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Introduction

Résumé — Les méthodes d’extraction liquide-liquide (ELL) permettent le transfert d’un soluté initialement contenu
dans une phase liquide vers une autre phase liquide non miscible. Elles sont couramment employées en pharmacolo-
gie/toxicologie afin de purifier et concentrer les échantillons préalablement a une analyse par méthode chromatogra-
phique. Divers parametres physico-chimiques régissent la réalisation d’une ELL, propres aux solvants employés et aux
solutés a extraire. La connaissance de certaines propriétés du solvant telles sa miscibilité a 1’eau, sa constante d’acidité,
sa constante diélectrique, son moment dipolaire, sa densité, sa volatilité ainsi que sa toxicité permettront le choix de
ce solvant seul ou en mélange pour I’extraction d’une substance donnée. De la méme maniere, la connaissance des
propriétés du soluté telles sa structure, sa constante d’acidité, sa lipophilie, la nature et la complexité de la matrice dans
laquelle il se trouve, permettront d’optimiser I’extraction, dont I’efficacité sera évaluée par le rendement d’extraction.
L’influence de ces parametres sera abordée dans cette revue, et les différents processus d’ELL (extraction simple, mul-
tiple, back-extraction, formation de paires d’ions) seront exposés simultanément avec leurs avantages et inconvénients
respectifs. La maitrise de toutes ces variables permettra a I’opérateur une optimisation des étapes d’ELL lors de la mise
au point de méthodes d’analyse en pharmacologie/toxicologie.

Mots clés : Extraction liquide-liquide, solvants, soluté, propriétés physico-chimiques

Abstract — Liquid-liquid extraction (LLE) methods allow transfer of compounds solubilized in a liquid phase into
another immiscible liquid phase. These methods are routinely used in pharmacology/toxicology so as to purify and
concentrate biological samples before chromatographic analysis. Many different physico-chemical properties of sol-
vents and solutes have to be taken into account in LLE. To perform an extraction, the choice of a solvent or of a mixture
of solvents depends on their miscibility with water, proticity, dielectric constant, dipole moment, density, volatility and
toxicity. In the same way, the evaluation of properties of solutes such as structure, acidity constant and lipophily, to-
gether with the nature and complexity of the matrix, will allow the optimization of the extraction process. Its efficiency
will be evaluated with the extraction recovery. The influence of these parameters will be discussed in this review, and
the different extraction processes (single, multiple, back-extraction and ion-pair formation) will be described with their
respective advantages and drawbacks. The control of all these variables should allow the operator to optimize LLE
during development of analytical methods in pharmacology/toxicology.
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perse du X¢ siecle, était connue des alchimistes du Moyen Age

Les méthodes d’extraction ont été adoptées des la pré-
histoire par les hommes qui avaient recours a la filtration de
I’eau. Les Egyptiens connaissaient ’enfleurage a froid ou a
chaud permettant d’extraire le parfum des fleurs. La distillation
seche ou humide, inventée par Avicenne, médecin philosophe

* Correspondance : Emuri Abe, emuri.abe @rpc.aphp.fr

afin d’obtenir I’essence de chaque substance. Mais ce n’est
qu’a la fin du XIX® siecle, avec la synthese des solvants orga-
niques, qu’apparait I’extraction liquide-liquide (ELL) qui per-
met d’isoler de nombreuses especes chimiques tels les corps
gras ou les alcaloides. Ce sont les industries nucléaires et phar-
maceutiques dans les années 1940-1950 qui les premieres ont
développé massivement ces techniques de purification. A la
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méme période, la biologie expérimentait 1’isolement d’hor-
mones, de corps gras ou d’antibiotiques. Dans les années
1950-1960, ce sera au tour des industries pétrochimiques et
pétrolieres d’employer d’énormes décanteurs pour extraire les
molécules d’intérét. Aujourd’hui 'ELL reste tres utilisée en
pharmacologie et en toxicologie pour le prétraitement des
échantillons car relativement simple a mettre en ceuvre. Nous
allons aborder les principes, les solvants ainsi que les fac-
teurs influengant ’ELL. Puis nous verrons les différents types
d’ELL ainsi que leurs avantages et les inconvénients.

2 Principe et généralités

L’ELL est fondée sur la distribution inégale d’un soluté
entre deux solvants en fonction de sa solubilité dans chacun
d’entre eux.

2.1 Notion de coefficient de partage et taux
de distribution

Le schéma classique de la séparation est 1’extraction par
un solvant B d’un soluté S dissous dans une solution A. L’in-
dice A est par convention attribué a la phase aqueuse et I’in-
dice B a la phase organique. Soit une solution A contenant un
soluté S a extraire. Lorsque 1’on ajoute a cette solution A un
solvant B non miscible, le soluté S se répartit dans les deux
phases (A et B) dans des proportions bien définies dépendant
de son coefficient de partage thermodynamique Kp. Le Kp
est le rapport des fractions molaires N et Ny du soluté dans
les deux phases a I’équilibre dans des conditions données de
température, de pression et de pH. Il s’exprime par 1’équation
suivante :

Kp = Np/Nj.

