problèmes particuliers.

Par contre, la phase d’extraction en SPE ne semble pas faire l’objet d’une tendance sans équivoque, puisque de nombreuses phases sont utilisées (hydrophobe, hydrophobe/échangeuse faible de cations, échangeuse faible de cations) avec des compositions d’éluants extrêmement variables.

Il est probable que cette phase soit en grande partie à l’origine de l’étendue des valeurs observée sur les LQ, même si la méthode de détermination de ces dernières varie dans la littérature (approche signal sur bruit, matrices réelles ou MilliQ, etc…).

C’est la raison pour laquelle nous avons décidé d’investiguer plus particulièrement la phase d’extraction SPE.

4. Recapitulatif des Méthodologies analytiques choisies par l’INERIS

Au niveau de l’extraction SPE, nous avons choisi de tester les voies suivantes :

- appariement d’ions avec ajout d’HFBA sur cartouches de résine polymérique (adsorption par interaction hydrophobe) ;
- extraction sur d’autres phases adsorbantes (cartouches de silice faiblement échangeuse de cations, cartouches mixtes « échange fort de cations + hydrophobe » et « échange faible de cations + hydrophobe ». 
Pour la séparation chromatographique, nous avons testé deux colonnes de silice greffée C18 (séparation en phase inverse avec appariement d’ions) et une colonne de silice non greffée (séparation en phase normale par interactions hydrophiles).
En ce qui concerne la détection en spectrométrie de masse, nous avons choisi le mode d’ionisation en ElectroSpray, mode positif et la détection en masse-masse, plus sensible.
5. Résultats

5.1 Méthode d’étalonnage et choix des étalons

La méthode d’étalonnage retenue est l’étalonnage interne. Le prix et les délais de livraison des 4 molécules marquées au deutérium ou au 13C étant dissuasifs (650 € pour 50 mg de dibromure de diquat deutéré, 800 € pour 50 mg de dichlorure de paraquat , 140 € pour 1,1 mL de solution 100 mg/mL de iodure de mépiquat deutéré, 1150 € pour 5 mg de chlorure de chlorméquat), nous avons utilisé des molécules de structures comparables en tant qu’étalons internes, mais qui ne sont pas présentes dans les échantillons naturels. Ces étalons internes sont additionnés à la matrice eau en même temps que les composés additionnés en dopage.
Les 2 molécules suivantes ont été retenues :
pour le diquat, le paraquat et le mépiquat : le 1-Butyl-1-methylpyrrolidinium chloride 
(CAS 479500-35-1) :
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pour le chlorméquat, la choline (CAS 259229-71-5) :
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L’éthylène viologène, proposé par Castro [2] et Wang [4] n’a pas été utilisé car nous avons observé de fortes variations de réponse en tant qu’étalon interne et également en injection directe en solution.
5.2 Essais d’infusion
Les essais d’infusion permettent de régler les transitions et les énergies d’ionisation en LC/MS-MS. 
Les 4 molécules sont préparées en solution dans le méthanol à des concentrations d’environ 10 mg/L. 

Le spectromètre de masse utilisée est de marque WATERS, modèle TQD, en mode d’ionisation ESI + (electrospray mode positif).

Ces essais ont donné les résultats suivants :
Tableau 5 : Paramètres optimisés en spectrométrie de masse.
	Molécules
	Transition de quantification
	Transition de qualification

	
	MRM
	Tension de cône (V)
	Tension de collision (V)
	MRM
	Tension de cône (V)
	Tension de collision (V)

	Diquat
	183>130
	35
	36
	183>157
	35
	23

	Paraquat
	185>158
	50
	20
	185>170
	50
	20

	Mepiquat
	114>58
	45
	20
	114>98
	45
	20

	Chlormequat
	122>59
	40
	18
	122>63
	40
	22

	Butyl-methylpyrrolidinium 
	142>84
	40
	32
	
	
	

	Choline
	104>60
	36
	15
	
	
	


Les limites instrumentales (LQ) en gamme solvant méthanol, validées pour la partie analytique, selon  NF T90‑210 (version mai 2009), ne sont pas équivalentes pour les 4 substances, 
(tableau 6).

