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TITRE en francais : Développement de microsystemes électrochromatographiques en
copolymere d'oléfine cyclique (COC)

RESUME en francgais :

Ce manuscrit est consacré a I'élaboration de phases stationnaires monolithiques organiques pour les
microsystemes électrochromatographiques plastiques. La partie bibliographique situe d'abord I'intérét
des techniques électrocinétiques en microsysteme. Ensuite, I'état de I'art sur l'utilisation des monolithes
dans ces techniques séparatives est présenté en portant une attention particuliere a la description du
processus de photopolymérisation. La fonctionnalisation de surface du copolymére d'oléfine cyclique
(COC) est ensuite détaillée afin d'envisager I'ancrage du monolithe aux parois du canal.

La partie expérimentale a porté tout d'abord sur le développement et la caractérisation de deux
monolithes acrylates dédiés a la chromatographie a polarités des phases inversées. Le travail
expérimental s'est ensuite orienté vers le développement d’'un nouveau procédé permettant la synthése
et I'ancrage du monolithe dans les microcanaux en COC, ceci en une seule étape et a partir des
photoinitiateurs de type I. Ce protocole permet I'obtention d'efficacités intéressantes qui restent
cependant inférieures a celles obtenues en capillaire. Des adaptations des conditions d'irradiation ont
alors été apportées pour la synthése de ces monolithes a I'intérieur des microsystemes afin d'obtenir des
efficacités de I'ordre de 250 000 plateaux/m. Pour terminer, les domaines d'applications et la longévité du
dispositif ont été illustrés par la séparation de différentes familles de solutés (PAH, mycotoxines,
catécholamines, acides aminés, amines biogénes) et I'analyse d'échantillons réels tels que les vins (pour
déterminer la teneur en certaines amines biogénes : histamine et tyramine).

TITRE en anglais : Development of electrochromatography in cyclic olefin copolymer
microsystems

RESUME en anglais

This manuscript is dedicated to the synthesis of organic monolithic stationary phases in plastic
electrochromatographic microchips. The bibliography part shows the benefit of electrokinetic techniques
for microsystems. After an overview on the use of monoliths in separation techniques, the manuscript is
focused on the description of photopolymerization process. Finally, a detailed review of the different
protocols of functionnalization of cyclic olefin copolymer (COC) surface to allow anchoring of the monolith
to the channel walls is produced.

The experimental study firstly deals with the development and characterization of two acrylate monoliths
dedicated to the reversed phase mode in chromatography. Then, the experimental part focus on a new
one-step method for the simultaneous synthesis and anchoring of organic monolith inside COC microchip
channel, thanks to the use of type | photoinitiators. This protocol improves efficiencies which nevertheless
stay below those obtained in capillary. Further, the adjustment of the irradiation conditions allows to
reach up to 250 000 plates/m. Finally, the field of applications and the durability of microsystem have
been illustrated by the separation of different kinds of solutes (HAP, mycotoxins, catecholamines,
biogenic amines) and the analysis of real matrices such as wine samples (for the quantitative
determination of two biogenic amines : histamine and tyramine).

DISCIPLINE : Chimie Analytique

MOTS-CLES : Monolithe, photopolymérisation, électrochromatographie, miniaturisation,
copolymere d'oléfine cyclique (COC), préconcentration.

INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE : Institut des Sciences Analytiques,
Université Lyon 1, Batiment Curien, Domaine scientifique de la Doua, 43 Boulevard du 11
Novembre, 69622 Villeurbanne cedex






Principaux Acronymes

AA : acides aminés

ACN: acétonitrile

AIBN : 2,2-azobisisobutyronitrile

AFM : microscopie a force atomique

AMPS : 2-acrylamido-2-méthylpropanesulfonique
APTES : 3-aminopropyltriethoxysilane

BuMA : butyl méthacrylate

BDDA : 1,3-butanediol diacrylate

BME : benzoin méthyl éther

BP : benzophénone

BPO : dibenzoyl peroxyde

COC : copolymere d'oléfine cyclique

COMOSS : collocated monolith support structures
COV : composés organiques volatiles

CV : coefficient de variation

CZE : électrophorése de zone libre

DC : degré de conversion

DMPAP : 2,2-diméthoxy-2-phénylacetophénone
DVB : divinylbenzéne

EC : électrochromatographie

ECC : électrochromatographie capillaire

EDMA : éthyléne diméthacrylate

EHMA : éthyl hexyl méthacrylate

EtOH : éthanol

GABA : acide y-aminobutyrique

GMA : glycidyl méthacrylate

FEO : flux électroosmotique

FES : facteur d'enrichissement en signal

v-MAPS : 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate
2-HA : 2-hydroxyéthyl acrylate

HA : hexyl acrylate

HAP : hydrocarbure aromatique polycyclique



HILIC : chromatographie d'interactions hydrophiles

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance
IDA : acide iminodiacétique

ISC : conversion inter-systeme

ITP : isotachophorese

LC : chromatographie liquide

LiDS : dodécyl sulfate de lithium

LMA : lauryl méthacrylate

LPO : lauroyl peroxyde

MEB : microscopie électronique a balayage

MEKC : chromatographie électrocinétique micellaire

META : chlorure de méthacryloyloxyéthyl triméthylammonium
MTMPP : 2-methyl-4’-(methylthio)-2-morpholinopropiophenone
NDA : naphataléne-2,3-dicarboxaldéhyde

ODA : octadécyl acrylate

PC : polycarbonate

PE : polyéthyléne

PDMS : poly(diméthysiloxane)

PEDAS : pentaerythritol diacrylate monostearate

PEEK : polyétherétherkétone

PEGMA : polyéthylene glycol méthacrylate

PETA : pentaerythritol triacrylate

PMMA : polyméthacrylate de méthyle

SPM : sulfopropyl méthacrylate

TMPTA : triméthylolpropane triacrylate

UV : ultraviolet

XPS : X-ray Photoelectron Spectroscopy



Symboles

o : sélectivité entre deux composés

y : facteur de tortuosité

Vs : tension interfaciale solide-liquide
Vsc : tension interfaciale solide-gaz

VL6 : tension interfaciale liquide-gaz

6 : épaisseur de la double couche

€ : coefficient d'extinction molaire du photoinitiateur
€, : permittivité du vide

€,: constante diélectrique du milieu
€;: porosité totale du monolithe

n : viscosité

0 : angle de contact

A : longueur d'onde d'irradiation

Ac : longueur d'onde de coupure

Aex : longueur d'onde d'excitation

Aem : longueur d'onde d'émission

o : densité de charges par unité de surface

azadsorpu-on : contribution de I'adsorption sur la variance totale

02 gatection - contribution de la détection sur la variance totale
azdétem-on_v : contribution de la détection sur la variance totale en unité de volume
azélectmdispersion : contribution de I'électrodispersion sur la variance totale
azinj : contribution de l'injection sur la variance totale

02 ..t : contribution des effets externes sur la variance totale

azext,v : variance de la dispersion externe en unité de volume
O'Zjoule : contribution de I'effet joule sur la variance totale

azsep : contribution du processus de séparation sur la variance totale
0%¢,¢ @ variance totale

Heo : Mobilité électroosmotique

Hep,i : Mobilité électrophorétique de I'espece i

u : vitesse de la phase mobile

C: potentiel zéta

Y : force ionique



@ : flux de photons

&, : rendement quantique des espéces amorceuses

X : parametre qui tient compte des irrégularités de remplissage de la colonne
T: constante de temps du détecteur

a : aréte du canal en microsystéme

A : terme de remplissage

A, : absorbance

Aj qop : aire du pic correspondant au soluté d'intérét i de concentration connue
Aj ech < aire du pic correspondant au soluté d'intérét i a doser dans I'échantillon
B : terme de diffusion

B : réservoir contenant I'éluant

BW : réservoir contenant la poubelle de |'éluant

C:terme de résistance au transfert de masse

Ciaop : cONcentration connue du soluté i

Ciecn : concentration du soluté d'intérét i a doser dans I'échantillon

D : débit de la phase mobile

Dw : coefficient de diffusion moléculaire du soluté dans la phase mobile
d, : diamétre des particules constituant la phase stationnaire

E : champ électrique

F : constante de Faraday

FES : facteur d'enrichissement en signal

h, : signal obtenu en injection classique

h : signal obtenu aprés préconcentration

H : hauteur équivalente a un plateau théorique

| - intersection des deux canaux

[1] : concentration en photoinitiateur

ka : constante cinétique de I'étape d'initiation

k. : constante cinétique de I'étape de combinaison

kg : constante cinétique de I'étape de dissociation

ki : facteur de rétention de I'espece i

ko : constante cinétique de I'étape de propagation

k; : constante cinétique de |'étape de terminaison

| : épaisseur de I'échantillon irradié

L. : longueur occupée par le volume de soluté s'accumulant en téte de colonne



L; : longueur occupée par le volume injecté de matrice d'injection
Les : longueur du canal

Lren : largeur de la fenétre de détection

N : efficacité

Ng : bruit au noir

N, : bruit de lecture

P : intensité d'irradiation de la lumiere incidente

P, : intensité du rayonnement absorbé

Q¢ : efficacité quantique

Q. : quantité de soluté en phase mobile

Q, : quantité de soluté en phase stationnaire

R : constante des gaz parfaits

R : vitesse d'initiation

Rp : vitesse de polymérisation

Ror : vitesse de propagation

R; : vitesse de terminaison

S/N : rapport signal/bruit

S : réservoir contenant I'échantillon

SW : réservoir contenant la poubelle de I'échantillon
t : temps de polymérisation

t; : temps d'intégration

to : temps mort

tp : temps nécessaire a I'obtention d'un courant stabme
T : température

Tg : température de transition vitreuse

tm,i : temps de migration de I'espéce i

Vapp,i : Vitesse apparente de I'espéce i

Veo : Vitesse électroosmotique

Vep,i: Vitesse électrophorétique de 'espéce i

W : énergie d'irradiation
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Introduction générale

Depuis quelques années, le développement de I'analyse chromatographique sur site
constitue un des axes de développement de la chimie analytique [1]. L'objectif de I'opérateur est
I'analyse sur place d'un échantillon recueilli sur le terrain. Les systémes analytiques doivent étre
portables donc miniaturisés, simples d’utilisation et éventuellement jetables pour une utilisation
optimale lors de I'analyse sur le terrain [2]. Cette évolution a conduit, au début des années 90, a
l'essor des microsystémes séparatifs. Il s'agit de structures d’une dizaine de cm?® comportant un
réseau de canaux dont les dimensions sont typiquement de l'ordre de quelques micrométres ou
dizaines de micrometres, au sein desquels une étape d’injection, une étape de séparation et une

étape de détection sont successivement mises en ceuvre.

