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RÉSUMÉ 
Lors de la quantification des médicaments (et de leurs meta­
bolites éventuels) dans tes milieux biologiques, deux étapes 
sont importantes : i) le recueil et la consewation de Véchan­
tillon qui doivent garantir la stabilité des analytes et ii) le 
prétraitement de celui-ci Cette dernière étape est particuliè­
rement cruciale lors d'expertises médico-légales. Les diffi­
cultés rencontrées sont liées à la complexité du milieu biolo­
gique mais aussi aux faibles concentrations du ou des ana­
lytes à quantifier. Après un bref rappel des méthodes d'ana­
lyse les plus couramment utilisées pour quantifier les médi­
caments et des problèmes liés au recueil des échantillons 
biologiques, nous présenterons les différentes méthodes de 
pré-traitement en vue d'une analyse par chromatographic 
liquide haute performance ou par chromatographic en phase 
gazeuse. Les avantages et les inconvénients de ces méthodes 
et leur possibilité d'automatisation seront discutés. 
MOTS-CLÉS 
Matrice biologique, pré-traitement, déprotéinisation, extra­
ction liquide-liquide, extraction solide-liquide. 

(Reçu le 18 décembre 2003 ; accepté le 15 janvier 2004) 

SUMMARY 
During the analysis of drugs and metabolites in biological 
matrices, two important steps must be considered, i) the sta­
bility of the compounds during sample collection and stora­
ge and ii) sample pretreatment. This later is a particularly 
crucial problem in the case of forensic analysis. The diffi­
culties encountered are related to the complexity of the bio­
logical matrix and to the fact that the analyte(s) are fre­
quently present in extremely low concentrations. Following a 
brief summary of the various methods routinely used in drug 
analysis and the problems encountered during sample col­
lection and storage, different techniques employed in the pre­
paration of biological samples prior to separation by liquid 
or gas chromatography will be presented. The advantages 
and disadvantages of the techniques described will be dis­
cussed in addition to the various possibilities for automa­
tion. 
KEY-WORDS 
Biological matrix, P re-treatment, Deprotenisation, Liquid-
Liquid extraction, Solid-phase extraction. 
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Introduction 
Au cours des études de pharmacocinétique, de métabo­
lisme et en toxicologie clinique, il est nécessaire de 
quantifier les médicaments et leurs metabolites éven­
tuels dans des milieux biologiques complexes comme, 
par exemple, le sang total, le plasma, le sérum, les 
urines, la bile, les fèces, les tissus, etc (1,2). Ces 
matrices contiennent une multitude de substances 
endogènes (protéines dans le plasma ou acides gras 
dans les urines) en quantités bien supérieures à celles 
des composés et de leurs metabolites à quantifier. 
Nombreux sont les composés endogènes présentant des 
groupements fonctionnels réactifs (comme les fonc­
tions carboxyliques des acides aminés ou des acides 
gras) pouvant participer aux réactions de dérivation et 
interférer avec l 'analyse chromatographique des com­
posés d'intérêt. Le pré-traitement des échantillons est 
donc une étape fondamentale pour ce type d'analyse. Il 
devient particulièrement crucial lorsqu'il s'agit de 
rechercher des médicaments dans des milieux biolo­
giques issus de cadavre au cours d'expertises médico-
légales (3). Il a été rapporté que les concentrations 
d'acides palmitique, linoléique et stéarique, de diocyl 
phtalate, de squalène et de cholestérol augmentent au 
fur et à mesure de la putréfaction (4). 

Après un bref rappel des méthodes d'analyse les plus 
couramment utilisées pour quantifier les médicaments 
et des problèmes liés au recueil des échantillons (il est 
important en effet de préciser dans quelles conditions 
ces derniers doivent être recueillis), nous présenterons 
les techniques de pré-traitement avec leurs avantages, 
leurs inconvénients et les possibilités d'automatisation. 
Afin d'illustrer les différents chapitres de ce manuscrit, 
des articles publiés dans le domaine de la pharmacoci-
nétique et de la toxicologie seront donnés en exemple. 

Méthodes d'analyse 
Les méthodes les plus couramment utilisées sont la 
chromatographic en phase gazeuse (CG) avec détection 
par ionisation de flamme, thermoïonique, capture 
d'électron ou spectrométrie de masse (SM) et la chro­
matographic liquide haute performance (CLHP) avec 
détection dans l'ultraviolet (UV), en fluorescence ou 
par électrochimie. Mais en raison du caractère non 
volatil de la plupart des médicaments, l 'analyse par CG 
nécessite une dérîvatisation préalable du composé. Par 
contre, la CLHP est particulièrement bien adaptée à 
l 'analyse des substances non volatiles et à leurs meta­
bolites plus polaires. 

En CLHP, l'élimination des composants endogènes dus 
à la matrice est particulièrement importante car ces der­

niers provoquent une détérioration rapide des perfor­
mances de la colonne analytique (baisse du nombre de 
plateaux théoriques, perte de sélectivité, élargissement 
des pics) et du détecteur (saturation, augmentation du 
bruit de fond). En effet, ces composés peuvent s'adsor­
ber irréversiblement sur la phase statïonnaire comme 
les lipides (perte de sélectivité) ou précipiter dans la 
colonne comme les protéines (augmentation de la pres­
sion en tête de colonne). L'utilisation de pré-colonnes 
placées juste avant la colonne analytique permet de 
limiter partiellement ces problèmes. 

Il faut également souligner que le choix de la méthode 
d'extraction peut être fonction du mode de détection 
choisi. C'est ainsi que les extraits obtenus devront être 
particulièrement propres lorsque l'analyse est réalisée 
par CLHP-UV à basse longueur d'onde (210-220 nm) 
ou par CG et détection par capture d'électron. 
Depuis quelques années la CLHP couplée à la spectro­
métrie de masse ou à la spectrométrie de masse en tan­
dem est de plus en plus utilisée. Cependant, une des 
limites de cette méthode est sa susceptibilité à l'effet 
matrice (5,6). L'effet matrice va perturber l'analyse 
qualitative et quantitative et par conséquent risque de 
compromettre la validité des résultats obtenus (7,8). 
L'effet matrice va dépendre du mode d'analyse, « full 
scan » ou « SIM ». Dans le mode « full scan » l'addi­
tion d'ions issus de la matrice risque de contaminer le 
spectre de masse de la molécule cible. Dans le mode « 
SIM », les interférences peuvent être détectées par des 
rapports d'ions non valides lorsque les composés inter-
férents présentent des ions en commun avec le compo­
sé à doser. 