Tableau 6 : Limites instrumentales (LQ) validées dans le méthanol.
	Diquat
	4,1 g/L

	Paraquat
	550 g/L

	Mepiquat
	4,4 g/L

	Chlormequat
	5,2 g/L


Les droites d’étalonnage sont conformes en termes d’écart à la linéarité, pour les 4 molécules (annexe 1). Des investigations approfondies ont démontré que la différence de sensibilité observée sur le paraquat était un artefact dû à l’utilisation de méthanol. Cette difficulté est maintenant résolue par l’utilisation d’eau en tant que solvant de préparation des gammes d’étalonnage et des solutions-mères (les droites d’étalonnage obtenues sont présentées en annexe 2).
5.3 Etude du rendement d’extraction SPE
5.3.1 Protocoles de mise en oeuvre
Nous avons mis en œuvre l’extraction SPE :

· sur cartouches de résine polymérique (OASIS XLB ®, la phase adsorbante est un copolymère de [poly(divinylbenzène-co-N-vinylpyrrolidone)]) fonctionnant par interaction hydrophobe par appariement d’ions avec ajout d’HFBA, selon Le Bot [3]  ;
· échangeuse de cations faible (Bond Elut LRC-SI ®, phase adsorbante silice) sans ajout d’HFBA, selon Martinez-Vidal [5] ;
· mixte échangeuse de cations forte + hydrophobe (Strata S-XC ®, la phase adsorbante est du poly(styrène-divinylbenzène) modifié par des groupements sulfoniques) avec ajout de HFBA, selon Wang [4] ;
· mixte échangeuse de cations faible + hydrophobe selon Young [7]. Le modèle de cartouche utilisée içi est Strata WCX ®, sans ajout d’HFBA, 
Pour tous ces essais, les conditions chromatographiques étaient les suivantes : 

- Chaîne chromatographie liquide : WATERS, modèle 2795. 
- Colonne Alltima (Phenomenex) : silice greffée C18, granulométrie 3 µm, diamètre 3.0 mm, longueur 150 mm.
- Débit 0.5 mL/mn. 

- Four à 50°C.
- 5 µl injectés.
- Nature et gradient des phases mobiles : voir tableau 7 ci-dessous.
Tableau 7 : Paramètres de la méthode de gradient utilisée en chromatographie en phase liquide.
	Temps
	20 mM HFBA dans l’eau
	Méthanol + 20 mM HFBA

	0 mn
	100%
	0%

	15.80 mn
	20%
	80%

	16 mn
	100%
	0%

	21 mn
	100%
	0%


Dans ces conditions les temps de rétention obtenus sont les suivants :
Tableau 8 : Temps de rétention obtenus en chromatographie en phase liquide.
	Diquat
	5.2 mn

	Paraquat
	5.6 mn

	Mepiquat
	2.2 mn

	Chlormequat
	1.5 mn

	Butyl-methylpyrrolidinium 
	2.6 mn

	Choline
	1.3 mn


Les trois premiers protocoles ne donnent pas de résultats acceptables, en raison :

· de phénomènes d’adsorption et de relargage, pour le chlorméquat et le paraquat, sur cartouches de résine polymérique et mixte échangeuse de cations forte + hydrophobe ; 
· de phénomènes d’adsorption et de relargage pour l’ensemble des molécules sur cartouches de silice ;

· de rendements d’extraction très faibles pour certaines molécules pour les cartouches mixte échangeuse de cations fortes + hydrophobe ;
· de l’utilisation de méthanol dans chacun d’eux : même lorsque le solvant final n’est pas du méthanol, l’utilisation de méthanol provenant soit du conditionnement des cartouches (pour 2 de ces 3 protocoles), soit de la phase éluante (pour les 3 protocoles), provoquent une perte de sensibilité très importante (facteur 50) sur le paraquat.

Seul le dernier protocole, qui fournit des résultats acceptables, est détaillé ci-dessous.
5.3.2 Extraction SPE sur cartouche mixte « Echange faible de cations » + hydrophobe
La cartouche utilisée est une Strata WCX (Phenomenex ®). La phase adsorbante est du poly(styrène-divinylbenzène) modifié par des groupements carboxylates. La masse de phase adsorbante est de 200 mg, le volume de 3 mL. Aucun anion n’est ajouté à la préparation de l’échantillon. Cet anion (TFA) est utilisé pour l’élution seulement.
Les conditions chromatographiques et celles mises en œuvre pour le spectromètre de masse sont maintenues constantes.
Le protocole d’extraction SPE que nous avons suivi est le suivant, adapté de Young [7] :

1) Conditionnement des cartouches par 1 ml de méthanol

2) Conditionnement des cartouches par 1 ml d’eau

3) Chargement de 50 mL d’eau dopée  à un débit de 5 mL/mn

4) Lavage de la cartouche par 1 mL d’eau

5) Lavage de la cartouche par 1 mL de méthanol

6) Séchage à l’azote pendant 1 mn

7) Elution par 1.5 mL d’un mélange acétonitrile/eau/Acide trifluoroacétique  (84:14:2 V :V) 