Kp varie selon les solutés a répartir et selon le couple de sol-
vants. La valeur des fractions molaires n’étant pas facilement
accessible, on utilise plus classiquement le coefficient de par-
tage A ou K qui est le rapport des concentrations de la sub-
stance S dans les deux phases a 1’équilibre :

A = Cg/Ca.

Le coeflicient de partage le plus utilisé est le coefficient de par-
tage octanol/eau noté P ou exprimé sous la forme logP. L’ oc-
tanol est un solvant organique trés hydrophobe. La valeur de
P, d’apres la définition, reflete alors le caractere lipophile de
la molécule. Plus cette valeur est grande, plus la substance S
a extraire est soluble dans 1’octanol et donc lipophile. Dans le
tableau I figurent les valeurs de logP de quelques molécules.

Lorsque S se trouve sous plusieurs formes (moléculaire
ou ionisée) dans une et/ou 1’autre des phases, il faudra tenir
compte de la somme des concentrations de chaque forme et il
convient de parler de la constante de distribution D définie par
I’équation suivante :

D =2Cp/ZCx.

Les valeurs des coeflicients de partage sont difficiles a trouver
car il apparait délicat de recenser pour une substance donnée
le coefficient de partage entre deux solvants vu la multitude de
possibilités.
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Tableau I. Coefficient de partage octanol/eau de quelques molécules.

Molécule LogP
Paracétamol 0,5
3 Hydroxy-bromazépam | 1,1
Bromazépam 1,7
Propofol 3,8
Imipramine 4,8
Ritonavir 6,0
Cholesterol 8,3

2.2 Rendement d’extraction

Lorsque 1’on procéde a une extraction, un des buts a at-
teindre est de récupérer la plus grande quantité possible de sub-
stance S a I’aide d’un volume donné de solvant extractif. Pour
étudier le rendement d’extraction, il faut connaitre la quantité
extraite par le solvant B (Qp) a partir de la quantité initiale
présent dans le solvant A (Qap). Le rendement d’extraction p
s’exprime de la maniere suivante :

p = Qp/Qap dans le cas d’une extraction simple

oup = Z Qgp/Qao dans le cas d’une extraction multiple.

Plus Qp sera proche de Qag, meilleur sera le rendement d’ex-
traction. Le rendement d’extraction dépend du solvant et du
soluté et par conséquent de la constante de distribution, du
volume de solvant d’extraction et du nombre d’opérations
effectuées.

En effet, lorsque 1’on exprime le rendement d’extraction de
la maniére suivante,

Cg X Vg
= =———"— etD=Cg/C
p = Qs/Qao CaVa X 1 Cave © B/Ca
et Qg = Qa0 — Qa.
On peut alors écrire :
1
p=l-—
[1 +DX—/‘1]H

avec Va = volume de solution aqueuse (2 extraire)
Vg = volume de solvant organique
Cs

Ca = concentration de 1’analyte dans la phase aqueuse

concentration de I’analyte dans la phase

D = constante de distribution

n = nombre d’opérations (a Vg constant).

Il est alors possible de démontrer que plus le volume de solvant
d’extraction Vg est grand par rapport au volume de solution
aqueuse a extraire V, meilleur est le rendement d’extraction.

Exemple :
1
iD=10et Vg/Va =1al =] - —— =0,909;
- et Ve/Va = Lalorsp T+10x 1/1
1
iD=10etVg/V, =5al =1-—— =0,98.
si et Vg/Va alors p [+ 10x5/1 9
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Tableau II. Tableau de miscibilité des solvants.

acétone
acétonitrile
benzéne
alcool de butyle
tétrachlorure de carbone
chloroforme
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; non miscible

[ | cyclohexane
dichloroéthane
dichlorométhane
|| diméthylformamide (DMF)
[ | diméthylsulfoxide (DMSO)
dioxane
éthanol
acetate d'ethyle
|| ether d'éthyle
L] L] heptane
L] L] hexane
- -- isooctane
isopropanol
1 B ool
méthyl-tbutyl ether
méthyl éthyl cétone
[ (I pentane
tetrahydrofurane
toluéne
--------- ] I - |
xyléne

En pratique courante le volume de solvant organique Vg a uti-
liser doit étre 4 a 5 fois supérieur a celui de la phase aqueuse
VA a extraire.

De maniere similaire on démontre que pour un méme vo-
lume de solvant organique Vg, le rendement d’extraction est
meilleur lorsqu’une extraction multiple est réalisée par rapport
a une extraction simple.

