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� Screening ciblé : recherche de composés

spécifiques (présence : oui ou non)

� Screening non-ciblé : recherche de tous

Screening toxicologiqueScreening toxicologique

� Screening non-ciblé : recherche de tous

composés inconnus sans aucune information

au préalable sur les analytes potentiellement

présents dans la matrice



Haute Résolution Haute Résolution -- Masse ExacteMasse Exacte

� Masse nominale : nombre entier de

l’isotope le plus abondant de chaque élément

� Masse exacte : masse exacte de l’isotope le

plus abondant de chaque élément

ElémentElément NucléideNucléide Masse Masse 
nominalenominale

Masse Masse 
exacteexacte

Abondance Abondance 
isotopiqueisotopique

HydrogèneHydrogène HH 11 1,00781,0078 100 %100 %

CarboneCarbone
CC1212

CC1313
1212
1313

12.000012.0000
13.003413.0034

100 %100 %
1,10 %1,10 %

AzoteAzote
NN1414

NN1515
1414
1515

14,003114,0031
15,000115,0001

100 %100 %
0,37 %0,37 %

OxygèneOxygène
001616

001717

001818

1616
1717
1818

15,994915,9949
16,999116,9991
17,999217,9992

100 %100 %
0,04 %0,04 %
0,20 %0,20 %



� Mesure de la masse exacte à 4-5 décimales
(masse monoisotopique)

� Identification de nouveaux composés
(formule brute)

� Distinction de composés avec même masse

Haute Résolution Haute Résolution -- Masse ExacteMasse Exacte

� Distinction de composés avec même masse

nominale mais différente masse exacte

morphinemorphine
CC1717HH1919NONO33

MM=MM=285285,3377,3377

77--aminoamino--clonazepamclonazepam
C15H12ClNO3C15H12ClNO3
MM=MM=285285,7283,7283



� Quadripôle : résolution 

insuffisante pour 

différencier les 2 molécules

� HR : haute résolution 

Haute Résolution Haute Résolution -- Masse ExacteMasse Exacte

� HR : haute résolution 

réduit interférences entre 

molécules de masse 

« similaires » (sélectivité ++)

distinction de 2 pics



Analyseurs
Temps de vol

Mesure le temps que met un ion 

m/z , accéléré par une tension, 

à parcourir une distance (10-5sec)

Orbitrap
Mesure la fréquence d’oscillation 

d’un ion m/z autour de l’électrode 

centrale

Spectrométrie de Masse Haute RésolutionSpectrométrie de Masse Haute Résolution

Mesure de la masse exacte
� 5 décimales après la virgule

� améliore la confiance

� diminue faux positifs



Spectrométrie de Masse Haute RésolutionSpectrométrie de Masse Haute Résolution
«« Temps de Vol Temps de Vol -- TOFTOF »»

UPLCUPLC AcquityAcquity 2D 2D -- XEVOXEVO G2 G2 QtofQtof
WatersWaters®®

G2 QTof

UPLC 2 D



Objectifs

� Screening non ciblé et identification de nouveaux

composés (formule brute) et élucidation structurale
(formule brute – schéma de fragmentation)

Augmenter le nombre de composés analysés

Screening Screening TOFTOF

� Augmenter le nombre de composés analysés (avec

ou sans standards)

� Informations sur les métabolites

� Screening hautement spécifique (MSE)

� « Reprocess » des données (pas de ré-analyse)



� Screening non ciblé : analyse élémentaire

TOFTOF -- «« Temps de volTemps de vol »»

m/zm/zm/zm/z



TOFTOF -- «« Temps de volTemps de vol »»

Search C20H21N = Cyclobenzaprine



MSMS--TOFTOF

� Mode d’acquisition MSE - Technologie T-Wave

% MSMS% MSMS% MSMS
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les ions fragments

Alternance continue d’une fonction « faible
énergie » avec une fonction « haute énergie »



MSMS--TOFTOF

Recherche de métabolites [METABOLYNX®]