8) Evaporation à sec sous TurboVap

9) Reprise par 1 mL d’eau 
Les étalons internes ont été comme précédemment introduits en même temps que les composés additionnés en dopage. Au cours de ces essais, il est apparu que leur extraction n’est pas répétable.
Par conséquent, les rendements d’extraction ont été calculés par comparaison des aires obtenues pour les échantillons extraits avec les aires obtenues en solvant eau, car les étalons internes n’ont pas été extraits par ce protocole. Nous avons pour cela réalisé une gamme d’étalonnage dans l’eau ultra-pure de 1 à 100 µg/L (annexe 2). Une seule gamme de concentrations a été testée. Les conditions chromatographiques sont inchangées.
Le tableau 9 ci-dessous illustre les résultats obtenus pour les deux essais effectués :

Tableau 9 : Concentrations de dopage et rendements d’extraction sur cartouche mixte (Strata WCX 200 mg). 50 mL eau d’Evian dopée, sans ajout d’HFBA.
	Molécules
	Concentrations de dopage (ng/L)

	Diquat
	0
	20
	39
	218
	1174
	2184

	Chlorméquat
	0
	20
	38
	214
	1151
	2142

	Paraquat
	0
	20
	38
	212
	1141
	2123

	Mépiquat
	0
	21
	40
	221
	1187
	2209


	Molécules
	Blanc
	Rendements d’extraction essai 1 (%)

	Diquat
	Pic d’environ 200 ng/L
	0
	116
	19
	47
	39

	Chlorméquat
	Non détecté
	0
	44
	35
	51
	55

	Paraquat
	Pic d’environ 300 ng/L
	0
	229
	18
	40
	37

	Mépiquat
	Non détecté
	0
	98
	75
	99
	92


	Molécules
	Blanc
	Rendements d’extraction essai 2 (%)

	Diquat
	Pic d’environ 40 ng/L
	0
	32
	18
	56
	37

	Chlorméquat
	Non détecté
	45
	39
	28
	53
	53

	Paraquat
	Pic d’environ 100 ng/L
	0
	101
	25
	39
	31

	Mépiquat
	Non détecté
	85
	83
	70
	102
	89


La figure 1 ci-dessous illustre les droites d’étalonnage en gamme extraite obtenues avec les résultats de l’essai 2. Ces résultats sont présentés sans déduction des valeurs de blanc.
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Figure 1 : Droites d’étalonnage en gamme extraite obtenues pour le diquat, le chloméquat, le paraquat et le mépiquat (50 mL d’eau d’Evian dopée, cartouche STRATA WCX).

On obtient des droites d’étalonnages en gamme extraite qui sont correctes sur 3 points avec l’essai 1, et 4 points avec l’essai 2, donc dans ce dernier cas avec suppression d’au maximum un point aberrant.
Les LD estimées sont de 20 ng/L pour le chlorméquat et le mépiquat (premier point de la gamme) et de 40 ng/L pour le diquat et le paraquat (deuxième point de la gamme).
Ces résultats sont meilleurs que ceux que nous avons obtenus sur tous les autres types de cartouches SPE, car :

· le paraquat est détecté dans les mêmes gammes de concentration que les 3 autres molécules : ceci peut être dû à la phase d’élution SPE, qui fait ici intervenir de l’acétonitrile au lieu du méthanol ;
· les rendements d’extraction sont les meilleurs parmi ceux que nous avons observés (à l’exception du diquat) ;
· les LD estimées sont les meilleures : 20 à 40 ng/L pour 50 mL extraits.
Il reste cependant des problèmes de contamination à résoudre au niveau des blancs. Les rendements sont également inférieurs à ceux reportés par la littérature (> 70 %, [3]). La répétabilité (sur 2 essais) est relativement correcte et semble autoriser une recherche de LQ située dans l’intervalle 50-200 ng/L. 
5.4 Injection directe 
Afin de contourner la phase d’enrichissement SPE qui semble délicate à optimiser, nous avons évalué la possibilité d’une méthode analytique simplifiée. Les solutions étalons sont préparées par dilutions successives d’une solution mère (1 g/L dans le méthanol) dans l’eau d’Evian. 
Une colonne Alltima, Phenomenex : silice greffée C18, granulométrie 3 µm, diamètre 3.0 mm, longueur 150 mm, à été montée ainsi qu’une boucle d’injection de 50 µL. Les essais en eau d’Evian ont démontré que l’on peut injecter jusqu’à 50 µl sans déformation notable des pics. Les solutions étalons ont donc été injectées directement à un volume de 50 µl. Là encore, les traces de méthanol ne permettent pas d’obtenir une détection satisfaisante des 4 composés : seul le chlorméquat peut être détecté avec une linéarité acceptable.
Les limites instrumentales constatées ne laissent toutefois pas espérer de limites de quantification meilleures que 300 ng/L environ pour le chlorméquat, meilleure des 4 substances étudiées.
6. Conclusions et perspectives

L’examen de la littérature montre que les étapes de séparation et de détection des quats sont relativement bien établies, au moins dans leur principe. Pour la séparation, les colonnes de silice greffées par des groupements alkyle sont majoritairement utilisées conjointement avec la technique d’appariement d’ions. La détermination et la quantification des ions parents et des transitions est relativement aisée.