Pour I'analyse de milieux liquides, les microsystemes électrochromatographiques plastiques
remplissent parfaitement les trois critéres requis, a savoir portabilité, simplicité et usage unique. En
effet, I"électrochromatographie est une technique analytique combinant la présence d’une phase
stationnaire et la mise en mouvement d’un fluide par électroosmose [3, 4]. Elle allie ainsi les
avantages de la chromatographie et de I'électrophorése, c'est a dire une faible dispersion des solutés
en raison du profil plat de vitesse du flux électroosmotique, la séparation de composés neutres grace
a linteraction avec la phase stationnaire et I'apport d’une sélectivité supplémentaire pour les
molécules chargées. De plus, l'injection et la séparation des solutés sont conduites sous un champ
électrique généré par un générateur de tension et des électrodes, ce qui facilite la miniaturisation du
dispositif par comparaison a l'utilisation des systemes de pompage de la Chromatographie Liquide a

Haute Performance (CLHP).

De nombreux microsystemes électrochromatographiques en verre ont été développés
durant ces derniéres années mais le co(t élevé du matériau lui-méme et de la technologie de
fabrication ne permet pas d'envisager la conception d'analyseurs jetables. Des microsystemes
réalisés a partir de matériaux polymériques tels que le polyméthacrylate de méthyle (PMMA) ou le
polydiméthylsiloxane (PDMS) ont également été développés pour permettre de limiter les colts de
fabrication. Cependant, une adsorption trés importante des molécules (protéines, monomeres) dans
le cas du PDMS et une faible résistance aux solvants organiques pour le PMMA ont été constatées.
En revanche, le copolymére d’oléfine cyclique (COC) s'est avéré étre un matériau de choix pour la
fabrication des microsystémes. Ce plastique possede en effet de bonnes propriétés optiques, une
haute résistance chimique face aux solvants organiques et permet la fabrication de microsystemes

analytiques a des co(ts relativement faibles.

La mise en ceuvre de phases stationnaires dans des microcanaux en COC nécessite que ces
phases présentent des caractéristiques séparatives en adéquation avec ce format. Les étapes
d’introduction et d’immobilisation d’'une phase stationnaire particulaire, déja délicates a réaliser
dans le cas d’un capillaire, le sont encore plus dans le cas d’'un microcanal. Les phases stationnaires

monolithiques organiques, qui sont des structures polymériques, continues, poreuses, synthétisées
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in-situ par photopolymérisation, proposent une réelle solution a tous les niveaux : simplicité de mise
en ceuvre, possibilité de localiser la synthése sur une longueur définie du microcanal et qualité des
performances séparatives. De plus, de par leur mode de synthése, leur fonctionnalité peut étre
adaptée a un large domaine de séparations. Ces phases stationnaires monolithiques organiques
semblent réunir toutes les caractéristiques nécessaires a I'obtention de systemes miniaturisés bien
adaptés a I'électrochromatographie. Si I'apport de ces phases a largement été démontré en capillaire
de silice, leur synthése a rarement été exploitée dans des microsystemes plastiques. Partant de ces
constats, |'objectif de ce travail est de réaliser la synthese sous rayonnement UV d'un monolithe
organique robuste et performant dans un microsystéme en COC, ceci afin de développer un dispositif
analytique miniaturisé compatible avec I'analyse sur site. Ce dispositif implique l'intégration dans un
méme microsystéme de différentes étapes analytiques que sont l'injection de I'échantillon, la
préconcentration des analytes, la séparation et la détection des solutés. Les travaux présentés ici
portent sur le développement des étapes d'injection et de séparation. Par défaut, le mode de
détection utilisé est la fluorescence et les solutés d'intéréts sont naturellement fluorescents ou

dérivés avant injection pour les rendre fluorescents.

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, |'évolution des techniques séparatives
miniaturisées est décrite pour justifier I'intérét des microsystemes électrochromatographiques face
aux besoins actuels de la chromatographie. L'état de I'art sur l'utilisation des phases stationnaires
monolithiques organiques en microsysteme est ensuite établi en exposant particulierement leur
mode de synthese par photopolymérisation. Pour terminer, les voies de modification chimique de la

surface du COC permettant I'ancrage du monolithe sur les parois du microcanal sont présentées.

Le deuxieme chapitre est d'abord dédié a I'élaboration et a la mise en ceuvre des monolithes
acrylates en capillaire. L'ensemble des paramétres influengant la structure et les performances
séparatives du monolithe sont décrits. Ensuite, la transposition de la syntheése du format capillaire
vers le format microsystéme permet de mettre en évidence un certain nombre de verrous

technologiques qui sont levés dans la suite de |'étude.

Dans le troisieme chapitre, un nouveau procédé de synthese et d’ancrage des monolithes
acrylates a l'intérieur des microsystémes en COC est développé. Ce procédé se déroule en une seule
étape et utilise des photoinitiateurs de type I. Ces photoamorceurs sont a I'origine d’'un mécanisme
majoritaire générant des radicaux libres pouvant initier la polymérisation et d’'un mécanisme
minoritaire permettant d’abstraire des atomes d’hydrogene a la surface du matériau pour y greffer
des monomeres. L'ancrage du monolithe aux parois du microsysteme conduit a des efficacités trois

fois plus importantes que celles obtenues avec un monolithe non ancré.

Le quatrieme chapitre est consacré a |'optimisation des conditions d'irradiation dans le but
d'améliorer encore sensiblement les performances électrochromatographiques du monolithe, de
maniere a ce qu'elles soient comparables a celles observées en capillaire. L'influence de l'intensité
d'irradiation sur la structure et les performances séparatives du monolithe est particulierement

discutée.
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Enfin, le dernier chapitre décrit des applications potentielles du dispositif analytique
miniaturisé. La possibilité de mettre en ceuvre une étape de préconcentration en téte du canal de
séparation afin d'obtenir des facteurs d'enrichissement tres élevés sur des composés tests d'intérét
environnemental, est démontrée. Par ailleurs, des exemples de séparations de mycotoxines,
neurotransmetteurs et catécholamines sont présentés. Enfin, l'intérét de ['outil analytique
miniaturisé est illustré par des séparations électrochromatographiques de matrices réelles issues de
la fermentation du raisin et de la pomme (vin, cidre,...) dans le but de quantifier la concentration de

certaines amines biogénes (histamine et tyramine).

[1] Li, H. F., Lin, J. M., Anal. Bio. Chem. 2009, 393, 555-567.
[2] Throckmorton, D. J., Shepodd, T. J., Singh, A. K., Anal. Chem 2002, 74, 784-789.
[3] Bartle, K. D., Myers, P., J. Chromatogr. A. 2001, 916, 3-23.

[4] Smith, N. W., Carter-Finch, A. S., J. Chromatogr. A 2000, 892, 219-255.
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I.1. Etat de I'art sur les microsystéemes séparatifs

Depuis quelques années, I'analyse sur site constitue I'un des développements majeurs de la chimie
analytique [1]. Il s’agit d’une technique oU |'expérimentateur analyse directement sur place un
échantillon recueilli sur le terrain. L'objectif est de pouvoir identifier rapidement des composés issus
d’un mélange complexe, comme par exemple des traces de vie sur Mars [2] ou des polluants dans
I’eau [3]. Les systémes analytiques doivent étre portables, simples d’utilisation et éventuellement

jetables pour une utilisation optimale lors de I'analyse sur le terrain (Figure 1.1) [4].

Systéme
portatif

Analyse sur site

Systéme IS

ocauvre

jetable simple

Figure 1.1 : Critéres requis pour la mise en ceuvre de I'analyse sur site.

Il s’est avéré rapidement que les microsystemes permettaient de satisfaire ces 3 criteres. Un
microsystéme séparatif est une structure d’une dizaine de cm? comportant un réseau de canaux dont
les dimensions sont typiquement de I'ordre de quelques micrometres ou dizaines de micrometres, au
sein desquels une étape d’injection, suivie d’'une étape de séparation et enfin d’une étape de

détection sont mises en ceuvre.

Ces microsystémes séparatifs utilisent majoritairement des techniques électrophorétiques et offrent
la possibilité de réaliser des analyses dans des délais trés courts en consommant de faibles quantités
d’échantillon. La diminution des quantités nécessaires de réactifs permet la mise en ceuvre de
réactions spécifiques tout en maintenant des colts d’analyse relativement bas. Un des objectifs des
microsystemes analytiques est d’intégrer les différentes étapes de la chaine analytique, du
prétraitement des analytes a leur séparation et leur détection, dans un trés petit volume, de maniére
entiérement automatisée. La miniaturisation des différentes étapes d'analyse a permis de minimiser
les dispersions et d’accroitre rapidement les performances des méthodes analytiques en terme de
potentiel de séparation, de qualité de séparation, de durée d’analyse et par conséquent de colt

d’analyse [5-8]. De plus, I'utilisation de matériaux peu chers pour la fabrication des microsystémes
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permet de diminuer les colts de fabrication, procurant un caractére jetable a ces systémes

analytiques.

Le concept des microsystémes séparatifs a été élaboré par A. Manz, qui a démontré la séparation des
constituants d'échantillons de faibles volumes, en des temps trés brefs [9]. Plusieurs revues ont
régulierement fait le point sur le développement des microsystémes séparatifs qui présentent en
plus de l'aspect miniaturisé une forte capacité de traitement en parallele et une remarquable

aptitude a I'automatisation [10, 11]. Ces aspects permettent d'envisager des analyses a haut-débit.

I.1.1. Les différents substrats utilisés pour la fabrication des

microsystemes

Les premiers microsystémes dédiés a la séparation de solutés ont été fabriqués en silicium [9, 12] car
les techniques de gravure de ce matériau étaient maitrisées dans I'industrie de la microélectronique
(Micro ElectroMechanicalSystems ou MEMS). C'est I'élément le plus abondant dans la crolte
terrestre aprés I'oxygene, soit 25,7 % de sa masse. Il n'existe pas a I'état libre, mais sous forme de
composés tels que le dioxyde de silicium (SiO,) appelé silice (dans le sable, le quartz,

la cristobalite, etc.), ou d'autres silicates (dans les feldspaths, la kaolinite...).

