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INTRODUCTION	(1/3)	

u 	Analyse	en	toxicologie	:	
	
	

	

Echan'llon				à	pré-analyCque	+	analyCque	+	interprétaCon	à					rapport	d’analyse	

u ObjecCfs	de	la	préparaCon	d’échanCllon	:		
ª 	Supprimer	les	interférences		
ª 	Concentrer	la	ou	les	substances	d’intérêt	
ª 	Rendre	compaCble	l’échanCllon	avec	le	système	analyCque	
ª 	Stabiliser	l’échanCllon	
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Paramètres	à	prendre	en	compte	lors	du	développement	

INTRODUCTION	(2/3)	



u  	Substance	
ª  IonisaCon	(pKa)	
ª  Polarité	(logP)	
ª  …	
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u  	Matrice	
ª  Solide	/	liquide	
ª  Fraiche	ou	dégradée	
ª  …	

u  	Système	analy'que	

ª  CPG	/	CLHP	/	autre	

ª  Détecteur	

ª  …	

u  	Environnement	
ª  Coût	
ª  Temps	technicien	
ª  Cadre	légal	
ª  Matériel	disponible	
ª  …	

Paramètres	à	prendre	en	compte	lors	du	développement	

INTRODUCTION	(2/3)	



INTRODUCTION	(3/3)	
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Les autres techniques (HS, SPME,…) ne seront pas traitées 

u Applica'on	au	dépistage	des	
conduites	addic'ves	
ª  Amphétamines	et	amphétamine-

like	/	sang	
à	ELL	(extracCon	liquide-liquide)	

ª  Cocaïne	&	opiacés	/	sang	
à	dérivaCon,	SLE	(extracCon	
liquide	simplifiée)	

ª  Stupéfiants	/	cheveux	
à	digesCon,	SPE	

ª  GHB,	glucuronides,	stupéfiants	/	
fluides	biologiques	
à	diluCon	+/-	précipitaCon	

u  	Prépara'on	d’échan'llon	

ª  ±	préparaCon	de	la	matrice		
ª  ±	extracCon	
ª  ±	dérivaCon	
ª  ±	solvant	d’injecCon	
	
	



1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
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1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Objectifs	et	contraintes	

CATs	

PPZ	

TRY	

ACH	

u 	ApplicaCons	
ª  Sécurité	RouCère	:	CPG-SM	;	dosage	
ª  Criblage	des	principales	NPS	

amphetamine-like	
²  Phényléthylamines	(PEAs)	;	Amphétamines	

(AMPs)	;	Cathinones	(CATs)	;	Ephedrines	
(EPHs)	;	Arylcylclohexylamines	(ACH)	;	
Tryptamines	(TRYs)	;	Piperazines	(PPZs)	

u 	ObjecCfs	majeurs	
ª  RéducCon	du	temps	technicien	
ª OpCmisaCon	dérivaCon	
ª Nouvelle	ELL	suite	à	arrêt	

commercialisaCon	toxitubes	A	



Injec'on		 1	µL	à	5	µL/s	

Temp.	
Injec'on	

280	°C	

Mode	
injec'on	

splitless	(1	min)		

Débit	du	
split	

20	mL/min	

Split	ra'o	 33	

Débit	 0,6	mL/min	
(constant)	

	
Colonne	

PHENOMENEX	
	ZB	drug1	avec	

garde		
(10m	x	0,18mm	

x	0,18µm)	

u  2	paramétrages	SM	
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Thermo Scientific Ultra-DSQ ™ II 

u  Paramètre	CPG	
	

1°	injec'on	=	DOSAGE		
§ 	Paramètres	:	SIM	
§ 	12	substances	
§ 	10	-490	ng/mL		

2°	injec'on	=	CRIBLAGE	
§ 	Paramètres	:		Full	scan	
§ 	Iden'fica'on	:	tR	+	
Spectre	
§ 	Sensibilité	:	LD	sur	44	

u  	Prépara'on	
d’échan'llon	

ª Extrac'on		
² 1	mL	sang	total	
² 1	mL	tampon	Na2CO3	1M		
² 4	mL	Hexane/dichlo.	(50/50)		
² +	20	µL	EI	deutérés	à	5	mg/L	