� Xénobiotiques de même masse monoisotopique

� Polymorphisme des enzymes du métabolisme (CYP 450)

� Médecine légale

� Soumission chimique : glucuronides (urines)

� Putréfaction

� dégradation des molécules peu stables : ex.

benzodiazépines

� analyses des viscères (foie, rein, …)



Exemple du Exemple du tramadoltramadol et de la et de la venlafaxinevenlafaxine

TRAMADOLTRAMADOL



TramadolTramadol

Métabolite desméthyl  m/z = 249.1729

O-dmtramadol N-dmtramadol

N,N-didmvenlafaxine



Exemple du Exemple du tramadoltramadol et de la et de la venlafaxinevenlafaxine

VENLAFAXINE



VenlafaxineVenlafaxine

Métabolite didesméthyl  m/z = 249.1729

O-dmtramadol N-dmtramadol

N,N-didmvenlafaxine



VenlafaxineVenlafaxine

O-dmvenlafaxine glucuronide

m/z = 439.2206

Fragments

m/z = 264.1964 (parent)

m/z = 246.1858

m/z = 201.1279



Exemple du Exemple du tramadoltramadol et de la et de la venlafaxinevenlafaxine



Couplage Couplage UPLCUPLC--TOFTOF avec SPE avec SPE onlineonline

UPLCUPLC AcquityAcquity 2D 2D -- XEVOXEVO G2 G2 QtofQtof
WatersWaters®®

G2 QTof

UPLC 2 D



UPLCUPLC 2D 2D -- QTofQTof

UPLC : temps d’acquisition réduit = robustesse du criblage

toxicologique

UPLC 2D-Qtof : analyse spécifique-sensible-robuste de matrices

de matrices biologiques ou non +/- complexes



ViscèresViscères
Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

�� CorpsCorps putréfiéputréfié -- carbonisé,carbonisé, exhumationexhumation ……

�� ExempleExemple :: ♀♀ carboniséecarbonisée :: sangsang--foiefoie déshydratésdéshydratés

sangsang == 8080 %% eaueau ;; foiefoie == 6565 %% eaueau

�� BroyageBroyage aprèsaprès réhydratationréhydratation
(eau(eau ouou SörensenSörensen pHpH 66,,88))



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes
ViscèresViscères

�� Screening Screening UPLCUPLC--QtofQtof avec PEL du avec PEL du foiefoie

atenolol (TENORMINE®)atenolol (TENORMINE®)



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes
ViscèresViscères

�� Screening Screening UPLCUPLC--QtofQtof avec PEL du avec PEL du foiefoie

®sertraline (ZOLOFT®)



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

ViscèresViscères

�� Analyse simultanée qualitative et quantitative Analyse simultanée qualitative et quantitative 

avec avec EIEI deutérésdeutérés

�� Broyage des viscères dans tampon Broyage des viscères dans tampon SörensenSörensen�� Broyage des viscères dans tampon Broyage des viscères dans tampon SörensenSörensen

avec avec EIEI deutérésdeutérés (≈ 40 molécules médoc et (≈ 40 molécules médoc et stupstup))

�� Ex. Ex. ♀♀ exhumation après 1 mois sous terre dans exhumation après 1 mois sous terre dans 

une bâche une bâche –– putréfaction +++ : putréfaction +++ : Foie, Rein, Rate Foie, Rein, Rate 



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

RateRate

Bromazepam

Bromazepam D4



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

RateRate

bromazepam D4 = 200 pg/mg

bromazepam = 117 pg/mg 



•• MarqueurMarqueur expositionsexpositions répétées/chroniquesrépétées/chroniques

•• FenêtreFenêtre dede détectiondétection :: plusieursplusieurs semainessemaines

profilprofil dede consommationconsommation àà longlong termeterme

Localisation du 

Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

•• StructureStructure kératiniséekératinisée

•• 33 phasesphases ::

-- anagèneanagène ((44--88 ans)ans)

-- catagènecatagène ((22 semsem))

-- télogènetélogène ((33 mois)mois)