Ce matériau présente I'avantage d’étre inerte chimiquement et de présenter une excellente stabilité
thermique. Cependant, le silicium est opaque a la lumiére visible, ne permet pas le transport de
solutions alcalines et manque d’isolation électrique. L'utilisation de techniques séparatives
électrocinétiques (sous champ électrique) couplée a une détection par absorption UV ou par

fluorescence est donc impossible avec ce type de matériau.

Le silicium a donc été progressivement remplacé par le verre qui, en plus d’étre un matériau
transparent pour la détection optique, permet de fabriquer des microcanaux de différentes tailles
(de 10 a 300 um) et de différentes compositions chimiques (pyrex et silice fondue). De plus, le verre
est un conducteur ionique a tres faible conduction et est tres résistant aux agressions chimiques. Les
colits de fabrication sont réduits bien que les techniques de gravure restent identiques a celles
utilisées pour le silicium. Le dépdt d’'une couche de résine photosensible sur le substrat est d’abord
réalisé. L'insolation de cette résine au travers d’'un masque permet de transférer le motif présent sur
le masque vers la résine par photolithographie UV. Une étape de gravure est ensuite appliquée
permettant de définir la forme et la profondeur des microcanaux. Les deux types de gravure les plus

utilisés sont :

» la gravure humide qui utilise des solutions chimiques (HF, HNOs, NHs, HsPO,) pour dissoudre
le silicium ou le verre par réaction d’oxydo-réduction [13, 14].

» la gravure ionique réactive anisotrope par plasma (ou DeepReactive lon Etching (DRIE)), qui
fait intervenir a la fois les effets d’'un bombardement ionique et d’'une réaction chimique. Un
plasma d’espéeces dissociées (électrons et radicaux ionisés) est généré dans le réacteur [15,

16]. Les plasmas employés sont a base de fluor (SF¢, CF4 ou CHFs).
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Les deux types de gravure peuvent avoir soit un caractére isotrope si le profil de la gravure est
symétrique dans toutes les directions de la région attaquée, soit un caractére anisotrope si une
direction donnée (plans cristallographiques) est privilégiée permettant ainsi d’obtenir des profils de
gravure directionnels. Il semblerait que la gravure humide permette de graver des structures plus
profondes que la gravure ionique (20 um au lieu de 5 um), a des vitesses plus élevées (1.2 um/min au

lieu de 0.11 um/min) et de meilleure qualité (rugosité de 5 nm soit 10 fois plus faible qu'en DRIE).

Le microsysteme est ensuite fermé par collage des deux plaques. Il existe plusieurs techniques de

collage [15, 17-20] :

v" e collage par fusion thermique est la méthode la plus répandue. Lors du chauffage a une
température supérieure a la température de transition vitreuse du matériau (celui-ci se
ramollit), 'eau présente a l'interface entre les plaques est évaporée de telle sorte que deux
groupes silanols forment un pont siloxane covalent entre les substrats.

v" le collage anodique est une technique de fermeture thermique assistée par un champ
électrique. Cette méthode combine la formation de ponts siloxanes et la création
d’interactions électrostatiques.

v"le collage par adhésion utilise une couche intermédiaire (colle ou dérivé polymérique) pour
sceller les deux substrats. Par exemple, la société Invenios a mis au point un procédé de
collage de deux plaques de verre qui se réalise a température ambiante et qui ne nécessite
pas un appareillage complexe [21], simplifiant ainsi la fabrication des microsystémes en
verre. Ce protocole, breveté en 2012, utilise une encre de grande résistance chimique et

thermique pour coller les plaques en verre.

Bien que les techniques de gravures de ces matériaux soient maitrisées et permettent d’obtenir des
microcanaux de dimensions 10 um x 10 um, le processus de fabrication est long, colteux et
nécessite des équipements tels qu’une salle blanche et un savoir-faire adéquat. Dolomite et Micronit
sont les deux sociétés leaders dans la fabrication et la vente de microsystemes en verre. Leurs
catalogues produits renferment un grand nombre de microsystemes de différentes géométries dont

le prix unitaire minimal est de I'ordre de 250 euros (Figure 1.2) [22].

Figure 1.2 : Photographies de quelques microsystemes en verre fabriqués par Micronit [22].

Durant ces dix derniéres années, le développement de nouvelles techniques de microfabrication a
permis la mise en ceuvre de matériaux polymériques. Un polymere est une substance généralement

organique ou semi-organique, caractérisée par la répétition d’'un ou plusieurs types de motifs
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monomeres. Le procédé de polymérisation est déclenché par une substance initiatrice et/ou un
changement des parametres physiques (lumiere, température, pression). Deux caractéristiques

physico-chimiques sont particulierement importantes pour la mise en forme des polyméres :

V" la température de transition vitreuse (T,) : lorsque la température d’une masse polymére est
au dessus de son Tg, elle est dans un état caoutchouteux proche d'un liquide tres visqueux.

v' la température de fusion (T,,) qui correspond au passage de I’état solide a I’état liquide.

La liste des polymeéres utilisés pour la fabrication des microsystemes est longue. Chacun d’entre eux
présente des avantages physicochimiques, optiques ou mécaniques trés intéressants ainsi que des
colts de production faibles. Le polyétherétherkétone (PEEK), par exemple, supporte des
températures de 250°C et est trés résistant chimiquement. Certains polymeres (Tableau I.1) comme
le polydiméthylsiloxane (PDMS), le polyméthylméthacrylate (PMMA), le polycarbonate (PC) et le
copolymere d’oléfine cyclique (COC) présentent une grande transparence. Ces matériaux sont aussi
des isolants électriques qui peuvent étre chargés avec des poudres appropriées pour les rendre

conducteurs ou encore pour changer leurs propriétés magnétiques.

Tableau I.1 : Liste des principaux polymeres utilisés pour la microfabrication.

s
PDMS Si-0 diméthylsiloxane -184
CHz |p

PMMA % Méthacrylate de méthyle 105
n

C ‘ C 9 bisphénol A (BPA)
PC § e O:|> carbonate 150

CH, n
T It '/j/—:;'"it"; norbonéne 136

coc ‘ 7 ethyléne (COC Topas 5013)

Le PDMS est aujourd’hui le matériau le plus utilisé pour la fabrication des microsystemes
polymériques [23-27]. Son utilisation dans le domaine des microtechnologies a été initiée par
I’équipe de Whitesides [63] puis, du fait des nombreuses qualités de ce polymere, elle s’est
généralisée pour les applications microfluidiques. En effet, le PDMS est tres simple a manipuler et
permet de répliquer parfaitement par moulage des motifs micrométriques. Sa manipulation
nécessite peu de matériel : une enceinte sous vide pour éliminer les bulles formées lors du mélange
et un four pour déclencher la réticulation. En plus de la simplicité de manipulation, le PDMS a les

propriétés suivantes [23, 24, 28] :

» C'est un polymeére hyper élastique. A l'instar du caoutchouc, il peut donc subir de trés
grandes déformations sans se dégrader et constitue donc un matériau de choix pour la

réalisation de membranes déformables.
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» il est biocompatible et donc utilisable dans le domaine médical.
» il est naturellement hydrophobe, mais il existe des traitements permettant de le rendre
hydrophile lorsque cela s'avére nécessaire [26, 29].

» il est poreux aux gaz, mais pas aux liquides.

Actuellement, le COC est le matériau le plus en vogue pour la fabrication des microsystémes [22, 24,
30-32]. Il remplace de plus en plus le PDMS dans les laboratoires de recherche car les phénomeénes
d’adsorption rencontrés lors de I'analyse de I’ADN ou de protéines y sont moins importants [18]. Le
COC absorbe 4 a 10 fois moins d’eau que le PMMA, le PDMS ou le PC [18]. De plus, il est résistant a
I’hydrolyse, aux acides, aux agents alcalins ainsi qu’aux solvants polaires tels que le méthanol. D’une
maniere générale, le COC possede une meilleure résistance chimique que les autres matériaux
polymériques (Tableau 1.2) [18] mais des propriétés mécaniques similaires au PMMA et au PC. De
plus, le COC est un trés bon isolant possédant une résistivité supérieure 3 10'® Q.cm. Il est donc
envisageable d'appliquer de forts champs électriques pour la mise en mouvement des fluides par

électroosmose dans des microcanaux en COC.

Tableau 1.2 : Résistance chimique des différents substrats polymériques utilisés en microsysteme. (+) résistant,

(°) peu résistant et (-) aucune résistance [18].

corp PMMA PC PS
Acids, dilute or weak + . + +
Acids, strong and conc. + — - v
Alcohols, aliphatic + - » 4
Aldehydes . ° ° =
Bases + ° =~ 4
Esters + 5 - =

Hydrocarbons, aliphatic - -
Hydrocarbons, aromatic - - - -

o

Ketones - - -

Enfin, le COC posséde de bonnes propriétés optiques proches du verre, ce qui permet d’envisager

des détections optiques (Figure 1.3) [18].

1007 Quartz glass (Fused Silica)
Laenl 80 -/
X
S 60
kel TOPAS 8007X10
3
£ 40 -
@
c
E 20-

0 (2 mm plaques)

200 240 280 320 360 400
Wavelength [nm]

Figure 1.3 : Transmittance des principaux matériaux polymériques dans le domaine UV [18].
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La société Microfluidic Chipshop est la société leader dans la fabrication des microsystemes en COC

dont le prix est inférieur a 30 euros piéce (Figure 1.4) [33].

Figure 1.4 : Schéma de quelques microsystemes en COC fabriqués par Microfluidic Chipshop [33].

Il existe deux voies de polymérisation du COC : soit par copolymérisation d’'un monomere cyclique
(norbornene) avec de I'éthylene (appelé TOPAS®), soit par polymérisation du norbornéene par

ouverture de cycle suivi d’'une hydrogénation (appelé ZEONOR®) (Figure 1.5) [18].

Ethylene
TOPAS

Chain

dey
Ethene R!

CHy——CH; n

R' R?

Ring Opening
Metathesis
Polymerizsation

m

ZEONOR

Hydrogenation

Figure I.5 : Les voies de polymérisation du copolymere d’oléfine cyclique (COC) [18].