Exemple :

siD=10etVg/Va=1letn=1

;:0,909;
[1+10x1/1]
siD=10etVg/Va=1letn=2

1
—— =0,91.
[1+10x 1/1]

alorsp=1-

alorsp =1 -

3 Les solvants

Le solvant est le milieu dans lequel s’effectue la réaction,
mais il n’intervient pas dans celle-ci. Le solvant a la capacité
de dissoudre d’autres substances sans les modifier chimique-
ment et sans se modifier lui-mé&me. Chaque solvant a des carac-
téristiques différentes qui sont les conséquences de sa structure
moléculaire. Un solvant se caractérise par :

— sa miscibilité a I’eau ;

— sa constante d’acidité (pKa, ou I’aptitude a créer des liai-
sons hydrogene) ;

— sa constante diélectrique (le caractere dissociant du sol-
vant) ;

— son moment dipolaire ou son caractere polaire ;

— sa densité et sa volatilité ;

— sa toxicité.

3.1 Miscibilité a I'eau

Un solvant est dit non miscible a I’eau lorsque, quand il est
ajouté a celui-ci, il se crée deux phases distinctes. Le tableau IT
résume la miscibilité des solvants classiquement utilisés. En
pharmacologie ou en toxicologie et plus généralement en bio-
logie, les molécules d’intérét sont dissoutes dans les matrices
biologiques qui sont majoritairement constituées d’eau. Lors
d’une ELL, ces substances sont extraites par des solvants or-
ganiques nécessairement non miscibles a I’eau (ex : hexane,
dichlorométhane).

3.2 La constante d’acidité

La constante d’acidité est I’aptitude du solvant a créer des
liaisons hydrogene. Un solvant est dit protique lorsque celui-ci
est capable d’engendrer une liaison hydrogene avec les molé-
cules qui I’entourent. Les solvants protoniques ou protogenes
sont des solvants qui possedent dans leur structure molécu-
laire un ou plusieurs atomes d’hydrogene (H) susceptibles de
former des liaisons hydrogenes (exemples : eau, méthanol ou
éthanol). On parle aussi de solvant « donneur de H ». En re-
vanche, un solvant est dit protophile lorsqu’il accepte un hy-
drogene par une liaison H. Les sites accepteurs sont les atomes
électronégatifs comme 1’azote (N) ou I’oxygene (O). Ce sont
des especes « accepteurs de H » (exemple : acétate d’éthyle,
acétone). Un solvant peut étre a la fois protogene et protophile,
on dit alors qu’il est amphiprotonique. Il est a la fois « donneur
de H » par la présence d’un H mobile et « accepteur de H »
par la présence d’un hétéroatome (exemple : eau ou alcool).
Un solvant est aprotique quand il n’est ni protogéne ni pro-
tophile (exemple : benzene, heptane, acétonitrile), caractéris-
tique que partagent de nombreux solvants utilisés dans I’ELL.
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En revanche, il sera préférable d’éviter des solvants donneurs
de H, pour éviter les interactions solutés/solvants.

3.3 La constante diélectrique

La constante diélectrique ¢, se définit comme le rapport
entre la permittivité € du solvant et la permittivité du vide &g.
La permittivité ¢ est le rapport du déplacement électrique E
(ou induction électrique) sur I’intensité du champ électrique D
exprimée en Farad/m. Cette constante est une quantité sans
dimension. Il s’agit de la dissociabilit¢ du solvant. Plus la
constante diélectrique est élevée, plus le solvant favorise la sé-
paration des atomes, voire empéche les molécules de réagir.
Un solvant possede un fort pouvoir dissociant lorsque & > 40.
L’eau est le solvant le plus dissociant avec ¢ = 80,3. Un solvant
est non dissociant lorsque € < 20 (par exemple le chloroforme
avec € = 4,8). En extraction liquide-liquide, les solvants orga-
niques sont des solvants tres peu dissociants.

3.4 Le moment dipolaire

Le moment dipolaire se définit comme la répartition des
charges dans une molécule. Il se calcule par I’équation : p =
q X r, ou q est la différence de charge exprimée en coulomb (C)
etr la distance entre les deux atomes (en m). Une molécule pré-
sente un moment dipolaire lorsqu’il existe un barycentre des
charges positives (P) distinct du barycentre des charges néga-
tives (N). Il lui donne un caractere ionisant ou polaire. Un sol-
vant sera d’autant plus polaire que son moment dipolaire sera
élevé. Un solvant polaire (uw > 1,3 comme I’eau, le méthanol
ou I’acétone) solubilisera des substances polaires alors qu’un
solvant apolaire dissoudra des molécules apolaires (u < 0,5
comme le benzene ou le tétrachlorure de carbone). Un solvant
apolaire est un solvant inerte qui ne réagit pas avec I’analyte.
En pratique, plus le solvant est apolaire, plus il est sélectif. 1
conviendra de choisir le solvant le plus apolaire possible dans
lequel I’analyte est encore soluble.