Problèmes liés au recueil 
des échantillons biolo­
giques avant F étape de pré­
traitement 
Avant d'étudier les différentes techniques de pré-traite­
ment, il est important de préciser dans quelles condi­
tions l'échantillon à analyser doit être recueilli. Bien 
que l'analyste n'ait pas la responsabilité du recueil de 
l'échantillon, il devra communiquer la procédure à res­
pecter qui garantira son intégrité par rapport à l'analy­
se qui sera réalisée ultérieurement. 
Les conditions de recueil de l'échantillon (sang total, 
plasma, sérum, urine, bile, etc) sont souvent définies en 
fonction des propriétés de l'analyte et en particulier sa 
stabilité au cours du processus de conservation et au 
cours de l'analyse elle-même. 
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Dans l'organisme, le pH sanguin est maintenu entre 
7,35 et 7,45 ; cet équilibre est contrôlé essentiellement 
par la vitesse de ventilation pulmonaire (11-13). Ex-
vivo, le sang ou le plasma ne possédant pas ce système 
de régulation, du C 0 2 est régulièrement perdu pendant 
les étapes de stockage et de manipulation. Des pertes 
de C 0 2 sont également observées lors de la conserva­
tion d'échantillons de bile. Le résultat est une augmen­
tation du pH de la matrice. La liaison aux protéines 
plasmatiques des médicaments est souvent pH dépen­
dante. Par conséquent, toute variation de pH ex-vivo 
peut modifier de façon significative le pourcentage de 
liaison d 'un composé aux protéines plasmatiques (11-
13). La stabilité des composés peut également être 
modifiée par les changements de pH (14). Par exemple, 
les composés à fonctions esters, amides, carbamates, 
urée, béta-lactame, lactones, hydantoines, glucuronides 
acylés, etc sont susceptibles d'être dégradés (10). Le 
pH de l'échantillon biologique peut être stabilisé à 7,4-
7,5 par addition de tampon citrate ou phosphate (10). 
Par conséquent, le maintien d'un pH stable est essentiel 
lorsqu'il s'agit de caractériser et de quantifier des com­
posés qui sont eux mêmes sensibles au pH ou qui génè­
rent des metabolites thermosensibles. 

Il est parfois nécessaire de quantifier un composé dans 
les urines (stupéfiants par exemple). Pour le recueil des 
urines des conservateurs sont souvent nécessaires. 
Les cheveux et les ongles sont surtout utilisés en toxi­
cologie médico-légale pour détecter une exposition à 
des poisons ou à des « substances » illicites. Le site du 
prélèvement doit être noté puisque par exemple la 
vitesse de pousse des cheveux n'est pas la même sui­
vant les zones du cuir chevelu. 

II est parfois nécessaire de doser un composé dans les 
tissus. Il peut s'agir de biopsies obtenues par chirurgie, 
dans ce cas la quantité de tissu disponible pour l'analy­
se est très faible et l'échantillon est toujours contaminé 
par du sang. Un dosage d'hémoglobine permet de cor­
riger cette contamination. Il est important de noter éga­
lement le site du prélèvement. Le prélèvement tissulai-
re peut correspondre à la totalité de l'organe (toxicoci-
nétique, expertise médico-légale), dans ce cas l 'organe 
sera broyé de façon à obtenir un homogénat. A cet 
effet, des homogénéisateurs type Ultraturax® peuvent 
être utilisés. Cependant, le facteur limitant est la ther­
mosensibilité des molécules. Afin d'éviter toute dégra­
dation des molécules, un bon procédé est la congélation 
des échantillons suivie d 'un broyage dans l 'azote liqui­
de (15). 
En règle générale, il faudra conditionner le prélève­
ment le plus rapidement possible entre le moment de 
son recueil et son stockage dans des conditions qui pré­
servent la matrice et la substance à analyser. 

Lors de la mise au point de la méthode de dosage, il 
faudra également s'assurer que l 'anticoagulant choisi 
n 'a pas d'influence sur les performances de la méthode 
analytique utilisée pour quantifier le composé (16,17). 
Récemment, Kummerle et al (18), ont mis en éviden­
ce, chez l'animal, que l'héparine influençait le dosage 
de la doxorubicins 

Elimination des composés 
interférants 
Les éléments importants à considérer lors de la mise au 
point du traitement d 'un échantillon biologique sont 1) 
les propriétés physico-chimiques de l 'analyte, 2) la 
nature de la matrice, 3) le recueil de l'échantillon avant 
l'étape de pré-traitement, 4) la stabilité de l'analyte 
pendant les différentes étapes du pré-traitement, 5) le 
solvant utilisé lors de l 'étape finale (reprise de l'extrait 
sec), qui doit être compatible avec le système chroma-
tographique utilisé, 6) le rendement de l'extraction qui 
doit être le plus élevé et reproductible possible et enfin 
7) la reproductibilité, la justesse et l 'exactitude de ce 
traitement. 

Avant d'aborder les différentes méthodes de pré-traite­
ment des échantillons en bioanalyse, il faut rappeler 
qu'i l est possible d'injecter directement l'échantillon 
biologique dans la colonne analytique en CLHP. Les 
injections directes sont uniquement envisageables pour 
des liquides biologiques (urine ou liquide céphalo-
rachidien par exemple) contenant de fortes concentra­
tions de l'analyte et de faibles concentrations en pro­
téines. Dans ce cas, la matrice est juste diluée dans de 
l'eau désionîsée avant l'injection. Cette approche est 
également possible en CG. Une méthode permettant le 
dosage direct de l'éthanol dans le sang total, le sérum, 
l'urine et les selles a été décrite par Tangermann (19). 

Ultrafiltration et ultracentrifugation 
Seule la fraction libre du médicament est pharmacolo-
giquement active. Uultrafiltration permet une élimina­
tion des protéines par filtration du plasma à travers une 
membrane semi-perméable. Un certain nombre de kits 
sont commercialisés à cet usage, parmi les plus utilisés 
on peut citer les dispositifs «Centrifree® et MPS micro­
partition®» commercialisés par Amicon (20,21), «Emit 
Free Level Filtre®» commercialisé par Syva (22) et 
«Molcut 2®» commercialisé par Millipore (23). Seules 
les petites molécules passent, les protéines sont rete­
nues à la surface du filtre. D'emploi simple et rapide, 
ils permettent d'éliminer 99 % des protéines. (24). Il y 
a cependant un certain nombre de sources d'erreur qui 
sont liées 1) au risque d'adsorption des analytes sur la 
membrane, en particulier si l'analyte est présent à 
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faible concentration, 2) au passage de l'analyte lié à 
travers la membrane, 3) à l'instabilité de l'équilibre de 
liaison analyte/protéines durant le processus de sépara­
tion, et enfin 4) à la formation d 'un dépôt de protéines 
à la surface de la membrane qui est un facteur limitant 
de la vitesse et de l'efficacité du processus. 
La séparation des composés libres peut également être 
réalisée par ultracentrifugation. Le plasma est centrifu­
gé à grande vitesse (100 000 g, 24 h). Cela permet 
d 'obtenir les protéines et la forme liée de la molécule 
dans le culot et un surnageant contenant la forme libre. 
Cependant des erreurs sont possibles dans l'estimation 
du composé libre dues à certains phénomènes phy­
siques comme la sédimentation, la «back diffusion», la 
viscosité et la liaison de l 'analyte aux lipoprotéines qui 
surnagent. (22,23). 