Le monomere norbornéne est synthétisé a partir du cyclopentadiéne et de I'éthyléne suivant la
réaction de Diels-Alder [34]. Le pourcentage de norbornene présent dans la composition du mélange
de polymérisation a un impact important sur les propriétés physiques du COC TOPAS® et peu sur ses
propriétés optiques [34]. Ainsi, les différentes catégories (nommées "qualité") du COC TOPAS
peuvent étre établies en fonction du pourcentage de norbornéne, qui influe directement sur la

température de transition vitreuse T, (Tableau 1.3).
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Tableau 1.3 : Variation de la température de transition vitreuse T, en fonction de la qualité du COC [34, 35]

Qualité du TOPAS® Tg (°C) Norbonéne (% wt)

8007

5013

6013

6015

6017

Dernierement, Carlborg et al. ont développé le matériau thiol-ene (OSTE®) afin de palier au manque
de réactivité des substrats polymériques [36]. Ce matériau présente I'avantage d’avoir quasiment les
mémes propriétés physiques que le COC mais avec une chimie de surface plus accessible. Des
fonctionnalisations de surface de 'OSTE® peuvent étre réalisées directement sur des groupements
thiol ou des groupements allyliques présents a la surface du matériau. La densité de ces
groupements dépend de la composition initiale en triallyl et en tétrathiol du mélange de
polymérisation. L'OSTE est développé et vendu par la société Mercenelabs depuis Avril 2012 [37] et

peut réellement étre considéré comme un matériau d’avenir.

Deux techniques de micro-structuration sont majoritairement utilisées pour la fabrication de

microsysteémes polymériques [18, 38]:

- L'emboutissage a chaud ou hot embossing (Figure 1.6) est une technique de réplication dans
laquelle une surface thermoplastique est chauffée par I'outil a une température supérieure a sa
température de transition vitreuse T, et pressée sur un moule possédant la géométrie des micro-

canaux souhaitée [27].

= - N
a4
f
C ¢ c Il .
I
3 2 !
a4 a4 44 T 0
N N
> | mpy— > 2
F=0 F~ Eciz F~bC2 F = {adhesion)
|
(i) Micro- (ii) Embossing (iii) Long-range (iv) De-embossing
transport modes bulk transport
- S

Figure 1.6 : Représentation schématique de la technique hot embossing [39].

- Le moulage par injection ou injection molding (Figure 1.7) est une technique plus largement utilisée
dans l'industrie [40-42]. Dans un premier temps, I’enceinte renfermant la matrice est fermée, puis

chauffée au-dessus de la température de transition vitreuse T, du polymére et mise sous vide.
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L'injection du polymeére préalablement chauffé peut alors débuter. Apres refroidissement, la piece
est démoulée. L'avantage de cette technique est qu’elle permet de réduire les temps de fabrication

d’un facteur 10 par rapport a la technique de hot embossing.

Tool Heating and Cooling

Material Feed

—] \ l / Hydraulic Press
J

2

~—
Clamping *
Unit \\
[ ¥ \ Heated Screw
/ Injection Port
Mold Insert

To Vacuum Pump

Figure 1.7 : Représentation schématique de la technique de moulage par injection [43].

D’autres techniques de microfabrication telles que I'ablation laser [43], 'emboutissage a chaud sur
rouleau [44] ou le micro-usinage [18] sont actuellement en cours de développement. La société
Aremac [45] utilise le micro-usinage pour la fabrication des microsystemes COC car cette technique
permet de fabriquer facilement et rapidement des prototypes de géométrie variée sans avoir recours
a un moule de colt élevé. Les techniques de collage a base d'un mélange de solvant, d'un plasma UV,
d'une élévation de température ou d'une couche polymérique intermédiaire introduite par
irradiation UV permettent de sceller de maniére irréversible deux substrats polymériques [18, 27, 32,
35, 38, 46]. La liaison irréversible entre les deux morceaux aprés un traitement au plasma d’oxygéne
est due a la formation de groupements hydroxyles et a la conformalité du contact du fait des
propriétés élastomeres du matériau, ce qui conduit a la formation de liaison Si-O-Si dans le cas du
PDMS. Une rugosité trop importante risque de diminuer l'efficacité de ce contact, et donc de

I'adhérence.

L'ensemble de ces technologies de micro-fabrication permet I’élaboration d’un microsysteme en
qguelques heures, a faible colt pour ce qui est de la matiére premiere et ne nécessitant pas un
environnement de type salle blanche. Les polymeéres sont donc aujourd’hui des matériaux de choix

pour la réalisation de microsystémes dans les laboratoires de recherche.

Une étude réalisée en 2010 par la société Yole Developpement SA montre la répartition des
matériaux utilisés pour la fabrication des microsystemes en fonction du domaine d’application

(Figure 1.8)[47].
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Figure 1.8 : Répartition des différents matériaux utilisés pour la fabrication des microsystémes en fonction des

domaines d’application [47].

Nous remarquons rapidement que le choix du matériau dépend fortement du domaine d’application.
Les polyméres sont principalement utilisés dans le domaine des diagnostics cliniques/vétérinaires et
dans la recherche pharmaceutique (screening) pour leur caractére jetable (usage unique) permettant
d’éviter toute contamination croisée entre différentes analyses ainsi que pour leur biocompatibilité
avec les échantillons biologiques. A contrario, le verre et le silicium sont trés utilisés pour les
dispositifs d’administration de médicaments (drug delivery) pour éviter les phénomeénes
d’adsorption. Ces matériaux permettent également d’obtenir des dimensions de canaux plus faibles

gu’avec les polyméres.

Pour les systémes analytiques, les microsystémes verre sont trés utilisés car ce matériau a une chimie
de surface proche de celle des phases stationnaires classiquement utilisées en chromatographie, ce
qui facilite donc leur intégration. De plus, le verre est un matériau transparent compatible avec la
détection optique, ce qui simplifie fortement la miniaturisation des systemes analytiques classiques.
Cependant, de nombreux développements sont actuellement réalisés pour intégrer les matériaux

polymériques dans les systémes analytiques afin de réduire les colts de fabrication [25].

Au total, les microsystemes polymériques représentent plus de 50% du marché. Cette part devrait

augmenter dans les 10 prochaines années grace a leurs atouts indéniables.
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1.1.2. Les différents fluides utilisés en microsystémes

séparatifs

Les premiers microsystémes dédiés aux sciences séparatives ont utilisé un gaz comme fluide et sont
apparus en 1979, année ou la premiére micro-colonne chromatographique en phase gazeuse a été
réalisée sur un wafer de silicium par Terry et al. [12]. Les micro-colonnes utilisées mesurent
généralement entre 2 et 5 m de longueur avec une section carrée de 50 um x 50 um [48]. Les parois
des micro-colonnes sont recouvertes d’un film de phase stationnaire pour permettre la séparation de

COMpOosés gazeux.

Il existe un certain nombre de phases stationnaires dont les principales sont le phényl-
tris(dimethylsiloxy)silane [49], le tétrafluoroethylene [50], le diméthylpolysiloxane [51] et le
trifluoropropylméthylpolysiloxane [51]. Ces deux dernieres phases stationnaires ont permis la

séparation de 20 solutés de polarités différentes en moins de 10 minutes (Figure 1.9).

100 200 300 400 500

(b)

100 200 300 400 500 600
Time (s)

Figure 1.9 : Séparation de 20 solutés a 22°C avec une phase stationnaire (a) non-polaire dimethylpolysiloxane et

(b) polaire trifluoropropylmethylpolysiloxane [51].

La circulation du gaz dans les canaux micrométriques est difficile a réaliser et nécessite une
géométrie adaptée. Un grand nombre de géométries de microcolonnes chromatographiques en
silicium sont référencées dans la littérature (Figure 1.10): spirale circulaire, spirale carrée et serpentin
[49]. Il a été démontré que les micro-colonnes chromatographiques en serpentin permettaient
d’obtenir un nombre de plateaux théoriques plus important, donc une meilleure séparation en
minimisant la dispersion des solutés. De plus, cette géométrie permettait une meilleure répartition

du gaz dans tout le volume des microcanaux, facilitant ainsi sa circulation.
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Figure 1.10 : Différentes géométries des micro-colonnes chromatographiques.

(a) spirale circulaire, (b) spirale carrée et (c) serpentin [49].

Pour l'alimentation en gaz vecteur, les premieres colonnes chromatographiques développées
utilisaient des capillaires d’accés positionnés perpendiculairement au micro-canal [12, 49-54].
L'inconvénient majeur avec ce type de connexion réside dans |"apparition de pertes de charges non
négligeables engendrant au final des fuites sous I'effet de la pression d’entrée du gaz vecteur et de la
température. Récemment, une nouvelle géométrie a été développée, utilisant les techniques
d’usinage du silicium. Ces nouvelles micro-colonnes présentent des connections réalisées dans I'axe
du micro-canal afin de limiter les pertes de charges en entrée [45]. Ces micro-colonnes
chromatographiques sont généralement placées en amont d’un capteur semi-conducteur de type
Sn0O, permettant de détecter sélectivement les composés organiques volatiles (COV) dans
I'atmosphere tels que le benzéne, le toluéne ou le fluorure d’hydrogéne [55]. Une étape de
préconcentration sur charbon placé en amont de la micro-colonne chromatographique a ainsi permis

d’améliorer les limites de détection des COV [45].

Les microsystemes séparatifs en phase liquide ont également été trés développés. Manz et al. ont
réalisé le premier microsystéme en silicium/pyrex pour la chromatographie liquide en 1990 [9]

(Figure 1.11).

: Bibliographie générale

Chapitre |

[EY
~N



detector area

hole through
chip

column
outlet

electrode
contact

column

Figure 1.11 : Schéma général du microsystéme séparatif en silicium développé par Manz et al. [9].

Ceci a eu pour effet de dynamiser la recherche dans le secteur des microsystemes séparatifs, comme
en atteste l'augmentation exponentielle du nombre de publications dans le domaine de la

microfluidique depuis 1990 (Figure 1.12) [56].
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Figure 1.12 : Augmentation du nombre annuel de publications dans le domaine de la microfluidique depuis

1990 [56].

Les microsystémes a flux segmenté (segmented-flow microfluidcs ou digital microfluidics ou droplet-
basedmicrofluidics) sont un bon exemple de la formidable capacité d’utilisation de ces
microsystemes [56]. lls permettent par I'intermédiaire de deux liquides non miscibles de générer un
flux de gouttelettes a I'intérieur du micro-canal sous I'action de micropompes [57] ou de lumiere
[58]. Chaque gouttelette, agissant comme un microréacteur, est produite a haute fréquence (de
I'ordre de quelques kHz) et a des volumes allant jusqu’au femtolitre [59]. L’avantage indéniable de
cette technologie est de pouvoir réaliser un grand nombre d’expériences simultanément étant donné
la formation rapide des gouttelettes, et donc de réduire les durées d'expérience. Par exemple, il est
possible, par I'intermédiaire d’un gradient de trouver tres rapidement les conditions de cristallisation

des protéines (300 000 échantillons peuvent-étre étudiés en 100 s sous une fréquence de 3 kHz)[59].