3.5 Densité et volatilité

La densité d’un corps (d) est le rapport de sa masse volu-
mique sur la masse volumique de 1’eau. Lorsque I’on procede
a une ELL, il est nécessaire de connaitre ce parametre pour
localiser la phase organique par rapport a la phase aqueuse.
Un solvant organique d’une densité inférieure a 1 se situera
au-dessus de la phase aqueuse (diéthylether d = 0,7), alors
qu’un solvant d’une densité supérieure a 1 sera en dessous de
la phase aqueuse (dichlorométhane d = 1,33).

Par ailleurs, pour ’ELL, un solvant doit étre volatile, pour
qu’il puisse s’évaporer facilement.

3.6 Toxicité
Tous les solvants organiques sont des substances chi-

miques classées dans les inventaires internationaux ou euro-
péens. La numérotation la plus répandue est celle du Chemical
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Abstract Service (n° CAS) [1]. Tout solvant possede des ca-
ractéristiques propres de danger qui sont la toxicité, I’inflam-
mabilité et I’écotoxicité, le risque d’incendie ou d’explosion et
la réactivité. .. Le risque est généré par 1’utilisation directe du
solvant ou par une exposition passive [2]. Il est donc important
de protéger le personnel par le port de gants et de lunettes de
protection et de manipuler des produits sous une hotte. Les dé-
chets seront acheminés par circuit particulier. Tous les solvants
organiques ont été reconnus comme susceptibles de provoquer
des maladies professionnelles et apparaissent au tableau 84 des
maladies professionnelles du régime général [3]. Par consé-
quent il est utile de prendre connaissance des dangers liés a
ces produits par la lecture des étiquettes du flaconnage ainsi
que de la fiche de sécurité qui I’accompagne, fournie par le dis-
tributeur. Ces fiches sont aussi consultables aupres des interlo-
cuteurs privilégiés comme le médecin du travail, les membres
du comité d’hygiéne, de sécurité et des conditions du travail
(CHSCT) ou les responsables sécurité.

3.7 Classification des solvants

Il n’existe pas de classement officiel des solvants. Ceux-ci
peuvent étre classés selon leurs similitudes de groupement
chimiques [2] : hydrocarbures aromatiques, alcools, esters,
cétones, éthers... Mais la classification selon les proprié-
tés chimiques vues précédemment semble plus intéressante
concernant ’ELL.

Solvants protiques et polaires

Ces solvants peuvent former des liaisons H, possédent un
fort moment dipolaire (u élevé) et un fort pouvoir ionisant. Ils
sont souvent miscibles a 1’eau. Citons comme exemple I’acide
formique ou les autres acides carboxyliques. Ce sont des sol-
vants utilisés lors de back-extraction (voir section 5.2).

Solvants aprotiques et dipolaires

Ce sont des solvants miscibles a I’eau le plus souvent,
qui ne donnent et n’acceptent pas de liaisons H, et qui ont
un fort pouvoir ionisant et un caractere dissociant. Ce sont
par exemple 1’acétonitrile, I’acétone ou le diméthylsulfoxide
(DMSO).

Solvants aprotiques et apolaires

Ces derniers ne forment pas de liaison H, présentent un
moment dipolaire trés faible et sont souvent non miscibles
dans I’eau : hexane, benzene, toluéne ou tétrachlorure de car-
bone.

Solvants aprotiques et peu polaires

Ce sont des solvants intermédiaires. Ils possedent un mo-
ment dipolaire faible et ne peuvent pas former de liaisons H.
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On retrouve dans cette famille 1’éther, le thioéther ou le tétra-
hydrofurane.

Ces deux dernieres familles de solvants seront préférentiel-
lement utilisées en ELL.

D’autres classifications sont disponibles, comme celle de
Rohrschneider et Snyder [4] qui proposent une classification
selon la polarité et la selectivité, ou celle de Hildebrand selon
les solubilités.

4 Les facteurs influencant I’extraction

Beaucoup de facteurs indépendants de la nature du solvant
sont susceptibles d’influencer I’extraction du soluté. Parmi ces
facteurs, citons la matrice et les propriétés physicochimiques
de la molécule.