Précipitation des protéines 
Etant donné leur caractère de zwitterion, les protéines 
sont chargées positivement en milieu fortement acide et 
négativement en milieu fortement basique. 
Leur précipitation (24) peut être obtenue par modifica­
tion 1) de la force ionique (utilisation d 'une solution 
saline saturée de sulfate d 'ammonium), 2) du pH (ajout 
en petite quantité d 'une solution d'acides forts : acide 
perchlorique ou trichloracétique essentiellement, ou 
ajout d ' u n e solution basique toujours en faible 
volume : sulfate de zinc/hydroxyde de sodium ou sul­
fate de zinc/hydroxyde de baryum), ou 3) de la 
constante diélectrique (ajout d'acétonitrile, methanol, 
éthanol ou acétone). Apres centrifugation, une partie 
aliquote du surnageant est injectée dans le système 
chromatographique. Cependant, le liquide surnageant 
contient d 'autres constituants à coté des protéines et 
fréquemment le pic de l 'analyte peut être accompagné 
de nombreux autres pics qui sont néfastes pour la spé­
cificité de la méthode. 

L'utilisation d 'acides forts peut endommager la colon­
ne analytique. Il faut alors utiliser des colonnes spécia­
lement adaptées aux pH très acides (<1) ou ajouter à la 
phase, mobile, une forte concentration molaire de tam­
pon. Cette méthode ne peut pas être utilisée pour des 
composés pouvant subir une hydrolyse acide. Les 
agents cationiques qui forment des sels insolubles avec 
les groupements carboxylates des protéines ne sont pas 
utilisables pour les analytes ayant tendance à former 
des complexes métalliques. 
Les composés cationiques et les acides forts peuvent 
être utilisés en association avec les solvants organiques 
(24). 
Lorsque la dilution de l'échantillon n'est pas un pro­
blème (limite de quantification) des solvants orga­
niques miscibles à l 'eau peuvent être utilisés, ils sont 

moins agressifs que les composés ioniques. 
L'échantillon est centrifugé pour produire un surna­
geant clair contenant le composé recherché, et une par­
tie aliquote est injectée dans la colonne. Il est important 
d'utiliser un solvant dans lequel l'analyte soit haute­
ment soluble, dans le cas contraire il pourrait précipiter 
avec les protéines. Diluer plus de trois fois le plasma 
(ou le sérum) avec le solvant organique va entraîner une 
précipitation de 99 % des protéines (24), mais en contre 
partie la sensibilité de la méthode va diminuer. Ce pro­
blème peut être contourné en augmentant le volume 
injecté, mais le risque est d'affecter l'efficacité de la 
chromatographic et la symétrie du pic. Alternativement 
le surnageant peut être évaporé, mais cette méthode 
concentre aussi les composés interférents. Enfin un sol­
vant organique non miscible à l'eau, comme le dichlo-
rométhane, peut être ajouté au surnageant. Dans ce der­
nier cas, la phase inférieure correspond au mélange 
dichlorométhane-acétonitrile (ou methanol) et celle 
supérieure correspond à la phase aqueuse (25-27). Ces 
dernières peuvent être séparées en utilisant un filtre 
séparateur de phases en silicone . 

Cette méthode présente de nombreux avantages qui 
sont sa rapidité, sa simplicité et son utilisation pour 
l'analyse de molécules très hydrosolubles et donc diffi­
cilement extractibles. De plus, elle peut être entière­
ment automatisée comme cela a été décrit pour le sal­
butamol avant l 'analyse de cette molécule par 
CLHP/MS/MS (28). 
Cette méthode est particulièrement bien adaptée au 
suivi thérapeutique et à la toxicologie. 

Démixtion 
La demixtion est basée sur l'élimination des protéines 
dans l'échantillon, à l'aide d'un solvant organique mis­
cible à l'eau. Dans un premier temps on mélange 
l'échantillon et le solvant (en général il s'agit de l'acé-
tonitrile) puis on ajoute un sel en excès (carbonate de 
sodium, chlorure de potassium, ou chlorure de 
sodium). L'acétonitrile n'est alors plus miscible à l'eau. 
Après centrifugation, on retrouve du fond du tube vers 
le haut le sel en excès, la phase aqueuse saturée de sel, 
le précipité de protéines et enfin la phase organique 
contenant l'analyte. Cette méthode est particulièrement 
adaptée au suivi thérapeutique et à la toxicologie. Elle 
a été utilisé récemment pour le dosage des antipro-
teases dans le plasma de patients infectés par le virus 
du SIDA (29). Cette, méthode a été également utilisée 
pour quantifier le fluconazole, i' itraconazole et la lamo-
trigine dans le plasma (30-32). Il a été récemment 
publié que le processus de démixtion pouvait être accé­
léré par l'utilisation d'ultrasons (33,34). En effet, le 
champ acoustique crée des courants de circulation au 
sein du mélange, lesquels favorisent le fusionnement 

202 



Annales de Toxicologie Analytique» vol. XVI, n° 3,2004 

des gouttelettes , ce qui conduit à une séparation plus 
rapide des deux phases. 

Extraction liquide-liquide 
L'extraction liquide-liquide est connue pour générer 
des extraits relativement propres avec un bon coeffi­
cient d'extraction (35). C'est souvent la méthode de 
choix pour quantifier de très faibles concentrations 
d'un composé (de l 'ordre du pg/ml). Cependant cette 
méthode de purification a longtemps été difficilement 
automatisable ; elle est de plus longue à mettre en 
œuvre. Récemment, certains auteurs ont développé des 
méthodes d'extraction liquide-liquide sur plaques 96 
puits semi automatisées (36-38) ou entièrement auto­
matisées ( 39-43). 