La génération de gouttelettes peut étre réalisée passivement en utilisant la géométrie du canal ou

activement par l'intermédiaire d’un champ électrique (Figure 1.13). Diverses opérations ont été
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réalisées en utilisant ce procédé telles que la fragmentation [60], la fusion [61], le mixage [62] ou la

sélection de gouttelettes [63].

Figure 1.13 : Utilisation d’un microsysteme a flux segmenté pour mélanger deux liquides sous forme de

gouttelettes [59].

Ce genre d’utilisation des microsystémes est assurément prometteur comme en atteste le trés grand
nombre de publications scientifiques qui paraissent chaque année dans le journal "Lab on a Chip".

Cependant, ils ne sont encore pas utilisés comme outil de séparation de solutés.

Trois modes de mise en mouvement des liquides a l'intérieur des microsystemes séparatifs sont
référencés :

v" le flux hydrodynamique généré par centrifugation

v le flux hydrodynamique généré par pression

v le flux électroosmotique

1.1.3. Les microsystémes a force centrifuge

Etant donné I'omniprésence de la centrifugation dans les techniques macroscopiques de séparation
sanguine, la miniaturisation de cette technique est devenue une option évidente en microsystéme
[64, 65]. L'utilisation de la force centrifuge comme moyen de mise en mouvement des liquides est
utilisée depuis la fin des années 60 [53]. La vitesse des fluides au sein du microsysteme dépend de la
vitesse de rotation ainsi que de la résistance hydrodynamique. Des débits variant de quelques nL.s™ &

1 mL.s' peuvent-&tre générés avec ce type de microsystéme [53].

Parmi les différents microsystemes fondés sur la centrifugation, on distingue ceux concernant
I’adaptation de la centrifugation standard sur un CD en rotation (chip CD). Cette configuration a été
utilisée par la société Abaxis afin de commercialiser un analyseur clinique jetable au début des
années 1990 (Figure 1.14) [66]. Ce systéme, permettant le diagnostic des maladies dans le sang, est

constitué d’un microsysteme plastique en forme de CD et de plusieurs cartouches contenant des
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réactifs sous forme de poudre et introduits dans des réservoirs usinés dans le microsystéme. Madou
et al. ont développé un microsysteme similaire permettant de réaliser 24 tests ELISA en méme temps

[67]. Chaque étape du test ELISA est contrélée par la vitesse de rotation du microsystéme.

Figure 1.14 : Représentation schématique d’un microsystéme utilisant la force centrifuge comme un moyen de

mise en mouvement des fluides dans les microcanaux [53].

Sur le méme principe, I'analyse d’anticorps a été réalisée par immunoaffinité en immobilisant des

métaux a la surface du verre [64].

Ces microsystemes sont actuellement trés développés dans le domaine médical car ils permettent de

diminuer considérablement le temps des analyses ainsi que la quantité d’échantillon injectée.

Cependant, ces microsystémes a force centrifuge ont été trés peu utilisés pour la séparation de
solutés. Ainsi, un seul groupe de recherche a travaillé en 2004 dans ce domaine et a pu obtenir
I’analyse d’une digestion de BSA [68]. Ils ont couplé une puce CD avec un spectromeétre de masse
(MALDI) afin de pouvoir analyser quasi-simultanément 96 échantillons. Le canal de séparation
contient des microstructures de type COMOSS pour retenir et préconcentrer la BSA avant qu'elle soit

nettoyée, cristallisée et envoyée dans le MALDI pour la détection.

1.1.4. Les microsystémes séparatifs a flux hydrodynamique

La mise en mouvement des liquides par I'application d’une pression générée par des pompes
mécaniques (externe ou interne) a été trés utilisée dans le domaine de la miniaturisation des
sciences séparatives [69]. La technique NanoLC qui consiste a mettre en ceuvre la chromatographie
liquide par le biais d'une pompe externe dans des colonnes capillaires de diametre interne variant de
10 a 100 um, a tres rapidement trouvé sa place dans les laboratoires. La société Agilent Technologies
(Santa Clara, Etats-Unis) a développé une approche "top-down" en intégrant la boucle d'injection et
la colonne de séparation dans un microsystéme en polyimide (Figure 1.15) [70] appelé chip LC-MS. Ce
dispositif a permis d’améliorer considérablement la robustesse de linstrumentation, sa facilité

d’utilisation et la réduction des risques de fuites. En termes de performances, il a été démontré que
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I'intégration d’une partie de linjecteur dans le microsysteme minimise les phénomenes de

dispersion externe et permet donc d’améliorer les séparations (Figure 1.16) [70].

Figure 1.15 : Photographie de la chip LC-MS d’Agilent [56].
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Figure 1.16 : Séparation d’une digestion tryptique de BSA par I'intermédiaire d’'une phase stationnaire

particulaire C18 introduite (a) dans un capillaire et (b) dans la chip LC-MS d’Agilent [71].

Un autre microsysteme chromatographique, appelé cHiPLC, a récemment été mis sur le marché par
la société californienne Eksigent (Dublin, Etats-Unis) [72]. La puce en verre pouvant contenir des
particules de silice fonctionnalisées Cy5 de différentes tailles est positionnée sur une station d'accueil

permettant sa connexion sans volume mort au systéme d'injection.

Le systeme de pompage constitue une composante instrumentale essentielle des microsystemes LC.
Dans de nombreux cas, il consiste en un jeu de pompes classiques externes qui sont connectées a la
puce chromatographique par l'intermédiaire d'un diviseur de débit [71, 73, 74] ce qui anéantit
completement I'argument de I'’économie de solvant. Il a donc été important de développer des
micropompes externes, capables de délivrer des débits de I'ordre du nanolitre par minute, tout en
conservant des gammes de pressions de quelques centaines de bars [75, 76]. Le systeme

cHiPLCNanoflex de la société Eksigent [72] présente deux micropompes pneumatiques externes
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munies de capteurs de débit permettant de mettre en mouvement la phase mobile en amont de la
chambre de mélange. La régulation de trés faibles débits au niveau de chacune des pompes en début
et en fin de gradient est cependant difficile a obtenir. Il est nécessaire de miniaturiser la chambre de

mélange pour minimiser le temps de délai du gradient.

Lors de la mise en ceuvre de gradient en microsystéme, un autre point critique peut étre le volume
de délai. En effet, les débits étant extrémement faibles, le temps de délai résultant est important.
Brennen et al. [77] ont résolu ce probleme en intégrant également la chambre de mélange sur la
puce. Dans cette approche, le gradient est préparé et stocké en amont, si bien que la durée de délai
est significativement réduite, avec un volume de délai de quelques nanolitres. En contrepartie, cela
signifie que le volume de gradient (volume nécessaire entre la composition initiale et la composition

finale du gradient) devient fixé par I'architecture de la puce.

Cette approche top-down consistant en la miniaturisation des instruments classiques de
chromatographie liquide est intéressante mais complique la mise en ceuvre de ces systemes

analytiques. Ces chip-LC ne sont donc pas envisageables pour I'analyse-sur-site.

Les micro-pompes électrochimiques intégrées dans le microsystéme permettent de contourner ce
probléme. Elles sont basées sur la production d’un gaz par électrolyse a I'intérieur d’un réservoir en
utilisant une faible tension de 20 V. Sous une tension faible, elles permettent d’appliquer des
pressions de 15 — 20 bars et de générer des débits de phase mobile de I'ordre de 80 nL/min dans des

micro-canaux partiellement [78] ou totalement remplis [15].

Les pompes électroosmotiques sont également un autre moyen d’appliquer une pression dans des
dispositifs miniaturisés. Elles permettent de générer des débits de I'ordre de quelques centaines de
nL/min par I'application d’un champ électrique. Plusieurs groupes de recherche ont utilisé le principe
d’électro-osmose (détaillé dans la partie I.2.1) pour mettre en mouvement un liquide dans des micro-
canaux. Lazar et al. ont congu un réseau de 200 nano-canaux dans une puce en verre afin de générer
un flux électrosmotique et ainsi permettre 'application d’'une perte de charge dans un micro-canal
de 2 cm de long rempli de particules de silice C;g 5 um [17]. Le groupe de Collins a, quant a lui, utilisé
le flux électroosmotique généré par une phase stationnaire particulaire de silice pour mettre en
mouvement le liquide dans une deuxiéme phase stationnaire placée en aval [79] (Figure 1.17). Un
champ électrique de 670 V/cm est appliqué entre les réservoirs Pl (contenant I'électrolyte) et PO
(poubelle) afin de mettre en mouvement le liquide dans la seconde phase stationnaire. L'application
d'un champ électrique entre le réservoir Sl, qui contient I'échantillon, et PO permet de réaliser des

injections dans la deuxieme colonne.
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Figure 1.17 : Schéma du dispositif de Collins qui utilise une premiére phase stationnaire pour la mise en

mouvement d’un liquide dans une seconde phase stationnaire [79].

Ces micro-pompes électrochimiques ou électroosmotiques permettent de miniaturiser au maximum
I'instrumentation pour le rendre portatif mais ne permettent pas de générer des débits

suffisamment importants et sont encore a I'état de prototype.

1.1.5. Les microsystémes séparatifs a flux électrocinétique

L'utilisation de champs électriques appliqués aux bornes des espaces de travail est a ce jour le moyen
le plus simple pour miniaturiser toutes les étapes nécessaires a l'analyse (injection, élution, ...). La
mise en mouvement des espéces est alors due au flux électroosmotique et/ou au flux
électrophorétique qui s'établissent dans les canaux (ces flux sont détaillés dans la partie 1.2). Les
champs électriques sont délivrés par un générateur de tension via des électrodes plongées dans les

réservoirs a I'extrémité des canaux.

L'utilisation de cette instrumentation facilite la miniaturisation des systemes analytiques, a la
différence des systémes de pompage utilisés en LC. De plus, 'un des points forts du flux
électroosmotique est de présenter un profil de vitesse plat (contrairement au profil parabolique
observé en flux hydrodyamique) permettant de minimiser la dispersion des solutés dans les micro-

canaux.

Les séparations électrocinétiques en microsysteme ont été trés développées comme en attestent les
revues de Wu [80] ou de Karlinsey [81]. Ces séparations sont réalisées par électrophorése de zone
libre (CZE), par isotachophorese (ITP), par chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC) ou

par électrochromatographie (EC).