4.1 La matrice

Les matrices et en particulier les matrices biologiques sont
des milieux tres variés et trés complexes (sang, urines, liquide
gastrique, visceres, cheveux .. .). Plus la matrice est complexe,
plus il y aura de molécules interférentes. Elles sont d’origine
endogene ou exogene, organique ou minérale (protéines, li-
pides, phospholipides, acides biliaires, ions ou autres médica-
ments). Le plasma est constitué a 90 % d’eau et contient des
électrolytes, des protéines (75 g/L) dont I’albumine, des globu-
lines ainsi que des lipides. Les molécules d’intérét en toxicolo-
gie ne représentent alors qu’une infime partie de cette matrice.
Une extraction idéale serait réalisée grace a un solvant orga-
nique qui permettrait de n’extraire que le soluté et de laisser
dans la matrice toutes les autres substances. Un tel solvant or-
ganique n’existe pas. En pratique le solvant devra étre le plus
sélectif possible vis-a-vis du soluté.

4.2 Le soluté

Le soluté est la substance ou la molécule a extraire. Il
posseéde des caracteres physicochimiques qui lui sont propres.
Sa structure chimique influence naturellement le coefficient
de partage. Celui-ci augmente avec la longueur de la chaine
carbonée et le nombre de carbones identiques, une molécule
ramifiée ayant un coefficient de partage inférieur a la méme
molécule linéaire. La présence d’un hétéro-atome d’oxygene
ou d’azote diminue le coefficient de partage car il apporte un
groupement hydrophile (groupement hydroxyle, carbonyle ou
amine). Au contraire, la présence d’un atome d’halogeéne favo-
rise le passage dans la phase organique.

4.3 Influence du pH

Une regle fondamentale dans le processus d’extraction est
que seules les molécules de charge globalement neutre sont ex-
tractibles par les solvants organiques. C’est pourquoi les ions
tels les électrolytes (Na* ou CI7) ne sont pas extraits par les
solvants hydrophobes. Il est donc nécessaire de supprimer le
caractere ionique avant de procéder a I’extraction. Les anions
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d’acides carboxyliques (A7) ne sont pas extractibles a partir
d’une solution aqueuse. En diminuant le pH, on favorise I’ap-
parition de la molécule sous sa forme moléculaire (AH). On
parle de recul d’ionisation. Il en est de méme pour les cations
(BH"). En augmentant le pH, il y a perte du proton 1ié a I’azote
qui se transforme en molécule extractible (B). C’est le cas par
exemple des alcaloides, des amphétamines, des benzodiazé-
pines ou des opiacés qui sont des substances extractibles en
milieux alcalin [5-7]. Il est important de connaitre la constante
d’acidité (pKa) de I’analyte. Il convient de se situer dans une
zone de pH a (pKa - 2) pour les molécules acides et a (pKa +
2) pour les molécules basiques. Dans ces conditions de pH, la
forme moléculaire est majoritaire et représente 99 % de 1’ana-
lyte. Dans le cas d’ampholytes, le pH optimal de travail se si-
tuera au pH isoélectrique. S’il n’est pas possible de rendre la
molécule neutre, une des solutions est de travailler par forma-
tion de paires d’ions.

5 Les principales méthodes
d’extraction liquide-liquide

Il existe a ce jour dans la littérature plus de 23000 ar-
ticles référencés Pubmed décrivant des techniques d’extraction
liquide-liquide. Ces méthodes permettent I’extraction de com-
posés ayant des températures d’ébullition voisines, I’extraction
azéotrope (mélange binaire de liquides, homogenes et de com-
position fixe, qui bout a une température constante), ou la sé-
paration de molécules thermosensibles. En biologie, elles per-
mettent la concentration et la purification de trés nombreuses
molécules comme les médicaments, pesticides, stéroides, li-
pides, vitamines, métaux... Ces techniques permettent la ré-
cupération simultanée de plusieurs molécules.

5.1 Lextraction simple

L’extraction simple consiste a extraire en une seule étape
le maximum de soluté initialement présent dans la solution A
par le solvant B. Le solvant B sera choisi en fonction de son
pouvoir dissolvant vis-a-vis de S, c’est-a-dire un coefficient
de partage favorable & B. En pratique, le solvant A et le sol-
vant B sont mis en contact dans un tube fermé de manicre
étanche, puis une agitation énergique est pratiquée pendant un
temps nécessaire a 1’établissement d’un équilibre de concen-
tration entre les deux phases. L’agitation peut étre manuelle ou
aidée d’un vortex ou mécanique (portoir rotatif). Cependant
I’agitation ne doit pas étre trop brutale et doit étre réalisée de
maniere a éviter les émulsions qui sont ensuite difficiles voire
impossibles a casser. La formation d’émulsions est un phéno-
mene fréquent lors d’extraction de matrice biologique, rendant
la méthode d’extraction non reproductible. Toutefois les tem-
pératures de congélation des solvants d’extraction étant plus
basse que celles des matrices biologiques, 1’extrait peut étre
congelé afin de faciliter la récupération de la phase organique.
La séparation des deux phases s’effectue par une décantation;
le processus est accéléré par la centrifugation du mélange.
L’extrait est récupéré puis concentré par évaporation partielle
ou complete, avant d’€tre repris puis injecté dans le systeme
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Extraction
simple

| Phase organique I Phase aqueuse |

Phase organique

«Back-extraction»

\ Phase
Concentration aqueuse Concentration
: :

Injection Injection Injection

Fig. 1. Les différents types d’extraction.