Extraction liquide-liquide classique 
De part ses avantages et sa facilité d'utilisation, cette 
méthode reste très largement utilisée pour la prépara­
tion des échantillons biologiques. En outre, l'extraction 
liquide-liquide permet également la concentration de 
l'analyte. Cette technique est basée sur l'affinité de 
l'analyte entre une phase aqueuse et une phase orga­
nique non miscibles. Le partage d 'un composé neutre i, 
entre deux phases non miscibles, est donné par le coef­
ficient de partage Ki : 

Ki = [Ci ] o r g / [C i ] a q où [C i ] o r g et [Ci] a q 

sont respectivement les concentrations de l'analyte 
dans la phase organique et dans la phase aqueuse. Ce 
coefficient de partage est constant pour une températu­
re donnée, il dépend du solvant organique mais aussi du 
pH et de la force ionique de la solution. Il est bien 
connu que des extractions répétées (2 ou plus) avec une 
faible proportion de solvant sont plus efficaces qu'une 
seule extraction avec un grand volume de solvant (44). 
Il faut souligner le fait que la multiplication des extra­
ctions entraîne la consommation d 'une quantité impor­
tante de solvant et une perte de temps non négligeable. 
Aussi, en pratique, un échantillon biologique ne sera 
pas extrait plus de deux fois. 

La polarité est généralement le facteur le plus impor­
tant dans le choix du solvant organique. En général, les 
solvants polaires extraient mieux les substances 
polaires et inversement les solvants apolaires extraient 
mieux les substances apolaires. La polarité des princi­
paux solvants utilisés est présentée Tableau I. Trois 
principales interactions entre l 'analyte et le solvant 
d'extraction sont à considérer : 1) les interactions de 
dispersions (forces de London), 2) les interactions 
dipôles-dipôles, et 3) la formation de liaisons hydro­
gènes. 
Il faut trouver un bon compromis concernant la polari­
té du solvant ; ce dernier doit extraire l'analyte avec un 
coefficient d'extraction maximum mais doit extraire le 

Tableau J : Polarité et pouvoir d'élution des principaux sol­
vants. 

Solvant Polarité Pouvoir d'élution Miscibilité à l'eau 
Hexane 0,06 0,00 non 

Tétrachlorure de carbone 1,60 0,14 non 
Ether diéthyîique 2,90 0,29 non 

Chloroforme 4,40 0,31 non 
Chlorure de méthylène 

ou dichlorométhane 3,40 0,32 non 
Acétone 5,40 0,43 oui 

Acétate d'éthyle 4,30 0,45 faible 
Acétonitriie 6,20 0,50 oui 
Isopropanol 4,3 0,63 oui 
Methanol 6,6 0,73 oui 

Eau 10,2 >0,73 oui 

moins possible de composés endogènes. Le solvant le 
plus utilisé est le dichlorométhane qu' i l faudra préférer 
au chloroforme en raison de son potentiel cancérigène. 
Les analytes très polaires sont difficiles à extraire et 
nécessitent l'utilisation de solvants très polaires et par 
conséquent non sélectifs. Il est possible alors de faire 
appel à des mélanges de solvants (le plus souvent 
binaires). L'association de 1 à 5 % d 'un alcool (par 
exemple l'isopropanol) et d 'un solvant peu polaire (par 
exemple le dichlorométhane) est la plus fréquente. Ceci 
va avoir pour effet d'éviter l'adsorption de l 'analyte sur 
le verre (particulièrement si celui-ci est présent à faible 
concentration), d'augmenter le coefficient d'extraction, 
mais aussi de permettre l'extraction simultanée de la 
molécule parente et de ses metabolites (souvent plus 
polaires). 

Un article de synthèse concernant les méthodes d'ex­
traction en toxicologie a récemment été publié par 
Drummer (45). Parmi les solvants organiques les plus 
utilisés, cette auteur rapporte l'acétate d'éthyle, le 
mélange dichlorométhane-acétone, le mélange toluène-
acétate d'éthyle et le mélange dichorométhane-isopro-
panol-acétate d'éthyle. 

Seule la forme non ionisée de l'analyte est extraite dans 
le solvant organique. Le pH optimal d'extraction des 
composés acides est de 1 à 2 unités en dessous des 
valeurs du pKa. ; il est de 1 à 2 unités de pH au dessus 
des valeurs du pKa pour les composés basiques. Mais 
l'extraction peut être difficile pour les composés qui 
sont solubles dans l'eau à toutes les valeurs de pH, par 
exemple les composés amphotères ou neutres, avec les­
quels on ne pourra pas jouer sur des variations de pH. 
Dans certains cas l'addition de solutions tampons à la 
phase aqueuse augmente sa force ionique et par consé­
quent sa polarité ce qui va diminuer l'affinité du com­
posé pour la phase aqueuse et favoriser son passage 
dans la phase organique. 
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Double extraction liquide-liquide 
Dans le but d 'augmenter la pureté des extraits, une pré­
extraction des composés interférents de la matrice peut 
être réalisée (44). Par exemple, l'urine contient de 
nombreux composés endogènes ; une extraction préli­
minaire de l 'urine en milieu acide améliore la pureté de 
l'extrait obtenu après alcalinisation. Une autre méthode 
très utilisée est une première extraction en milieu alca­
lin (l 'analyte passe dans la phase organique) suivie 
d 'une deuxième extraction en milieu acide (l'analyte 
sera sous forme ionisée donc non extractible par le sol­
vant organique). Pour les composés basiques, on préfé­
rera utiliser l 'acide sulfurique ou l'acide phosphorique 
plutôt que l 'acide chlorhydrique car beaucoup de chlo­
rures sont solubles dans les solvants organiques. La 
double extraction liquide lquide est plus ou moins obli­
gatoire en GC puisque les substances endogènes issues 
de la matrice tendent à contaminer les détecteurs, par­
ticulièrement le détecteur à capture d'électrons. De 
même, cette approche est largement utilisée en CLHP. 
La double extraction augmente considérablement la 
pureté de l 'analyse. 

Extraction par formation de paires d'ions 
Cette méthode est utilisée pour extraire des composés 
chargés, type ammoniums quaternaires, très polaires et 
donc solubles dans l'eau. Le principe est d'ajouter à la 
phase aqueuse un excès d 'un «contre-ion» volumineux 
hydrophobe et de charge opposée, afin de masquer la 
charge de l 'ion à extraire (Figure 1). L'ensemble forme 
une espèce pseudo-moléculaire électriquement neutre 
ou «paire d ' ions», extractible par un solvant organique. 