L'électrophorése de zone libre (CZE) est la technique électrocinétique la plus simple a mettre en
ceuvre et la plus utilisée dans les microsystemes [28]. Le principe de cette technique consiste a
séparer les espéeces chargées positivement ou négativement. Par |'application d’'un champ électrique,
ces especes acquierent une vitesse apparente (vippi) qui est la somme algébrique de la vitesse

électrophorétique de I'espéce (vep,) et de la vitesse électroosmotique du milieu (veo).
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Vapp,i = Vep,it Veo = (uep,i+ueo)-E (Il)

Hepi €t Heo SONt respectivement la mobilité électrophorétique de I'espéce et la mobilité
électroosmotique du milieu. E est le champ électrique appliqué entre les extrémités du canal. La
Figure 1.18 montre la séparation de 4 acides aminés réalisée dans un microsystéme en PDMS/verre a

un pH ou les solutés sont chargés.
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Figure 1.18 : Electrophérogramme d’un mélange de 4 acides aminés dérivés par le naphthaléne-2,3-

dicarboxyaldéhyde (NDA) sur un microsystéme en PDMS/verre [28]. Tampon borate de sodium 75 mM pH 9.2.

La CZE a aussi connu un développement considérable dans le domaine biologique et biomédical avec
notamment les séparations électrophorétiques d’ADN [82]. L’'inconvénient majeur est que
I’électrophorese de zone ne permet pas la séparation des solutés neutres. Ces espéces ont, en effet,

une mobilité électrophorétique nulle et migrent toutes a la vitesse électroosmotique.

L'isotachophorése (ITP) est également un moyen simple de séparer des solutés chargés en
microsysteme. Dans cette technique, le canal est rempli d'un électrolyte constitué d'un ion ayant une
mobilité supérieure a celle de tous les ions a séparer (électrolyte leader). Les ions a séparer sont
ensuite injectés dans le canal, puis I'extrémité du canal est remplie d'un électrolyte constitué d'un
ion ayant une mobilité inférieure a celle de tous les ions a séparer (électrolyte terminal). Sous
I'influence du champ électrique, tous les ions s’organisent progressivement en bandes adjacentes
dans l'ordre de leur mobilité décroissante, entre I'électrolyte leader qui ne peut étre dépassé et
I’électrolyte terminal qui ne peut dépasser les ions a séparer. Apres une période transitoire de
séparation, un état stable est atteint dans lequel tous les ions, quelle que soit leur mobilité, migrent
a une vitesse identique imposée par I'électrolyte leader. La concentration des ions est également
imposée par la concentration de |'électrolyte leader et ceci indépendamment de leur concentration

dans I'échantillon. L'ITP est donc un moyen de séparation et de préconcentration.

Les excellentes revues de Gebauer [83, 84] résument |'utilisation de la technique ITP en capillaire.
Grace a cette technique, Bodo et al. ont par exemple proposé une méthode simple de dosage de

I'acide glutamique, I'acide benzoique et les parabénes dans des aliments (viande, soupe, ketchup,
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confiture..) [85]. Récemment, Vio et al. ont réalisé la séparation par ITP de 13 lanthanides en

microsystéme COC couplé a I'lCP/MS pour la détermination des rapports isotopiques des espeéces

(Figure 1.19)[86].
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Figure 1.19 : Séparation de 13 lanthanides par ITP (a) en capillaire et (b) en microsystéeme COC [86].

Pour permettre la séparation des solutés neutres et élargir la sélectivité de la CZE ou de I'ITP, il est

nécessaire d'introduire un mécanisme de séparation de type chromatographique, faisant intervenir

des interactions des espéces avec une phase stationnaire [87].

En chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC), I'introduction d’un tensioactif dans le milieu

séparatif permet la séparation de solutés de mobilités identiques grace a leur distribution différente

entre les micelles et le milieu aqueux. La séparation de 18 acides aminés dérivés par le naphtaléne-

2,3-dicarboxaldehyde (NDA) a par exemple été réalisée sur un microsystéme en verre en présence de

30 mM de SDS (Figure 1.20) [88].
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Figure 1.20 : Séparation par MEKC de 18 AA dérivés par le naphthaléne-2,3-dicarboxyaldéhyde (NDA) sur un

microsystéme en verre en présence de 30 mM de SDS [88]. leucine (1), arginine (2), dopamine (3), sérine (4),

thréonine (5), asparagine (6), glutamine (7), glycine (8), citrulline (9), alanine (10), histidine (11), acidee B-

aminobutyrique (12), taurine (13), acide y-aminobutyrique (14), glutamate (15), valine (16), aspartate (17),

isoleucine (18).

Sur un microsysteme, la possibilité de coupler plusieurs étapes de séparation avec de faibles volumes

morts et de faire des analyses rapides et efficaces,

a permis d'implanter des analyses
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multidimensionnelles alliant par exemple une séparation par MEKC et une séparation en CZE dans un

canal verre de 1,3 cm de long (Figure 1.21) [89].
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Figure 1.21 : Analyse bidimensionnelle d’un digestat de sérum bovin par de la trypsine d'albumine [89].

Cependant, en MEKC, la force ionique des électrolytes utilisés est tres élevée, ce qui génere de |'effet
Joule difficile a dissiper en microsystéme. Cela perturbe la formation de la pseudo-phase stationnaire
et la distribution des solutés entre la pseudo-phase stationnaire (les micelles) et le milieu. Par
conséquent, la reproductibilité des analyses est difficile a assurer, ce qui limite I'utilisation de la

MEKC en microsystéme.

Pour palier a cet inconvénient tout en gardant les avantages de la MEKC (possibilité de séparer des
solutés neutres et élargissement de la sélectivité pour les solutés chargés), il est intéressant de
mettre en ceuvre ['électrochromatographie (EC) qui utilise une vraie phase stationnaire de

chromatographie en phase liquide, préalablement introduite dans le canal de séparation.

I.2. Description théorique de I'électrochromatographie

L’électrochromatographie (EC) a été mise en ceuvre pour la premiere fois en capillaire dans les
années 80 par Jorgenson et al. [90], puis par Knox [91], mais son développement réel date du début
des années 90. La séparation électrochromatographique résulte de trois phénomenes qui sont la
migration électroosmotique de la phase mobile, la migration électrophorétique des solutés et la

distribution des solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire.

1.2.1. Flux électroosmotique

Lorsqu’une surface (canal ou particules de phase stationnaire) présentant des charges fixes (par

exemple négatives) est mise en contact avec un électrolyte, des charges de signe opposé (positives)
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s’accumulent au voisinage de l'interface liquide-solide et forment une double couche (Figure 1.22).
Celle-ci se décompose en une premiere couche de cations, dite compacte, car ces derniers sont
completement adsorbés le long de la paroi chargée négativement (couche de Stern). La deuxieme
couche dite diffuse se compose essentiellement de cations mobiles (couche de Gouy- Chapman) [92,
93]. Cette formation de deux régions de charges opposées est décrite par le modéle de double
couche électrique. Cette double couche peut étre assimilée a deux condensateurs de capacités C; et
C,dans lesquels le potentiel décroit linéairement.
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Figure 1.22 : Représentation de la formation de la double couche électrique a proximité de la paroi de capillaire

selon le modele de Stern [94].

Cette accumulation de charge est caractérisée par un potentiel de surface ou potentiel zéta
(¢) correspondant au potentiel appliqué a la couche diffuse [95-98] :

£=22 (12)

5
ou 6 est I'épaisseur de la double couche, o est la densité de charges par unité de surface et ¢, est la

constante diélectrique du milieu.

Cette double couche possede une épaisseur § de 1 a 10 nm exprimée par :

s-(5) " 09)

&y est la permittivité du vide, R la constante des gaz parfait, F est la constante de Faraday, T est la
température et Y est la force ionique de la solution. Plus la force ionique est élevée, plus la portée

des interactions est courte.

Lors de I'application d’'un champ électrique tangentiel a la surface, les charges excédentaires de la
couche diffuse migrent en direction de I'électrode de signe opposé (la cathode) entrainant avec elles
I’ensemble des molécules de solvant et créant ainsi un écoulement de toutes les especes présentes
dans le canal [6, 7, 97]. Ce flux électroosmotique (FEO) est caractérisé par sa vitesse linéaire v,,,

donnée par la relation de Helmotz-Smoluchowski [99] :

Le
Veo = == = UeoE  (1.4)
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et Ueo= EOZrE (1.5)

Ueo représente la mobilité électroosmotique, Lo est la longueur du canal, t, est le temps mort et n

est la viscosité de I'électrolyte.

La mobilité électroosmotique u,, dépend notamment de paramétres expérimentaux tels que le pH
et la force ionique de I"électrolyte. Ces parameétres influencent non seulement le taux d’ionisation
des groupements silanols, donc la densité de charge surfacique, mais aussi I'épaisseur de la double
couche. D’autre part, la présence de solvant organique dans |’électrolyte modifie aussi le flux
électroosmotique en raison de son influence sur le potentiel zéta, sur la viscosité et sur la constante

diélectrique du milieu.

Le flux électroosmotique présente I'avantage de générer un profil d’écoulement plat, contrairement
au profil parabolique du flux hydrodynamique rencontré en chromatographie en phase liquide
(Figure 1.23). Dans le cas de I'écoulement électroosmotique, la vitesse est uniforme tant que le
diamétre de passage de la phase mobile entre les grains de phase stationnaire reste largement

supérieur a I"épaisseur de la double couche.

A.
—_—
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B.
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Figure 1.23 : Profils d’écoulement dans une colonne de séparation. (A) : sous pression, (B) sous champ

électrique [100].

Le flux électroosmotique permet donc de réduire la dispersion liée a I'anisotropie de I'écoulement

habituellement observée en chromatographie liquide [101, 102].

1.2.2. Electromigration
Comme en électrophorese de zone, les solutés chargés soumis a un champ électrique E ont une
vitesse électrophorétique :
Vep,i = Hep,iE  (1.6)
oU Uep; est la mobilité électrophoreétique effective du composé i qui lui est propre dans un milieu
donné. u.p; est fonction de sa charge électrique et de sa taille. Un ion est donc d’autant plus mobile

que sa charge est élevée et que sa taille (ou son rayon ionique hydraté) est faible. p.p; dépend
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principalement du pH et de la force ionique du tampon, de I'ajout d’'une espéce complexante au

tampon et, enfin, de la viscosité du milieu.