Phase

Ré-extraction organiqu e

Phase organique

chromatographique. Le procédé d’extraction est résumé sur la
figure 1. En pharmacologie et en particulier en pharmacoci-
nétique seront privilégiées les techniques d’extractions spéci-
fiques d’une molécule (et éventuellement de son métabolite)
comme par exemple le paracétamol [8], le darunavir [9] ou
I’apomorphine [10]; en toxicologie la recherche et le dosage
d’un composé spécifique comme par exemple 1’identification
de I’embutramide [11] ou de la colchicine [12]. Cependant
ces techniques ne sont pas strictement spécifiques d’une molé-
cule car le solvant employé peut extraire de la matrice toutes
les molécules ayant des propriétés physico-chimiques proches.
Cette caractéristique peut &tre mise a profit afin d’extraire, en
une seule étape, un groupe de molécules de la méme famille
chimique comme les benzodiazépines [13], les lipides [14] ou
les pesticides [15]. Il est possible d’aller encore plus loin dans
la gamme des solutés a extraire en procédant a une extraction
par des mélanges de solvants de propriétés différentes. C’est le
cas notamment des méthodes d’extraction de screening toxi-
cologique non ciblé. La combinaison de deux, trois, voire
quatre solvants permet d’extraire un large panel de solutés.
Les mélanges fréquemment utilisés sont les combinaisons sui-
vantes : chloroforme/heptane/propanol-2 [16], toluéne/acétate
d’éthyle [16], ou hexane/diéthylether [17]. Les différentes mé-
thodes d’extraction citées sont résumées dans le tableau III.

5.2 Extraction multiple

Les extractions multiples sont employées dans deux cas.

— Le rendement d’extraction simple n’est pas satisfaisant,
ce qui signifie que le coeflicient de partage n’est pas suffisam-
ment grand pour pouvoir extraire en une seule fois la quasi
totalité du soluté. Dans cette situation, il peut étre nécessaire
de réitérer I’ opération d’extraction afin d’obtenir un rendement
d’extraction satisfaisant. On parle alors d’extraction par épui-
sement. Le schéma d’extraction est résumé sur la figure 1.
Les différents extraits obtenus sont par la suite mélangés puis
concentrés pour isoler le soluté. C’est le cas notamment de
la technique d’extraction de stéroides urinaires décrites par
Menini et al. [18]. Il est mathématiquement démontrable que le
rendement d’extraction d’une extraction multiple est meilleur
que celui d’une extraction simple (cf. paragraphe section 2-2).
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L’inconvénient majeur de la méthode d’extraction par épuise-
ment est I'utilisation de gros volume de solvant, ainsi qu’une
augmentation du temps de traitement de 1’échantillon.

— L’extrait n’est pas suffisamment purifié, la réextraction
de ce premier est nécessaire afin d’en éliminer les substances
interférentes. Le soluté est en général resolubilisé dans une
phase aqueuse. Cette procédure est appelée communément
back-extraction (figure 1). La phase ainsi récupérée peut étre
directement injectée dans le systeme chromatographique. Par
exemple, les antidépresseurs sérotoninergiques peuvent étre
extraits par une mélange hexane/alcool isoamylique, puis ré-
extraits a nouveau dans un milieu aqueux acide afin de les pu-
rifier selon la technique de Duverneuil et al. [19].

D’autres étapes d’extraction ou de purification peuvent se
rajouter au mode opératoire, ¢’est ainsi qu’une triple extraction
est réalisée pour le dosage des opiacés par Gaillard [5] et une
extraction suivie de deux étapes de purification peuvent étre
utiles pour le dosage des amphétamines [7]. Cependant, il faut
garder en mémoire que 1’ajout d’étapes purifie certes 1’échan-
tillon, mais augmente le temps de prétraitement de 1’échan-
tillon et le risque de perte du soluté. Il faut donc faire un choix
entre 1’élimination d’interférence et la perte de soluté dans
I’extrait final.