Parmi les contre-ions les plus utilisés, il faut citer les 
acides sulfoniques et le dodecylsulfate de sodium pour 
les composés basiques et les bromures ou hydroxides 
de tetra (méthyl, éthyl, propyl, butyl ou pentyl) ammo­
nium pour les composés acides. La formation de la 
paire d ' ions dépend du pH de la phase aqueuse, du type 
de solvant organique utilisé, ainsi que de la nature et de 
la concentration du contre-ion. La technique d'extrac­
tion par formation de paire d'ions est utilisable pour 
une variété de composés ionisables qui sont difficiles à 
extraire sous leur forme inchangée comme les pénicil­
lines, les aminoacides et les metabolites conjugués. 
Cette méthode permet l'extraction d 'ammonium qua­
ternaires comme la tubocurarine qui est ionisée à toutes 
les valeurs de pH. Dans certain cas, en CLHP, le contre-
ion peut être ajouté à la phase mobile pour réduire le 
temps de rétention des solutés. Par exemple, les temps 
de rétention de l 'énoxacine, de son metabolite, la 4-
oxo-enoxacine, et de la péfloxacine diminuent lorsque 
la concentration d 'hydroxyde de tétrabutylammonium 
augmente dans la phase mobile ; les pics deviennent 
alors plus fins et plus symétriques suite à la diminution 
du temps de rétention (15). 

Phase-organique AQ 

tt-
Phase-aqueuse A+Q* 

Figure 1 : Principe de l'extraction par formation de paires 
d'ions. 

Extraction par solvant après dérivation 
C'est la CG qui a profité le plus de telles méthodes de 
transformations chimiques. Une méthode par CG et 
détection par capture d'électron (46) a été développée 
pour le dosage de 26 benzodiazepines et de leurs meta­
bolites dans le sang total. Les analytes sont extraits de 
la matrice par l'acétate d'éthyle après dérivation. Les 
auteurs ont utilisé cette méthode pour la recherche et le 
dosage de ces composés dans du sang de cadavre. 
Récemment, Pirnay et al. (47) ont développé un métho­
de par CG/MS permettant l'analyse simultanée de 22 
benzodiazepines dans le sang et l'urine en vue d'une 
utilisation en toxicologie médico-légale. La dérivation 
en CLHP n'est pas utilisée pour les mêmes raisons 
qu'en CG. Elle permet principalement 1 ) d'améliorer la 
détection des analytes, bien que dans certains cas, elle 
soit nécessaire pour libérer les analytes de leurs sites de 
liaison, 2) d'augmenter la résolution de composés très 
proches (racémates), 3) de confirmer l'identité d'un 
analyte, 4) d'augmenter la sélectivité d 'une analyse 
dans une matrice complexe et 5) d'améliorer le com­
portement chromatographique du composé étudié. On 
distingue plusieurs types de dérivations suivant qu'elles 
seront effectuées avant ou après la colonne chromato­
graphique, mais aussi suivant qu'elles sont effectuées 
en ligne ou hors ligne. Par exemple, l'agent anti-néo-
plasique cisplatine est chelate par le diethyldithiocar-
bamate pour former un sel absorbant dans l'ultraviolet 
avant l'analyse par CLHP. Le dosage est réalisé en pré­
sence de sel de nickel comme étalon interne qui se déri­
ve dans les mêmes conditions (48). 

Extraction solide-liquide hors ligne 
Le principe de l'extraction solide-liquide est la réten­
tion sélective du ou des analytes sur une phase station-
naire grâce à des interactions intermoléculaires entre 
l'analyte et les groupements fonctionnels de la phase 
stationnaire. Ces interactions sont de type ionique (pre­
mière forces impliquées dans l'extraction par échange 
d'ions), liaisons hydrogène, interactions dipôle-dipôle 
et liaisons de Van der Waals. 
Les différentes étapes de l'extraction solide-liquide 
(49) sont présentées Tableau II. 
De nombreux supports sont actuellement disponibles 
permettant l'extraction de pratiquement toutes les 
classes de composés (45, 50). 
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Tableau II : Extraction solide-liquide hors ligne : étape 1 : pré-traitement de l'échantillon ; étape 2 : conditionnement de la 
colonne ; étape 3 : équilibrage de la colonne. 

Étapes But Méthodes utilisées Part iculari tés :. 
1 Modifier - Ajustement du pH a Etape conditionnée par la stabilité 

l'échantillon tant - Utilisation d'agents mouillants de l'analyte, le type de matrice, le 
d 'un point de vu (ex : methanol) type de la phase stationnaire et par 
physique que - Dilution l'interaction analyte/phase 
chimique. stationnaire. 

2 Activation de - Si échantillon aqueux, utilisation Ordre de grandeur du volume de 
Fadsorbant d'un solvant organique très polaire solvant à utiliser : 2 fois celui du 

miscible à l 'eau (généralement supports 
methanol) 
- Si échantillon non-aqueux 
utilisation de la matrice elle même. 

- 3 Éliminer l 'excès de Pour les échantillons en solution Étape nécessaire si l 'échantillon 
solvant d'activation aqueuse, utiliser une solution dont le est aqueux mais inutile si 

pH et la force ionique sont l'échantillon est non- aqueux b 

similaires à ceux de la matrice 

s > Pour les analytes en solution aqueuse qui sont retenus essentiellement par interactions hydrophobes et le méca­
nisme de rétention de l 'analyte est l 'échange d'ions. 
b ) Généralement le support ne doit pas sécher entre les étapes 2 et 3 et l'ajout de l'échantillon à analyser. 
Actuellement il existe dans le commerce des colonnes pour lesquelles les étapes 2 et 3 ne sont pas nécessaires. 

Tableau II (suite) : Extraction solide-liquide hors ligne : étape 4 : chargement de l'échantillon sur la colonne ; étape 5 : élimi­
nation des composés interférents; étape 6 : élution des analytes. 

Étapes But Méthodes utilisées Par t icular i tés 

4 Optimiser le débit Généralement 0,5 à 1 ml - Nécessiter de travailler à débit 
pour rétention d'échantillon pour une colonne constant. 
maximale de de 100 mg. - Commencer à débit faible 1 ml/min 
l'analyte sur la si cartouche de 1 ml, 3 ml/min si 
phase stationnaire cartouche de 3 ml, 7 ml/min si 

cartouche de 6 ml puis augmenter. 

5 Eliminer les - Utilisation d 'un liquide de lavage Si échantillon aqueux, nécessité de 
composés miscible avec la matrice (1 à 2 ml maintenir pH et force ionique 
interférents en pour 100 mg de phase stationnaire) constants. 
évitant la perte - Si liquide de lavage non miscible à 
d'analyte. l 'eau, sécher la cartouche avant 

l'étape de lavage 

6 Travailler dans des - Débit de solvant d'élution constant. Plusieurs petits volumes sont plus 
conditions optimales - L'analyte doit être soluble dans le efficaces qu'un grand volume. 
d'élution. solvant d'élution. c 

c ) si les analytes sont retenus par échange d'ions, il faut utiliser des tampons de force ionique élevée (concentration 
molaire >0,1M), si l 'échantillon possède 2 charges, la concentration du tampon devra être >Û,2M. Un composant 
organique dans le liquide d'élution peut être nécessaire afin d'éviter des interactions hydrophobes secondaires. 