L'électromigration s’effectue dans le sens du champ électrique pour les cations (mobilité
électrophorétique positive) et dans le sens opposé pour les anions (mobilité électrophorétique

négative).

1.2.3. Rétention chromatographique

La rétention d’'un composé est caractérisée par son facteur de rétention k; qui est égal au rapport des

guantités de soluté présentes a chaque instant dans la phase stationnaire et dans la phase mobile :
Qs
ki =— (1.7
=g (1L7)

avec @, la quantité de soluté en phase stationnaire et Q,, la quantité de soluté en phase mobile.

En considérant que, lorsque le soluté est en phase stationnaire, sa vitesse de migration est nulle, la

vitesse de migration moyenne du soluté s'écrit :

Q
Vapp,i = (Veo + Vep,i) (TTQS) (1.8)

Veo + Vep,; représente la vitesse du soluté en phase mobile et Q,/(Q, + Q;) représente la
proportion de soluté en phase mobile. Compte tenu des équations 1.6, 1.7 et 1.8, la vitesse apparente
du soluté devient :

_ Heo t Uep,i

Vappi =~ 2 E (19)

d'ol I'expression du temps de migration du soluté en électrochromatographie :

L L 1+k;
b s = _L i (1.10)
’ Vapp,i E Ueo t Uep,i

Dans le cas d'un soluté neutre (u., = 0), le facteur de rétention k; peut étre calculé a partir de

I'équation 1.10 :

k; = % (1.11)

o

ou tn; est le temps de migration du soluté et t, est le temps d’élution d’un composé neutre non

).

L
Epeo

retenu (t, =

La sélectivité a qui traduit I'aptitude de la phase stationnaire a séparer deux solutés, est définie par :

ke
a =, (1.12)

1
k, est le facteur de rétention du soluté le plus retenu et k; est le facteur de rétention du pic le moins

retenu.
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1.2.4. Nombre de plateaux théoriques
Les constituants d'un mélange présentant des caractéristiques de distribution différentes
progressent dans la colonne a des vitesses différentes et sont élués et détectés a des temps de
migration t,, ; différents. Les solutés subissent également un phénomene de dispersion qui se traduit
par un élargissement de la zone d'échantillon. Le pic chromatographique qui en résulte représente la
distribution statistique (gaussienne) des temps de transit des molécules de soluté a travers le

systeme. Cette dispersion peut étre préjudiciable a la qualité de la séparation [98].

Le nombre de plateaux théoriques observé N,,s permet d'évaluer I'élargissement des pics. Il est

défini par :

tm,iz
Nops = 2100 (1.13)

O'zt

ol 02, est la somme des contributions de la dispersion induite par le processus de séparation ozsep

et de la dispersion générée par les effets externes Olert :

2 2 2
O tot= 0 sept O ext (|'14)

La relation 1.13 permet de calculer N, directement a partir du chromatogramme ou oy, est I'écart-

type du pic ou sa demi-largeur aux 3/5°™ de sa hauteur.

Les phénomenes dits externes susceptibles de générer de la dispersion lors des séparations sont

exprimés par la relation suivante:

2 _ 2 2 2 2 2
O ext=0 joule +0 électrodispersion +0 adsorption +0 injection + O detection (|-15)

Les sources éventuelles de |a dispersion externe sont par conséquent :

V' |'effet Joule : si le systéme ne permet pas de dissiper convenablement la puissance dissipée
par effet Joule, il en résulte un gradient radial de température a I'intérieur de la colonne qui
modifie les caractéristiques du profil d’écoulement du liquide.

v' |'électrodispersion : ce phénoméne résulte de la dispersion par électromigration pouvant se
produire dans le créneau d’échantillon si sa composition differe de celle de I"électrolyte de
migration.

v" l'adsorption : I'interaction des solutés avec la paroi du capillaire ou du canal est une source
de dispersion dont il est possible de limiter les effets par des ringages fréquents et adaptés.

v l'injection : la réduction de la longueur du créneau injecté et de sa proportion par rapport a
la longueur du capillaire permet de réduire la dispersion liée a I'injection.

v' la détection: cette dispersion dépend du détecteur utilisé. Celle-ci est en général

correctement paramétrée dans les appareils commerciaux.

Dans les conditions optimales ou les phénomeénes de dispersion externes sont négligeables, seule la

diffusion induite par le processus de séparation est responsable de la dispersion.

02t0t= 0'Zsep (|-16)
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En regroupant les équations 1.13 et 1.14, N, devient :

Ny = —mit__ Nsep )49
obs 2 L OZext L I2ext .
0%sep| 1+— 1+—
P T%sep 0%sep

Ngep €tant le nombre de plateaux théoriques intrinseque de la colonne qui est fonction de la

longueur de la colonne L et de la hauteur équivalente a un plateau théorique H :

2
Noep = 2= = (1.18)

ep = % 5o
Plus la colonne est longue et/ou plus la hauteur de plateau H est faible, plus la colonne est efficace.
Afin d’obtenir des efficacités importantes lors des analyses aprés réduction de la dispersion externe,
il faut optimiser les conditions expérimentales afin d’obtenir une hauteur de plateau H minimale. I
existe plusieurs équations permettant de modéliser la hauteur de plateau H en fonction de la vitesse

en phase mobile u. Pour des colonnes monolithiques, c’est I’équation de Van Deemter qui est la plus

utilisée [97, 98] :

H=A+2+C. (1.19) avec @ = vy + Ve,

La courbe correspondante est une branche d'hyperbole qui passe par un minimum définissant une

vitesse optimale (Figure 1.24).

B/u
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Figure 1.24 : Courbe de Van Deemter

Les trois coefficients numériques expérimentaux A, B et C correspondent aux trois principaux

phénomenes intervenant lors de I'avancement de la bande de soluté dans la colonne :

= A - terme de remplissage : Ce terme représente |'anisotropie d'écoulement ou le facteur de
diffusion d'Eddy qui est lié au profil d'écoulement de la phase mobile a travers la phase
stationnaire, souvent associée a la présence de chemins préférentiels. Ce terme dépend ainsi de
I’'homogénéité de la structure de la phase stationnaire ainsi que du type de flux généré

(hydrodynamique ou électrocinétique). Il est égal a:

A =2xd, (1.20)
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ou x est le paramétre qui tient compte des irrégularités du remplissage de la colonne et d, est le
diameétre des particules constituant la phase stationnaire. Ainsi, plus le diamétre des particules est

petit et de taille homogene, plus le terme A est petit.

v' B/u - terme de diffusion : Il traduit la tendance naturelle des molécules de solutés a se disperser
qguand il existe un gradient de concentration. Le phénomeéne de diffusion est prédominant a des
vitesses de phases mobiles faibles. L'influence de ce phénomeéne sur la hauteur d’un plateau est

représentée par la relation :

B = 2yD,, (1.21)

avec y est le facteur de tortuosité ou d’obstruction tenant compte de la sinuosité du parcours du

fluide et Dy est le coefficient de diffusion moléculaire du soluté dans la phase mobile.

v' C.u-terme de résistance au transfert de masse : Il traduit la difficulté des solutés a se répartir a
|'équilibre entre les deux phases lorsque le déplacement de la phase mobile devient trop rapide.
Ce terme augmente donc avec la vitesse de la phase mobile. La constante C est donnée par :

kidy®

- 30(1+k;)2Dp (1.22)

ou D, est le coefficient de diffusion intra-particulaire (phase stagnante).

Il est évident que la structure de la phase stationnaire va jouer un role primordial dans I'obtention
d'une colonne efficace, par la réduction des termes A (diameétre des particules), B (tortuosité) et C

(volume de phase stagnante).

1.2.5. Préconcentration des échantillons en électrochromatographie

La préconcentration consiste a augmenter le volume d'échantillon injecté, donc la quantité injectée

et par suite la hauteur du pic, tout en minimisant la dispersion des solutés.
En électrochromatographie, plusieurs phénomeénes de préconcentration sont possibles :

origine chromatographique : la force éluante du solvant de solubilisation de I'échantillon est
beaucoup plus faible que la force éluante de la phase mobile d'élution. Durant I'étape A (Figure
1.25), le volume injecté contient le soluté d'intérét solubilisé dans un solvant (matrice d'injection)
qui peut avoir une force éluante différente de celle de la phase mobile. D'aprés la théorie de

I'électrochromatographie, la vitesse linéaire du soluté est donnée par la relation :

* VeotVep,i

Vapp,i =Tki* (|.23)

ol k™ est le facteur de rétention du soluté a son entrée sur la colonne, c'est-a-dire lorsque la

matrice d'injection lui sert de phase éluante.
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(A)
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(B)
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|-foc I-i

_ Soluté - Matrice d’injection l:] Phase mobile

Figure 1.25 : Processus de préconcentration d'origine chromatographique : (A) accumulation du soluté en
téte de colonne pendant I'étape d'analyse frontale. (B) focalisation de la bande de soluté pendant |'étape
d'élution par "step gradient". L = longueur de la colonne. L,.= longueur de la bande de soluté apres
accumulation en téte de colonne. L; = longueur occupée par la matrice d'injection. Ls, = longueur de la

bande de soluté apres focalisation.

Lorsque la valeur de k™ est élevée, le soluté progresse beaucoup moins vite que la phase mobile
et les molécules de soluté s'accumulent en téte de colonne dans une zone relativement étroite
de largeur L, :

Li

bae = e

(1.24)

Dans cette expression, L; représente la longueur occupée par le volume injecté de matrice
d'injection. L'équation 1.24 montre que le phénomeéne d'accumulation du soluté en téte de
colonne est d'autant plus important que la rétention du soluté avec la matrice d'injection est
grande.

Apres cette étape d'accumulation, les molécules de soluté sont poussées par la phase mobile qui
posséde une force éluante bien plus élevée que la matrice d'injection (étape B). Dans ces
conditions, la vitesse de migration de |'arriere de la bande de soluté est toujours supérieure a
celle de l'avant de la bande, si bien que la zone de soluté subit une focalisation due au
changement de phase éluante ("step gradient"). Comme la longueur de la bande de soluté apres
accumulation, Lg¢, la longueur de la bande de soluté apres focalisation, Lg,, dépend aussi
étroitement des forces éluantes de la matrice d'injection et de la phase mobile et du volume

injecté.

origine électrocinétique : la conductivité du solvant de solubilisation de I'échantillon est
beaucoup plus faible que celle de la phase mobile d'élution. La préconcentration par
amplification du champ électrique (FASI) [103, 104] consiste a introduire I'échantillon par

injection électrocinétique dans un micro-canal rempli d’un électrolyte de séparation de plus forte
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conductivité que I’échantillon. Le champ électrique régnant dans une zone étant inversement
proportionnel a sa conductivité, les analytes migrent donc rapidement dans la zone échantillon
de haut champ électrique et sont ensuite fortement ralentis lorsqu’ils pénetrent dans
|’électrolyte de séparation ol régne un champ électrique plus faible. A la fin du processus FASI,
les analytes sont concentrés dans une zone étroite a la frontiére entre la zone injectée et
|’électrolyte.