ª Dériva'on	
² Directement	dans	phase	
organique	

² HFBA	(60°C,	20min)	
² NeutralisaCon	alcaline	

ª Concentra'on	
² EvaporaCon	à	sec	
² Reprise	40µL	Acétate	éthyle	

	

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Méthode	
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u  	Sensibilité	:	10	ng/mL	(sauf	méthylone,	DMT,	naphyrone)	

Phényléthylamines	 Amphétamines	 Ephédrines	 Cathinones	 ACH	 Tryptamines	 Pipérazines	

SIM	

amphétamine*	(4,98)	 éphédrine	(5,71)	 méphédrone*	(8,89)	 norkéta	(13,58)	

méthamph*	(6,35)	 pseudoéph.	(6,71)	 méthylone*	(14,11)	

MDA*	(10,33)	 MDPV*	(19,72)	

MDMA*	(12,56)	

MDEA*	(12,90)	 		

MBDB*	(13,62)	

FS	

phénéthylamine	(5,20)	 4-fluoroamph*	(5,22)	 cathine	(5,12)	 fléphédrone*	(6,85)	 PCP*	(15,60)	 DMT*	(17,98)	 BZP*	(12,24)	

mescaline*	(14,08)	 éthylamph*	(6,55)	 methcat*	(7,25)	 kétamine*	(16,21)	 TFMPP	(12,70)	

methylphénidate*	(15,57)	 PMA*	(8,43)	 ethcat*	(8,23)	 mCPP	(17,21)	

éthylphénidate*	(16,11)	 PMMA*	(10,53)	 4MEC*	(9,95)	

2CB*	(16,69)	 2,5-DMA*	(10,87)	 méthédrone*	(12,19)	 		

DOM*	(11,44)	 butylone*	(14,84)	

4MTA*	(12,04)	 ethylone*	(15,18)		

DOET*	(12,22)	 pyrovalérone*	(15,51)	

TMA*		(13,99)	 pentylone*	(15,95)	

DOB*	(15,85)	 naphyrone*	(21,50)	

u  	Résolu'on		

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Performances	de	la	méthode	
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Major Microspecies

Major microspecies at pH=7.4:
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pH / concentrationpH / concentrationpH / concentration

Molecule

N       

N       
H       

Elemental Analysis

Formula: C11H16N2
Isotope formula: C11H16N2
Composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Isotope composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Mass: 176.2581
Exact mass: 176.131348522

Names and identifiers

Common names: benzylpiperazine
IUPAC: 1-benzylpiperazine

Smiles: C(N1CCNCC1)C1=CC=CC=C1
InChI: 1S/C11H16N2/c1-2-4-11(5-3-1)10-13-8-6-12-7-9-13/h1-5,12
H,6-10H2
InChI key: IQXXEPZFOOTTBA-UHFFFAOYSA-N
CAS: 5321-63-1

logP

logP: 1.38

Polarizability

Molecular polarizability: 21.91

Isoelectric Point

No isoelectric point.

Charge

0.01 (0.09)       

0.01 (0.09)       N       
-0.30       0.01 (0.09)       

0.01 (0.09)       N       
H       

-0.31 (0.12)       

0.02 (0.10)       -0.05       

-0.05 (0.06)       
-0.06 (0.06)       

-0.06 (0.06)       

-0.06 (0.06)       
-0.05 (0.06)       

logD

Tautomerization

Calculate

Orbital Electronegativity
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8.05       N       
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8.30       

8.24       

8.22       

8.24       

8.30       

Huckel Analysis

pi energy = 13.48

N       

N       
H       

0.00       

0.00       

0.00       

0.00       

0.00       

0.00       

Geometry

Dreiding energy = 32.00 kcal/mol
Volume = 181.30 Å3

Minimal projection area = 34.43 Å2

Min z length = 11.76 Å
Maximal projection area = 58.42 Å2

Max z length = 6.79 Å

Lipinski-like filters

Lipinski's rule of five: yes
Bioavailability: yes
Ghose filter: yes
Lead likeness: yes
Muegge filter: no
Veber filter: yes

Webpages

Erowid Piperazines Vault : Basic info on BZP
(Benzylpiperazine)
26 Sep 2015 - original page
erowid.org/chemicals/piperazines/piperazines_info1.shtml

1-Benzylpiperazine | 2759-28-6
26 Sep 2015 - original page
chemicalbook.com/ChemicalProductProperty_EN_CB8365859.htm

Benzylpiperazine - Wikipedia, the free encyclopedia
26 Sep 2015 - original page

H-bond Donor/Acceptor

Document to Structure
Many features on this website were built using Document to Structure's text mining
capabilities. Learn more!