205 



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XVI, n° 3, 2004 

Utilisation de phases stationnaires non greffées 
polaires 
La silice, le kieselguhr (particules inertes de terre de 
diatomée) et l 'alumine ont été les premières phases sta­
tionnaires à être utilisées pour la séparation de compo­
sés polaires (51-53). Le FïorisiP (silicate de magné­
sium activé) est encore très utilisé pour l'isolement des 
pesticides. Ces phases stationnaires ont des propriétés 
adsorbantes. La silice est la phase stationnaire non 
greffée la plus couramment utilisée. Trois sites partici­
pent au mécanisme de rétention : 1) les silanols libres 
(= SiOH), 2) les silanols liés par liaisons hydrogènes et 
3) les silanols libres recouverts par une molécule d'eau. 
Les groupements siloxane (= Si-O-Si =) obtenus par 
déshydratation de 2 silanols voisins n'interviennent pas 
dans la chromatographic. Les sites polaires sur la silice 
adsorbent modérément les composés polaires dissous 
dans des solvants organiques ayant un pouvoir d i l u ­
tion inférieur à environ 0,38 (Tableau I). Les alcools, 
les aldéhydes dissous dans un solvant non polaire sont 
bien adsorbes. Ces analytes peuvent être élues de la 
silice par des so.vants ayant des forces d'é.ution supé-
rieures à environ 0,6 (Tableau I). Ces solvants forment 
des liaisons hydrogènes fortes avec les groupements 
silanols déplaçant ainsi l 'analyte. En général les com­
posés basiques sont fortement retenus sur la silice et les 
composés acides sont fortement retenus sur l 'alumine. 

Utilisation de phases stationnaires de silice gref­
fée polaires 
Les phases stationnaires ainsi utilisées sont celles pos­
sédant des groupements cyano, aminopropyl ou d io l . 
L'échantillon à analyser est dissout dans un solvant 
non-polaire (par exemple Fhexane). Lors du passage à 
travers la colonne, l 'analyte est adsorbe sur la phase 
stationnaire (interactions dipôles). Il est ensuite élue 
(formation de liaisons hydrogènes avec l'analyte) par 
un solvant très polaire (par exemple le methanol) (45, 
54-56). 

Utilisation de phases stationnâtes de silice gref 
fée non-polaires 
Un mécanisme de partage à polarité inversée de phases 
est mis en jeu. La phase stationnaire est moins polaire 
que la solution de l 'échantillon à analyser. Ces 
colonnes possèdent des groupements siloxanes substi-
tués par des groupements octadecyl, octyl, hexyl, butyl, 
ethyl, cyclohexyl, phenyl ou cyanopropyl (45, 54-59). 
Après fixation de l 'analyte sur la colonne à partir d 'une 
matrice aqueuse polaire, ce dernier est élue par un sol­
vant organique. Ce solvant organique peut être du 
tétrahydrofurane (force éluante 4,4), de l'isopropanol 
(force éluante 4,2), de F éthanol (force éluante 3,6), du 
dioxane (force éluante 3,5), de l'acétone (force éluante 
3,4), de l'acétonitrile (force éluante 3,1) ou du metha­

nol (force éluante 3,0). Ce sont les colonnes possédant 
des groupements octadecyl qui ont le pouvoir de réten­
tion le plus élevé. Ce pouvoir de rétention varie dans 
l'ordre ; Cj 8 >Cg>C 6 >C 4 >C 2 (si interactions non-
polaires uniquement). 

Les interactions entre analytes et phases stationnaires 
sont des forces întermoléculaires essentiellement 1) 
liaisons de van der Waals, 2) interactions dipôle-dipôle 
et 3) liaisons hydrogène. 

Utilisation de colonnes de silice greffée échan-
geuses d'ions 
Ces phases sont utilisées pour l'extraction de composés 
acides ou basiques à partir d 'une solution aqueuse (60). 
Les phases stationnaires les plus fréquemment utilisées 
sont celles contenant les groupements fonctionnels 
ioniques suivants : - S 0 3 (échangeur fort de cations : 
acide benzène sulfonique, acide propyl sulfonîque et 
acide éthyl benzène sulfonique) pour l'extraction de 
composés basiques et triéthylaminopropyl 
(-(CH 2 ) 3 N + (CH 3 ) 3 , échangeur fort d'anions) pour F ad­
sorption de composés acides. Il existe également des 
échangeurs faibles d'anions (contenant les groupe­
ments - (CH 2 ) 3 NH 2 ou -(CH 2 ) 3 NH(CH 2 )2NH 2 ) et de 
cations (contenant le groupement -(CH 2 ) 3 COOH). Le 
principe est le suivant, l ) échange entre les composés 
ionisés à analyser et le contre-ion de charge identique 
de la phase stationnaire et 2) élution des composés à 
analyser par une modification du pH du solvant d'élu-
tion (pH = pK a ± 1 ou 2 unités de pH) entraînant ainsi 
le changement de la charge du composé ou par un sol­
vant d'élution contenant un contre-ion compétitif de 
même signe, mais d'affinité plus grande pour l'ion de 
la phase stationnaire. 

Les différents facteurs affectant la sélectivité de 
l'échange d'ions sont : 1) le pH , 2) la sélectivité du 
contre ion. 3) la force ionique (une force ionique faible 
favorise la rétention tandis qu'une force ionique élevée 
favorise l'élution) ; et 4) le débit de la solution à travers 
le support (les interactions par échange d'ion se pro­
duisent à un débit inférieur à celui des interactions 
polaires ou non-polaires). Pour les cations, la sélectivi­
té (déplacement de la droite vers la gauche) est la sui­
vante : Li + < H + < Na* < NH 4* < RNH 3

+ < K + < Mg-' < 
Ca 2 + ; pour les anions (déplacement de la droite vers la 
gauche) elle est : OH < acétate < formiate < H C 0 3 < 
Cl < H S O 3 < CN' < citrate < benzène sulfonate. 

Remarque concernant l'utilisation des colonnes 
de silice greffée 
Les silices greffées sont obtenues par réaction des 
groupements silanols fibres de la silice avec des agents 
dérivatisants mono- ou trifonctionnel. Cependant, il 
reste toujours quelques silanols libres après la réaction 
de dérivatisation. Par conséquent, ces colonnes présen-
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tent des propriétés hétérogènes dues d 'une part aux 
silanols libres et d 'autre part aux silanols greffés. Ces 
silanols libres peuvent être désactivés par masquage 
avec du triméthylehlorosîlane (Cl — Si(CH 3 ) 3 ) . 