5.3 Extraction par paire d’ions

Le principe de I’extraction par paire d’ions repose sur 1’éli-
mination ou le camouflage de la charge d’un ion par une molé-
cule de charge opposée appelée contre-ion, puisque seules les
molécules de charge neutre sont extractibles par les solvants
organiques. Ce procédé concerne les molécules pour lesquelles
le recul d’ionisation n’est pas suffisant. C’est le cas notamment
de la succinylcholine [20], qui est un ammonium quaternaire,
des bases fortes ou des esters monosulfuriques. Le contre ion
doit étre suffisamment volumineux et hydrophobe et un carac-
tere peu dissociant pour favoriser le passage du complexe vers
la phase organique. Des paires d’ions peuvent étre formées par
des composés tensioactifs anioniques comme le dioctylsulfo-
succinate de sodium (DOSS) ou des ammoniums quaternaires
a longues chaines.

5.4 Extraction liquide-liquide sur support solide

Les extractions en milieu liquide-liquide « classique »,
comme nous I’avons vu précédemment, sont des techniques
qui requierent I’intervention d’un technicien qualifié¢ a toutes
les étapes de la manipulation. De plus ces méthodes sont ryth-
mées par des étapes de durée incompressible comme le temps
de contact entre la matrice et le solvant organique (agitation
en moyenne de 15 minutes) ou le temps de décantation (ac-
céléré par la centrifugation en moyenne de 5 minutes). Afin
de pallier a ces difficultés et a ces temps morts, les industriels
ont développé 1’extraction liquide-liquide sur un support so-
lide qui est constitué de terre de diatomées. Les diatomées sont
des algues unicellulaires entourées d’une coque siliceuse. La
terre de diatomées est conditionnée dans des cartouches pour
de type solid phase extraction (SPE). Les procédures d’extrac-
tion sont simples, puisque la premiere étape consiste a déposer
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Tableau III. Résumé des différentes méthodes d’extraction.

E. Abe et coll.

Molécules Volume de pH Solvants Volume Référence
extraites I’échantillon d’extraction d’extraction du solvant
d’extraction
Extraction simple
Paracétamol 0,5 mL de sérum - Diethyl ether 5 mL 8
Apomorphine 0,5 mL de sérum - Diethyl ether 2mL 10
Embutramide 0,1mL de sang pH = alcalin Dichlorométhane 1 mL 11
Colchicine 1 mL de sérum pH=284 Dichlorométhane 2 mL 12
Benzodiazépines 1 mL de sang - Hexane/acétate d’éthyle 13
(7/3, v/v)
Lipides 100 g de tissus neutre Chloroforme/méthanol 300 mL 14
(172, v/v)
Pesticides apolaires 2 g de tabac pH = acide Pentane 8 mL 15
Pesticides polaires 2 g de tabac pH = acide Dichlorométhane 8 mL 15
et moyennement polaires
Screening toxicologique 0,5-1mL de sang pH=9,5 Chloroforme/propanol 2/heptane 16
molécules basiques (60/14/ 26, v/v/v)
Screening toxicologique 1 mL de sang PH = acide Acétate d’éthyle/Toluene 16
molécules acides /1, vfv)
Screening toxicologique 2 mL de serum pH = alcalin hexane/ether 10 mL 17
molécules basiques ou plasma
Extraction multiple
Stéroides 20 mL - chloroforme 30 mL 18
Opiacés/cocaine 1 mL de sang pH =84 Chloroforme/isopropanol/heptane 10 mL
ou d’urines (50/17/33, v/v/v) puis back-extraction 5 mL 5
par du HC1 0,2 N puis réextraction 5 mL
au chloroforme en milieu alcalin
enfin dérivation au BSFTA
Antidépresseurs inhibiteurs 1 mL de sang ou pH = alcalin Hexane/alcool isoamylique 7 mL

de la recapture se la sérotonine de matrice biologique

(98/2, v/v) 19

puis back-extraction par HC1 200 uL
Extraction liquide-liquide sur support solide
Clopidogrel 250 pL de plasma pH=4 Dichlororméthane 4 mL 23
Insecticides 5 g de lait - Dichlorométhane SmL X3 21
ATD inhibiteur 2 mL de sang pH =90 Dichlorométhane/isopropanol 10 mL 27

de la capture
de la sérotonine

(85/15, v/v)

directement la matrice sur la cartouche. A ce moment la phase
aqueuse de la matrice est adsorbée sur la terre de diatomée.
Cette étape ne dure que quelques minutes. Le solvant d’extrac-
tion, dont la nature et le volume sont judicieusement choisis,
est ensuite directement déposé sur la cartouche. I1 se crée alors
un équilibre entre la phase aqueuse adsorbée sur la terre de di-
atomées et la phase organique. Le soluté migrera vers la phase
organique si son coefficient de partage lui est favorable. Enfin
le solvant est récupéré par gravité dans sa totalité, en évitant
toute formation d’émulsion a la sortie de la cartouche. Des co-
lonnes de ce type sont commercialisées sous le nom de Chem
Elut®, Tox Elut® (Varian®), Clean Elutr (Merck®) ou Extre-
lut NT (Interchim®). Les volumes d’échantillon analysés par
de telles cartouches varient de 0,3 mL a 300 mL et les quan-
tités de solvants d’extraction utilisées restent inchangées par
rapport a une extraction liquide-liquide classique (respect du
ratio Vg/V de 4 a 5). Ces techniques sont automatisables.