Name to Structure
Do you know how chemicalize.org converts chemical names into structures? Meet
ChemAxon's Name to Structure!

Properties Viewer Webpage Viewer Chem Search Web Search Document Viewer

Properties Viewerbenzylpiperazine

Manage calculations Open All Close All Download resultsLayout: Custom

About & Legal Stay in touch Contact

Exemple	de	la	Benzylpiperazine	

u  	pKa	
ª  2	sites	è	2	pKa	
ª  	uClisaCon	praCque	de	

cete	informaCon	??	

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Choix	du	pH	
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Composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Isotope composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Mass: 176.2581
Exact mass: 176.131348522

Names and identifiers

Common names: benzylpiperazine
IUPAC: 1-benzylpiperazine

Smiles: C(N1CCNCC1)C1=CC=CC=C1
InChI: 1S/C11H16N2/c1-2-4-11(5-3-1)10-13-8-6-12-7-9-13/h1-5,12
H,6-10H2
InChI key: IQXXEPZFOOTTBA-UHFFFAOYSA-N
CAS: 5321-63-1

logP

logP: 1.38

Polarizability

Molecular polarizability: 21.91
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No isoelectric point.
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Major Microspecies

Major microspecies at pH=7.4:
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Formula: C11H16N2
Isotope formula: C11H16N2
Composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Isotope composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Mass: 176.2581
Exact mass: 176.131348522

Names and identifiers

Common names: benzylpiperazine
IUPAC: 1-benzylpiperazine

Smiles: C(N1CCNCC1)C1=CC=CC=C1
InChI: 1S/C11H16N2/c1-2-4-11(5-3-1)10-13-8-6-12-7-9-13/h1-5,12
H,6-10H2
InChI key: IQXXEPZFOOTTBA-UHFFFAOYSA-N
CAS: 5321-63-1

logP

logP: 1.38

Polarizability

Molecular polarizability: 21.91

Isoelectric Point

No isoelectric point.
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Geometry

Dreiding energy = 32.00 kcal/mol
Volume = 181.30 Å3

Minimal projection area = 34.43 Å2

Min z length = 11.76 Å
Maximal projection area = 58.42 Å2

Max z length = 6.79 Å

Lipinski-like filters

Lipinski's rule of five: yes
Bioavailability: yes
Ghose filter: yes
Lead likeness: yes
Muegge filter: no
Veber filter: yes
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26 Sep 2015 - original page
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26 Sep 2015 - original page
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Isotope composition: C (74.96%), H (9.15%), N (15.89%)
Mass: 176.2581
Exact mass: 176.131348522
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IUPAC: 1-benzylpiperazine
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InChI: 1S/C11H16N2/c1-2-4-11(5-3-1)10-13-8-6-12-7-9-13/h1-5,12
H,6-10H2
InChI key: IQXXEPZFOOTTBA-UHFFFAOYSA-N
CAS: 5321-63-1
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Muegge filter: no
Veber filter: yes
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Exemple	de	la	Benzylpiperazine	

u  	pKa	
ª  2	sites	è	2	pKa	
ª  	uClisaCon	praCque	de	

cete	informaCon	??	

u  	UClisaCon	du	site	chemicalize.org	
ª  Pourcentage	de	la	forme		=	f(pH)	
ª  Focus	sur	forme	neutre		
ª  BZP	:	95%	neutre	de	10,6	à	14	

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Choix	du	pH	
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Min z length = 11.76 Å
Maximal projection area = 58.42 Å2

Max z length = 6.79 Å

Lipinski-like filters

Lipinski's rule of five: yes
Bioavailability: yes
Ghose filter: yes
Lead likeness: yes
Muegge filter: no
Veber filter: yes

Webpages

Erowid Piperazines Vault : Basic info on BZP
(Benzylpiperazine)
26 Sep 2015 - original page
erowid.org/chemicals/piperazines/piperazines_info1.shtml

1-Benzylpiperazine | 2759-28-6
26 Sep 2015 - original page
chemicalbook.com/ChemicalProductProperty_EN_CB8365859.htm

Benzylpiperazine - Wikipedia, the free encyclopedia
26 Sep 2015 - original page

H-bond Donor/Acceptor

Document to Structure
Many features on this website were built using Document to Structure's text mining
capabilities. Learn more!