Utilisation de phases stationnaires de silice gref­
fée en mode mixte 
Ces phases contiennent des groupements fonctionnels 
non-polaires (Ci 8 , C 8 ou C 4 ) et des groupements échan-
geurs forts de cation ou d'anion (51, 61-64). 
L'utilisation de telles colonnes permet d'obtenir des 
extraits particulièrement purs. Ces colonnes sont très 
utilisées pour l 'analyse des stupéfiants. C'est ainsi que 
les colonnes mixtes ayant les groupements fonctionnels 
C 8 et -NR 3

+ sont particulièrement bien adaptées à l'ex­
traction de l 'acide carboxylique du 11 Nor-A-9-tetra-
hydrocanabinol (metabolite majeur du cannabis) à par­
tir de l'urine. Récemment, Gustafson et al. (61) propo­
sent une méthode de dosage du A-9-tetrahydrocanabi-
nol (THC), du 11 -hydroxy-THC et du 11 -nor-9-car-
boxy-THC dans le plasma. Les analytes sont séparés de 
la matrice biologique par extraction solide-liquide sur 
des colonnes mixtes Clean Screen (Bristol technology, 
PA). 

Le tableau HI regroupe les phases stationnaires spéci­
fiques développées pour les 5 classes de stupéfiants lis­
tés par la SAMHSA (Substance Abuse and Mental 
Health Service Administration), ex NIDA (National 
Institute of Drug Abuse). 

Tableau HI : Phases stationnaires mixtes développées pour 
les 5 classes de stupéfiants. 

Bond-Eiut Certiiy I C g / BC 
et I I C / E A 

Varían Sample Preparation Products 

XtrackT (copolymère/EÏ) United Chemical Technologies 

Narc-1 (methylester et Narc-2 (cation / HIC) J.T. Baker/Mallinckrodt 

Isolute-Confirm HAX : C 8 / EA 

H C X : C ! 8 o e C 4 / E A 

Evidex (polypropylene) 

Spec (C, g / E C ; Phase peu polaire / E C ) 

International Sortent Technology 

J&W Scientific 

Ansys Diagnostics 

EC, échangeur de cations ; EA, échangeur d'anions ; El, échangeur d'ions ; 
fflC, "hydrophobie interaction chromatography" 

Phases stationnaires basées sur un mode d'ex­
clusion 
Des phases stationnaires avec des diamètres de pores 
contrôlés sont disponibles. Les molécules de faible 
masse moléculaires (< 10000D) sont retenues alors que 
les grosses molécules sont éluées. 

Autres phases stationnaires 
Des phases stationnaires à base de copolymère sont 
également disponibles. Il s'agit de copolymère hydro-

phile-lipophile (polystyrène-divinylbenzène) hydroxy­
lé (ne nécessitant pas de conditionnement avant son uti­
lisation) ou non modifié (doit être conditionné avant 
son utilisation) (51). Ces colonnes sont idéales pour 
l'extraction de composés polaires qui ne sont pas adé­
quatement retenus sur des phases stationnaires C 1 S ou 
C g . Les avantages de ces phases stationnaires par rap­
port aux silices greffées sont 1) une structure très 
homogène (plus de problème de silanols libres), 2) une 
reproductibilité de fabrication, 3) une stabilité entre pH 
1 et 14 au Heu de 2 et 7 pour les silices utilisées en 
chromatographic de paires d'ions, et 4) bien qu'étant 
une phase stationnaire apolaire, la structure aromatique 
du polymère met en jeu des interactions (type Van der 
Waals) par les électrons d'où un mode de rétention dif­
férent de celui des silices greffées. Les inconvénients 
sont les suivants : résistance à la pression très inférieu­
re (problème en CLHP) et transfert de masse plus lent. 

Les phases stationnaires à base de copolymère de poly­
styrène-divinylbenzène non modifié ont été utilisées 
pour le screening toxicologique (même pour des 
milieux complexes comme le sang post-mortem ou les 
tissus) à cause du caractère non sélectif de Fadsorbant 
(65). 
Des phases stationnaires à base de copolymère de N-
vinylpyrrolidone et divinylbenzene sont également 
disponibles. Ces colonnes ont une grande capacité de 
rétention et peuvent être utilisées, entre pH 1 et 14, 
pour l'extraction de composés lipophiles ou hydro­
philes. 

Systèmes d'extraction solide-liquide commerça-
lises 
Les systèmes d'extraction solide-liquide les plus utili­
sés sont les cartouches seringues et les disques. Ces 
derniers permettent de hauts débits du fait de la com­
binaison d 'une large surface de travail et d 'une faible 
épaisseur de phase stationnaire. Plusieurs variétés de 
disques sont disponibles commercialement. Les deux 
types les plus utilisés sont les disques de polytétrafluo-
roéthylène (Teflon®) imprégnés de phase et les disques 
à support en fibre de verre. 

Récemment des plaques de 96 puits basées sur une 
extraction solide-liquide sont apparues sur le marché. 
Elles permettent un pré-traitement de F échantillons à 
haut débit. Ces plaques sont très utilisées lorsque la 
méthode d 'analyse choisie est le couplage 
CLHP/SM/SM (38, 43, 66, 67). 

Extraction solide-liquide en ligne 
Le principe de l'extraction solide-liquide en ligne est 
présenté figure 2, La pompe 3 est utilisée pour délivrer 
la phase mobile et la pompe 1 pour délivrer le solvant 
de lavage (eau ou tampon avec ou non un faible pour-
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Position 1 

Poubelle 

ch 
8 

Position 2 Poubelle 

I \y^\ 2 

Poubelle 

8 

Poubelle 

Figure 2 : Principe de l'extraction solide-liquide en ligne 1 et 3, pompes ; 2, passeur d'échantillons ; 4, pré-colonne d'extra­
ction solide-liquide en ligne ; 5, vanne d'injection ; 6, colonne analytique ; 7, détecteur ; 8, système informatique. 

centage de solvant organique). En position 1, la vanne 
d'injection 5 est positionnée de façon à ce que le sol­
vant de lavage circule dans la pré-colonne de concen­
tration grâce à la pompe 1 et que la phase mobile cir­
cule dans la colonne analytique grâce à la pompe 3. 
L'échantillon biologique est ensuite injecté dans cette 
pré-colonne. Après l 'étape de lavage (élimination des 
constituants polaires de la matrice grâce au solvant de 
lavage), le ou les analytes sont concentrés en tête de 
colonne. La vanne d'injection 5 permute en position 2 ; 

la pré-colonne de concentration est alors connectée à la 
colonne analytique. Les analytes sont entraînés dans la 
colonne analytique par la phase mobile. Après 
quelques minutes, la vanne d'injection commute en 
position 1, la pré-colonne est alors rééquilibrée avec le 
solvant de lavage avant l'injection d'un nouvel échan­
tillon. Les milieux biologiques riches en protéines 
nécessitent souvent une précipitation préalable des pro­
téines avant l'injection sur la colonne de «switching». 
Il faut noter que des pré-colonnes basées sur le princi-
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pe de l'exclusion de taille sont disponibles et permet­
tent l'injection directe de ces milieux sur la pré-colon­
ne (68-72). 