La phase d’extraction en SPE est l’objet de nombreux protocoles différents puisque de nombreuses phases sont utilisées (hydrophobe, hydrophobe/échangeuse faible de cations, échangeuse faible de cations) avec des compositions d’éluants extrêmement variables. Cette étape du processus est très probablement responsable de la grande étendue des valeurs observées sur les LQ et/ou les LD revendiquées.
Nos essais confirment cette dernière observation. En effet, tous les protocoles impliquent l’utilisation lors d’un ou plusieurs rinçages de méthanol. La présence de ce solvant, même à des teneurs très faibles, perturbe de manière très importante les processus d’adsorption-désorption du paraquat dans les phases SPE et affecte les 3 autres substances cibles à des degrés variables. Pour cette étape d’extraction, les meilleurs résultats sont obtenus sur une cartouche mixte hydrophobe/échange faible de cations. C’est la seule qui permet la détection du paraquat (l’absence de méthanol dans la phase éluante pouvant l’expliquer). 
Les rendements d’extraction et les LD estimées avec cette cartouche sont les meilleurs (LD de 20 à 40 ng/L selon les molécules). La répétabilité est relativement correcte. Toutefois, ces résultats demanderont à être confirmés lors de l’utilisation de conditions chromatographiques optimisées sans méthanol.
L’injection directe devrait permettre de s’affranchir de cette étape d’extraction délicate. Sur une colonne chromatographique de silice greffée C18, les limites instrumentales constatées ne laissent toutefois pas espérer de limites de quantification meilleures que 300 ng/L environ pour le chlorméquat, meilleure des 4 substances étudiées. Toutefois, ces résultats demanderont à être confirmés lors de l’utilisation de conditions chromatographiques optimisées sans méthanol.

La comparaison de ces résultats avec ceux de la littérature montre que les critères de performance (LQ, LD…) semblent également dépendants des spectromètres utilisés. La définition d’un protocole analytique standardisé et transposable en routine nous semble devoir passer par un échange technique approfondi entre les différents laboratoires qui pratiquent ce type d’analyse. Une fois les principales sources de variabilité identifiées et la route analytique déterminée avec précision, un essai interlaboratoires pourra être organisé pour confirmer la robustesse de la méthode. 
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ANNEXE 1

Limites instrumentales en gamme solvant (méthanol) validées selon 
la norme NF T 90 210 (version Mai 2009) et droites d’étalonnage
Six gammes d’étalonnage ont été constituées dans le méthanol pur (sans HFBA).

Chacune comporte 6 niveaux de concentration compris entre environ 4 et environ 100 g/L (sauf pour le paraquat : 550 à 5600 g/L).

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :
- Chaîne chromatographie liquide : WATERS, modèle 2795. 
- Colonne Alltima (Phenomenex) : silice greffée C18, granulométrie 3 µm, diamètre 3.0 mm, longueur 150 mm.
- Débit 0.5 mL/mn. 

- Four à 50°C.
- 5 µl injectés.
- Phase mobile : voir tableau 6 ci-dessous.

Tableau 10 : Paramètres de la méthode de gradient utilisée en chromatographie liquide.

	Temps
	20 mM HFBA dans l’eau
	Méthanol + 20 mM HFBA

	0 mn
	100%
	0%

	15.80 mn
	20%
	80%

	16 mn
	100%
	0%

	21 mn
	100%
	0%


Dans ces conditions les temps de rétention obtenus sont les suivants :

Tableau 11 : Temps de rétention obtenus en chromatographie liquide.

	Diquat
	5.2 mn

	Paraquat
	5.6 mn

	Mepiquat
	2.2 mn

	Chlormequat
	1.5 mn

	Butyl-methylpyrrolidinium 
	2.6 mn

	Choline
	1.3 mn


Les limites instrumentales validées (5 essais en duplicats) pour les quatre molécules sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12 : Limites instrumentales validées dans le méthanol.

	Diquat
	4,1 g/L

	Paraquat
	550,2 g/L

	Mepiquat
	4,4 g/L

	Chlormequat
	5,2 g/L


La figure 2 ci-dessous illustre un exemple de droite d’étalonnage (obtenue pour le diquat). Selon le plan A de la norme NF T 90 210, les 4 droites d’étalonnage sont conformes en termes d’écart à la linéarité.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage pour le diquat dans le méthanol.

ANNEXE 2
Droites d’étalonnage en gamme solvant eau
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Réf. : Erreur ! Source du renvoi introuvable.
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