Name to Structure
Do you know how chemicalize.org converts chemical names into structures? Meet
ChemAxon's Name to Structure!

Properties Viewer Webpage Viewer Chem Search Web Search Document Viewer

Properties Viewerbenzylpiperazine

Manage calculations Open All Close All Download resultsLayout: Custom
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u  Ensemble	des	
substances		
évaluées	:	95%	
sous	forme	
neutre	d’un	pH	
X	à	pH	14	

u  ModélisaCon	de	
ce	point	X	en	
foncCon	du	logP	
(logiciel	R)	

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Choix	du	pH	et	du	solvant	
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Meilleur	compromis	testé	=	pH	++	basique	(10,8)	et	mélange	Dichlo/	hexane	

1.	Amphetamines	&	Amphetamine-like	
					Choix	du	pH	et	du	solvant	:	évaluation	des	rendements	

Evalua%on	du	rendement	sur	sang	surchargé	à	200	ng/mL	–	5	condi%ons	



2.	Cocaïne	et	Opiacés	



u 	ApplicaCons	
ª  Sécurité	rouCère	:	CPG-SM	;	Dosage	;	consensus	SFTA	

ª  IntoxicaCons	aux	opiacés	:	criblage	large	

u 	ObjecCfs	majeurs	
ª  Ajout	oxycodone	
ª  Augmenter	la	sensibilité	et	le	rendement	
ª OpCmiser	le	temps	de	traitement	(méthode	à	3	extracCons)	
ª  AutomaCser	la	préparaCon	?	
ª  Réduire	l’uClisaCon	de	solvants	chlorés	?	

SFTA, 2016 15 

2.	Cocaïne	et	Opiacés	
					Objectifs	et	contraintes	



u  Méthode	avec	dériva'on	pré-
extrac'on	de	la	cétone	
ª  DérivaCon	par	méthoxyamine	(15min,	

Temp.	Ambiante)	à	cétoxime	
ª  DérivaCon	BSTFA	post-extracCon	

	

	
	
	
	
ª  Substances	séparées,	ions	différents	
ª  ValidaCon	[10-500]	ng/mL	COC&OP	

u  DérivaCon	efficace	sur	morphones	

SFTA, 2016 16 

u  	Méthode	précédente	

	

	

	

	

è  Substances	coéluées,	ion	des	
deutérés	communs,	signal	faible	

		

Sang	surchargé	à	500	ng/mL	par	oxycodone	et	

6MAM	et	leur	deutérés	–	ions	de	suivi	de	

l’oxycodone	et	de	son	deutéré	

2.	Cocaïne	et	Opiacés	
					Ajout	de	l’oxycodone	à	impact	sur	la	dérivation	



Méthode	précédente	 Méthode	SLE	

Déprotéinisa'on	 Acétonitrile	 Ultrasons	+	acidificaCon	
(méthoxyamine)	

Extrac'on	 3	extracCons	
Passage	sur	cartouche	NOVUM	
12CC	de	l’échanCllon	tamponné		
puis	du	solvant		

Temps	technicien	
8	heures		
Non	automaCsable	

3	heures		
AutomaCsable	

Rendement	
morphine	(n=3)		 40,2%	 67,	1	%	-	24,9%		-	2,9%	-	86,7	%	

Bruit	de	fond	

Valida'on	
Opiacés	+	Cocaïniques	
[10	-	500]	ng/mL	

Prometeur	opiacés,	peu	efficace	
cocaïniques	
è	Poursuite	du	développement	
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2.	Cocaïne	et	Opiacés	
					Extraction	liquide	simplifiée	(SLE)	