•• VertexVertex :: 00,,3434 mm/jmm/j

soitsoit 11 cm/moiscm/mois

((00,,77 –– 11,,33 cm/mois)cm/mois)

Temps de migration 

d’une molécule dans le 

follicule pilo-sébacé (des 

capillaires sanguins 

jusqu’au vertex ≈ 1,2-1,5 

cm) = 3-4 jours

prélèvement de cheveux 

= vertex



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

�� 1100 mgmg cheveuxcheveux (poils(poils pubiens)pubiens)

�� 200200 µlµl dede tampontampon ((SorënsenSorënsen pHpH 66,,8686)) ++ EIEI deutérésdeutérés

�� ultraultra--sonssons 22 hh

CheveuxCheveux

�� ultraultra--sonssons 22 hh

�� UPLCUPLC--QtofQtof avecavec PELPEL :: injectioninjection 100100 µlµl

�� RésultatsRésultats trèstrès satisfaisantssatisfaisants ((CQECQE)) avecavec priseprise

d’essaid’essai réduiteréduite àà 55 mgmg
SiSi suspicionsuspicion contaminationcontamination externeexterne :: lavagelavage eau,eau, MeOHMeOH,,
dichlorométhanedichlorométhane



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

�� ♂♂ alcooliquealcoolique (sous(sous traitement),traitement), dcddcd àà domiciledomicile

�� ExamenExamen dede corpscorps :: syndromesyndrome asphyxiqueasphyxique ++++

�� AnalyseAnalyse toxicologiquetoxicologique sangsang etet urinesurines ::

�� alcoolémiealcoolémie == 11,,3636 g/lg/l ;; alcooluriealcoolurie == 22 g/lg/l

�� présenceprésence 66--MAM,MAM, morphine,morphine, alcaloïdesalcaloïdes dede l’opiuml’opium

(codéine,(codéine, noscapinenoscapine,, papavérine)papavérine) etet paracétamolparacétamol

consommationconsommation d’héroïned’héroïne (toxicomanie(toxicomanie nonnon connue)connue)

�� morphinemorphine == 5656 ngng/ml/ml ;; MM33GG == 100100 ngng/ml/ml ;; MM66GG == 1616 ngng::mlml

�� décès imputable à l’héroïne ?



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

6-acétylmorphine

(18 pg/mg)(18 pg/mg)

6-MAM



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

morphine 

(15 pg/mg)(15 pg/mg)

morphine



Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

cocaïne (15 pg/mg)
benzoylecgonine (11 pg/mg)
cocaéthylène (9 pg/mg)cocaéthylène (9 pg/mg)

cocaïne



Ex. ♀ exhumation après 1 
mois sous terre dans une 
bâche – putréfaction +++ : 
Foie, Rein, Rate et Cheveux

Matrices biologiques complexesMatrices biologiques complexes

CheveuxCheveux

citalopram D4 = 1 ng/mg

citalopram = 1,27 ng/mg



morphine 6-monoacétylmorphine diacétylmorphine
= héroïne

Pavot (capsules) Opium         extraction / morphine

réactif  

acétylation

réactif  

acétylation

Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

= héroïne

codéine 6-acétylcodéine

Autres alcaloïdes extraits : noscapine, papavérine

réactif  

acétylation



Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

héroïnehéroïne

héroïne
6-MAM

héroïne



Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

héroïnehéroïne

noscapine

papavérine

noscapine



Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

héroïnehéroïne

codéine

6-acétylcodéine

6-AC

6-acétylcodéine



Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

cocaïnecocaïne

cocaïne
benzoylecgonine
tropacocaïne
cinnamoylcocaïne
procaïne (produit de coupe)

cocaïne



Matières premières stupéfiantesMatières premières stupéfiantes

cocaïnecocaïne

lévamisole
phénacétine
(produits de coupe)

lévamisole

(produits de coupe)



Métabolites des produits de coupeMétabolites des produits de coupe

lévamisole (produit de coupe)

OH-lévamisole glucuronide
(métabolite)

OH-lévamisole glucuronide