Les applications des ces terres de diatomées sont

identiques a celles retrouvées par des méthodes classiques.
Ces techniques sont employées dans les domaines de

I’environnement pour la recherche de pesticides [15,21,22], de
I’agroalimentaire [21], de la pharmacocinétique avec le dosage
de médicaments comme le clopidogrel et son métabolite [23],
de la médecine du travail [24] ou en toxicologie par le scree-
ning de benzodiazépines [25] ou encore la recherche d’antidé-
presseurs [26,27]. La comparaison des rendements d’extrac-
tion de benzodiazépines par cette technique (60 a 90 %) ne
montre pas d’infériorité par rapport a la technique classique
(80 290 %) [25].

6 Avantages et inconvénients de I’extraction
liquide-liquide

6.1 Avantages
L’ELL présente de nombreux avantages parmi lesquels :
— Le colt : ce sont des techniques qui ne demandent pas

d’investissement de gros matériel ou de réactifs. Le matériel
nécessaire a la mise en ceuvre de ces techniques est du matériel
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de base de laboratoire comme de la verrerie, des pipettes, une
centrifugeuse et une hotte a solvants.

— La concentration des échantillons : 1’utilisation de sol-
vants organiques volatiles permet la concentration du soluté
par évaporation du solvant. Si I’on part d’une prise d’essai
de 1 mL, et que si I’extrait est repris par un volume final de
100 uL, le soluté est alors concentré d’un facteur 10.

— La purification : I’utilisation d’un solvant organique judi-
cieusement choisi permet de solubiliser la substance d’intérét
et de laisser dans la matrice les molécules interférentes, per-
mettant par exemple de limiter les effets de matrice (extinction
ou facilitation d’ionisation) en chromatographie liquide, cou-
plé, & un spectrometre de masse en tandem en mode electros-
pray.

— La possibilité de travailler sur des matrices trés variées
(sang total laqué post mortem, visceres ou cheveux) qui ne sont
pas toujours compatibles avec 1’extraction en phase solide.

— La possibilité d’extraire une gamme tres étendue de mo-
lécules qui couvre une multitude d’applications allant au-dela
des nos laboratoires (industrie pharmaceutique, nucléaire, pé-
trochimique ... ).

6.2 Inconvénients et solutions

— La consommation de volumes importants de solvants,
surtout lorsqu’il s’agit d’extractions multiples : cet inconvé-
nient peut &tre minimisé par la diminution de la prise d’essai
qui épargne le solvant et est rendue possible par des outils de
détection plus performants disponibles dans nos laboratoires.

— La toxicité des solvants : les solvants sont des produits
toxiques dont il faut se protéger par le port de gant adaptés
(nitrile), de lunettes, et qui nécessitent des manipulations sous
une hotte.

— Difficultés d’extraire les molécules trés polaires de
part les caractéristiques chimiques des solvants organiques
(apolaire et aprotiques). Pour quantifier de telles molécules,
d’autres méthodes de traitements d’échantillons devront étre
appliquées comme la précipitation ou la SPE.

— Ce sont des techniques manuelles, consommatrices de
temps et de personnel car peu automatisables. Ces modes opé-
ratoires demandent une certaine technicité qui ne s’acquiere
qu’au bout de quelques mois. L’automatisation est possible
néanmoins par ’emploi de cartouche d’extraction liquide-
liquide sur support solide et quelques robots (ALLEX, Mettler
Toledo [28]) capables d’effectuer ces manceuvres apparaissent
sur le marché. Ces derniers demandant cependant un investis-
sement supplémentaire en matériel.

7 Conclusion

La mise en ceuvre des techniques d’extraction liquide-
liquide nécessite des connaissances en chimie analytique. Le
choix du solvant par rapport a un soluté donné obéit a certains
criteres et nécessite une bonne connaissance de parametres
chimiques tels que : 1’état physique du solvant (le solvant doit
étre liquide a la température et a la pression de travail), la non
miscibilité a I’eau du solvant, la meilleure solubilité du soluté
dans le solvant extractant que dans le solvant initial (polarité,
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proticité et permittivité), la densité (d) et la volatilité du sol-
vant.

Un grand nombre d’analytes sont extractibles pas ces tech-
niques exception faite des molécules trés polaires. Le choix du
type d’extraction dépend des applications, extraction simple
lorsque 1’on se veut peu sélectif (screening), et extraction et
purification lorsque 1’on cherche de la spécificité.

Conflit d’intérét. Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflit
d’intérét.
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