3.	Cheveux	et	Stupéfiants	



u 	ApplicaCons	
ª  Recherche	des	causes	de	la	mort	
ª  Soumission	chimique		
ª  ÉvaluaCon	des	conduites	addicCves	

u 	ObjecCfs	majeurs	
ª  CPG-SM2	

ª  1	seule	préparaCon	pour	tous	les	stupéfiants	à	deux	

dériva%ons	différentes,	stabilité	des	substances	

ª  Ateindre	LQ	compaCbles	avec	seuils	de	la	SOHT	
ª  Limiter	les	effets	matrices	et	encrassement	(et	donc	maintenance)	

SFTA, 2016 19 

3.	Cheveux	et	Stupéfiants	
					Objectifs	et	contraintes	



u  	Diges'on		
ª  Poudre	de	cheveux	par	broyeur	à	

billes	(Bullet	blender	Storm	5®,	Next	

advance)	

	
	
ª  Mise	en	soluCon	dans	Méthanol	

(50°C,	12h)	
ª  Essais	au	méthanol	acidifié	(HCl	

0,1M)	à	0,5	et	10	cut-offs					
ª  dégradaCon	6MAM	et	Cannabinol	
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3.	Cheveux	et	Stupéfiants	
					Digestion	et	extraction	phase	solide	(SPE	

u  	Extrac'on	:	SPE	
ª  Cartouche	HLB	1cc	Oasis,	

Waters	
ª  ApplicaCon	du	protocole	

fournisseur	
ª  OpCmisaCon	du	pH	tampon	de	

reconsCtuCon	post-digesCon										
pH	7	rendement	moyen	94,4%	



4.	Précipitation	/	dilution	



u  	ObjecCfs	et	contraintes	
ª  GHB	:	peCte	molécule	polaire	
ª  Molécule	endogène	
ª  En	CPG-SM	ions	communs	à	

urée	è	CPG-SM2	

ª  ConcentraCons	cibles	(mg/L)	

	
è	Choix	précipitaCon	à	

acétonitrile	de	50µL	
d’échanCllon	qsp	1mL	
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4.	Précipitation	/	dilution	/	filtration	
					GHB	et	fluides	biologiques	(sang	et	urines)	

Répertoriées	
après	usage	

Seuil	de	
positivité	

vivant	 décédé	 vivant	 décédé	

sang	 ≈	100	 ≈	300	 5	 50	

urine	 ≈	1000	 ≈	2000	 10	 10	

u  	Impact	du	volume	d’ACN	
ª  SéquestraCon	du	GHB	dans	culot	

	

ª  Conséquence	sur	la	préparaCon	
ª  DiluCon	préalable	de	l’échanCllon	

dans	4	volumes	d’eau	
ª  Gamme	unique	de	1	à	50	mg/L	mais	

validaCon	jusqu’à	500	dans	le	sang	et	
2500	dans	l’urine	par	varia'on	du	
volume	de	la	prise	d’essai	(5	et	1µL)	

	



u  	Sensibilité	et	robustesse	
ª  Run	unique	pour	toutes	les	

substances	

	

ª  Méthode	validée		
ª  LQ	de	1,9	/	3,5	à	4000	ng/mL		
ª  LD	de	0,1	à	0,5	ng/mL	

	

	

u  	ObjecCfs	et	contraintes	
ª  Dosage	de	buprénorphine,	

norbuprénorphine,	morphine	et	
naloxone	et	de	leurs	
glucuronides	à	extrac%on	
commune	non	réalisable,		

CLHP-SM2	

ª  CinéCque	chez	le	rat	à	très	
faible	volume	(<200µL)	

è  Choix		
è  précipitaCon	de	50µL	d’échanCllon	

au	¼	dans	acétonitrile	puis	diluCon	
au	¼	de	100µL	dans	l’eau	

è  Colonne	core-shell	greffage	Biphényl	
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4.	Précipitation	/	dilution		
Agonistes/antagonistes	des	opioïdes	et	leurs	glucuronides/sang	de	rat	



CONCLUSION	



u 	Paramètres	à	prendre	en	compte	lors	du	développement	

	

	

u 	A	chaque	laboratoire	de	trouver	son	compromis	
ª 	RaConalisaCon	du	temps	
ª 	Equilibre	entre	méthode	idéale	et	réaliste	

Matrice	

Système	analyCque	Environnement	

Substance	
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CONCLUSION	

Paramètres	
universels	

Paramètres	
laboratoire	
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