Cette technique a été utilisée pour doser le midazolam 
et pour identifier ses metabolites dans le sang et les 
urines d'un cadavre après un suicide (73), Récemment, 
Hayashida et al.(74) ont décrit une méthode d'extrac­
tion solide-liquide en ligne permettant le dosage de la 
tétrodotoxine dans le sérum pour une application en 
toxicologie et en médecine-légale. 

Micro-extraction en phase solide 
(MEPS) 
La MEPS (75-77) ne nécessite ni solvant ni appareilla­
ge compliqué. Elle permet de concentrer les composés 
volatils ou non-volatil s présents dans des échantillons 
avant l 'analyse par C G ou CLHP. Les analytes sont 
adsorbes sur une fibre de silice fondue imprégnée 
d 'une phase stationnaire (Carbowax, polyacrylate ou 
polydiméthylsiîoxane). Les analytes sont désorbés de 
la fibre par introduction directe dans î'injecteur CG 
amené à haute température dans le cas d 'une analyse 
par CG ou par un interface SPME/CLHP dans le cas 
d 'une analyse par CLHP. Cette interface extrait les ana­
lytes de la fibre de SPME à l 'aide d 'un solvant qui 
transporte les analytes désorbés vers la colonne analy­
tique. 

La MEPS (78,79) est utilisée en médecine légale et 
toxicologie pour doser les amphétamines (80-83), les 
anesthésiques (84), les anti-dépresseurs (85-88), les 
barbituriques (89), les benzodiazepines (90-91), les 
opiacés et la cocaïne (92,93), le THC et les autres can-
nabinoides (92), les pesticides (94) et des substances 
volatiles (95-98). 

Si le pré-traitement précède une analyse quantitative, il 
est nécessaire que l'incertitude due à la méthode d'ex­
traction soit limitée. Il faudra en outre que le partage 
des composés à quantifier ne soit pas concentration-
dependent (dans le domaine des concentrations choi­
sies). 

Le coefficient de partage varie avec la température ; il 
est donc recommandé de travailler à une température 
contrôlée, l'utilisation d 'un étalon interne ne corrigeant 
que partiellement ce phénomène. 

Lors de l'extraction liquide-liquide, la durée et la 
méthode d'agitation jouent aussi un rôle important 

pour parvenir à l'équilibre des deux phases. Il est donc 
important d'optimiser la procédure d'extraction. 

Lorsque le solvant organique contenant l 'analyte est 
évaporé sous courant d'azote à des fins de concentra­
tion, il y a un risque non négligeable de dégradation des 
composés instables. Des pertes peuvent aussi se pro-
duirent lors de l'étape de re-dissolution et entraîner une 
diminution du rendement d'extraction. Un autre pro­
blème est le risque d* adsorption des analytes sur le 
verre au cours des étapes d'extraction ou d'évaporation 
du solvant, surtout lorsque les concentrations sont 
faibles. Ce problème peut être partiellement surmonté 
par 1) la silanisation des parois en verre, 2) l'addition 
de 1 à 2 % d'un adjuvant très polaire (par exemple : 
l'éthanol, F isopropanol, ou l'alcool isoamylique) au 
solvant d'extraction, ou 3) l'utilisation de tubes en 
polypropylene. 

Discussion et conclusion 
Au cours de la procédure de validation d 'une méthode 
de dosage, pour obtenir des résultats précis et fiables, il 
faut analyser des échantillons relativement «propres». 
De ce fait, le pré-traitement de l'échantillon biologique 
est une partie essentielle de toute méthode analytique. 
Il permet: 1) d'augmenter la durée de vie de la colonne 
analytique par injection d'extraits contenant un mini­
mum de produits endogènes de la matrice , 2) d 'amé­
liorer la reproductibilité de l'analyse, 3) d'abaisser la 
limite de quantification de la méthode par diminution 
du bruit de fond et par une étape de concentration, 4) 
d'améliorer la fidélité et l'exactitude de l 'analyse et 
enfin 5) d'augmenter la sélectivité. 

L'analyse quantitative d'un composé peut être erronée 
lorsque des substances endogènes de la matrice biolo­
gique co-éluent avec le composé à doser. Ainsi, la 
sélectivité de l 'analyse doit être évaluée durant le déve­
loppement et la validation d 'une méthode de dosage en 
testant différentes sources de matrice. Il ne doit pas y 
avoir de pic du à la matrice au temps de rétention des 
différents analytes. 

La technique de chromatographie liquide haute perfor­
mance couplée à la spectrométrie de masse (CLHP/SM 
et CLHP/SM/SM.) est particulièrement sensibles à l'ef­
fet matrice (5,6). Cet effet se traduit par un augmenta­
tion ou une diminution du signal. Le pré-traitement de 
l'échantillon doit permettre d'éliminer cet effet. 

Le choix de la méthode utilisée sera fonction de diffé­
rents facteurs. A côté des paramètres physico-chi­
miques des molécules à quantifier et de la complexité 
de l'échantillon biologique interviendront la méthode 
d'analyse et le système de détection choisi. 

Sources d'erreur lors du 
pré-traitement des échan­
tillons 
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L'extraction liquide-liquide est une méthode très sélec­
tive, elle a été très utilisée pour l'extraction des médi­
caments préalablement à l 'analyse par CG dans le cas 
d 'un dépistage systématique en toxicologie (45). Son 
avantage est la possibilité d'obtenir des extraits très 
propres. L'inconvénient de cette méthode est l'utilisa­
tion de volumes importants de solvant organique, la 
longueur de l 'analyse et pendant longtemps sa difficul­
té d'automatisation. L'extraction solide-liquide est de 
plus en plus utilisée. Ses avantages sont la diversité des 
phases stationnaires permettant l'extraction de prati­
quement toutes les classes de composés, ses possibili­
tés d'automatisation, ainsi qu 'un gain de temps et l'uti­
lisation d 'une quantité moindre d'échantillon biolo­
gique et de solvant organique par rapport à l'extraction 
liquide-liquide. Mais la purification et la sélectivité 
peuvent être limitées ; de plus, c'est un matériel cher à 
automatiser. 
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