Cette technique est trés utilisée en microsystéeme pour les séparations par électrophorese
comme en atteste |'excellente revue de Giordano [105], permettant ainsi d’augmenter la hauteur

des pics (Figure 1.26).
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Figure 1.26 : séparation de deux colorants par électrophorése dans un microsysteme verre. (A) injection

classique et (B) injection avec préconcentration a 'aide de la technique FASI [106].

En électrochromatographie, différents cas de figure apparaissent suivant la nature des solutés :

v" solutés neutres : préconcentration chromatographique (phases inverses) [19, 107-110].

v' solutés chargés : préconcentration chromatographiques (échanges d'ions) + préconcentration
électrocinétique (FASI). Proczek et al. ont montré que l'origine chromatographique était
prépondérante dans le cas de la préconcentration de composés chargés (Ru(bipy)?) sur un
monolithe HA/BDDA dans un microsysttme en verre [20]. La préconcentration
chromatographique est estimée étre 60 fois plus importante que la préconcentration

électrocinétique.

L'influence de la longueur de la zone injectée a été évaluée en microsystéme avec différentes phases
stationnaires (ODS, monolithe organique) et sur des composés tres divers [20, 108-115]. Au-dela d’un
certain volume injecté (temps d’injection élevé) dépendant du composé étudié, I'élargissement des
pics devient trop important, il n’y a plus de phénomeéne d’enrichissement. Cela se traduit par une
hauteur de pic qui n"augmente plus avec le temps d’injection (Figure 1.27) [19, 20, 107]. La sensibilité
maximale est atteinte lorsque la hauteur du pic n'augmente plus proportionnellement au temps

d'injection.
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L'évaluation de l'importance du phénoméne de préconcentration se résume par le facteur
d'enrichissement en signal (FES) qui est défini par le rapport entre le signal h obtenu apres

préconcentration et le signal h, obtenu en injection classique (injection de quelques secondes) :

FES =~ (1.25)
o
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Figure 1.27 : Variation de la hauteur du pic du pyréne a différentes concentrations en fonction du temps

d’injection. Résultats obtenus dans une puce en verre remplie de particules C18 [107].

Proczek et al. ont obtenu un facteur d’enrichissement de 120 sur un mélange de HAP dans un
microsystéeme en verre rempli de phase stationnaire monolithique organique [20] (Figure 1.28).
Cependant, cette étape de préconcentration a rarement été utilisée en microsysteme dont les

microcanaux sont entierement remplis de phase stationnaire.
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Figure 1.28 : Electrochromatogrammes du fluoranthéne dilué dans une phase peu éluante eau/MeCN 75/25
(v/v) a 0.083 mg/mL (A) injecté sans préconcentration (injection de 2 s), (B) préconcentré pendant 120 s.

Elution sous un champ électrique de 294 V/cm [20].
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1.2.6. Modes d'injection en microsysteme

L'injection électrocinétique est traditionnellement utilisée en microsystéme pour injecter
I’échantillon dans le canal de séparation [116]. On distingue différents modes d’injection
électrocinétique utilisés en microsystéme dont la plupart ont été étudiés et modélisés par Blas [117,
118]. L’injection pincée est le mode le plus utilisé. Ce type d’injection est un mode complexe
nécessitant un programme de tension, 4 électrodes et une géométrie de microsysteme adaptée. En
effet, ce mode d’injection est réalisé au niveau de la zone d’intersection de deux canaux orthogonaux
et est contrélé par I'application de potentiels au niveau des 4 réservoirs (2 réservoirs de phase
mobile (PM), 1 réservoir d’échantillon (S) et un réservoir étant la poubelle (P)) (Figure 1.29). Cette
intersection peut étre en forme de croix ou de double-T, permettant d’injecter des volumes plus

conséquents. L'injection pincée est composée de deux ou trois étapes [5, 80] :

v' étape de pincement (étape 1) : I’échantillon situé en S est amené au niveau de I'intersection
par application d’une différence de potentiel entre S et P. Un pincement est réalisé en méme
temps au niveau de la croix pour éviter toute diffusion de I’échantillon dans le canal de
séparation en appliquant une tension sur les deux réservoirs PM. Cette tension doit étre plus

importante que celle générée au niveau de l'intersection des deux canaux.

v' étape de séparation (étape 2) : L’échantillon est ensuite élué dans le canal de séparation en
appliquant une différence de potentiel entre les réservoirs PM. Un retrait d’échantillon
(contre-flux) peut également étre appliqué pour éviter toute diffusion dans le canal de
séparation en appliquant une différence de potentiel entre PM et S ainsi que PM et P.

s% 3

T I
"R Y
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-

PM
C-P
X

Figure 1.29 : Représentation schématique d’une injection dynamique en microsysteme. (1) Etape de pincement.

(2) Etape de séparation (S : Echantillon, PM : phase mobile, P : poubelle) [5].

Une étape d’expansion peut étre appliquée entre les étapes d’injection et de séparation afin
d’augmenter le volume d’échantillon. Pour cette étape, il est nécessaire de contréler les potentiels
appliqués au niveau de chaque réservoir pour éviter toute diffusion de I’échantillon dans le canal de

séparation.
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I.3. Etat de l'art sur les phases stationnaires en

microsysteme

L’électrochromatographie en microsysteme requiert I'introduction d’une phase stationnaire dans des
canaux de section micrométrique. Plusieurs méthodes ont été développées depuis le début des

années 1990 :

- fonctionnalisation des canaux

structures COMOSS

- phases stationnaires particulaires

- phases stationnaires monolithiques.

1.3.1. Fonctionnalisation des canaux

La fonctionnalisation des canaux a été la premiére voie envisagée pour introduire une phase
stationnaire en microsystéme. Les parois du canal de séparation sont recouvertes d’une fine couche
de phase stationnaire d’épaisseur micrométrique voire nanométrique pour donner la capacité de
rétention désirée. La principale raison de ce choix était de contourner la difficulté d'immobilisation
des phases particulaires, classiquement utilisées pour le remplissage des colonnes HPLC en format
miniaturisé avant l'arrivée des phases monolithiques. Les avantages de ce type de microsystéme sont
la facilité de la préparation de la phase stationnaire et la faible pression nécessaire pour la mise en

mouvement du liquide dans les microcanaux fonctionnalisés.

Jacobson a ainsi fonctionnalisé les parois d’un canal en verre par réaction avec un octadécylsilane
(Cig) @ une température de 150°C [119]. Les performances de ce microsystéme séparatif étaient
satisfaisantes puisque la séparation de trois coumarines neutres dans un canal de 58 mm de long a

été obtenue avec une efficacité de 200 000 plateaux/métre (Figure 1.30).

C450
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Figure 1.30 : Séparation de trois coumarines dans un canal en verre fonctionnalisé Cy5 [119].
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Pour illustrer I'intérét de la fonctionnalisation des parois d’un microcanal, Soper et al. ont réalisé la
séparation de 6 fragments d’ADN dans deux puces en PMMA, l'une non fonctionnalisée, I'autre
fonctionnalisée Cy5 (Figure 1.31) [120]. Ils ont ainsi pu montrer que la fonctionnalisation des parois du
PMMA par des chaines C18 permettait la séparation de 6 fragments d’ADN en 130 s contrairement a

la puce non fonctionnalisée ou aucune séparation n’est observée.
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Figure 1.31 : Séparation de 6 fragments d’ADN (A) sur une puce PMMA non fonctionnalisée et (B) sur une puce

PMMA fonctionnalisée avec des groupements Cy5[120].

Pumera et al. ont utilisé des nanoparticules d’or pour fonctionnaliser les canaux en verre afin
d’apporter des interactions entre les solutés et la phase stationnaire [121]. La résolution ainsi que les
efficacités ont été doublées en présence de ces nanoparticules d’or par rapport a une puce verre non
traitée. La méme étude a été réalisée par Lin dans un microsysteme PMMA et a donné les mémes
résultats [122]. Cependant, bien que la fonctionnalisation des parois soit simple a mettre en ceuvre
en microsystéme, seulement 12 publications entre 1994 et 2005 ont été réalisées comme I'ont
remarqué Pumera [123] et Faure [25] dans leurs revues. Ceci est principalement di a la faible
capacité de rétention de ce type de phase stationnaire, qui ne permet pas d’envisager I'utilisation de

ce type de microsysteme pour I'analyse d’échantillons complexes.

Depuis 2005, la fonctionnalisation des canaux a été principalement utilisée pour éviter I'adsorption,
notamment des protéines sur les substrats polymériques hydrophobes [23]. Ces aspects sont

exposés dans la partie I.5.
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1.3.2. Structures COMOSS

Pour palier a la faible capacité de rétention observée avec des canaux a paroi fonctionnalisée, les
microstructures COllocated MOnolith Support Structure appelées classiquement COMOSS ont été
développées a la fin des années 1990. Les premieres structures COMOSS ont été réalisées par
Régnier et al. dans des microsystéemes en quartz dans lesquelles les techniques de microfabrication

étaient maitrisées [124] (Figure 1.32).
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Figure 1.32 : Vue générale d’une structure COMOSS fabriquée dans du quartz.
(A) Schéma. (B) Image MEB [125, 126].

Ces phases stationnaires ont I'allure d’'un ensemble de plots ordonnés de fagon étroite (Figure 1.33).
La taille et la distribution des plots et des canaux les séparant peuvent étre choisies et modulées
[127]. Typiquement, ces microstructures, fabriquées dans le canal de séparation, présentent des
micro-plots de 5 a 10 um d’aréte et une hauteur de 9 a 10 um sur une longueur totale de 39 a 45

mm.

2. 1KV X25: 380 18 wm

Figure 1.33 : Image MEB d’un microsysteme COMOSS avec des plots (a) cylindriques et (b) triangulaires [127].

La fonctionnalisation de ces microstructures permet d’accroitre le volume de la phase stationnaire
par rapport a celui de la phase mobile et donc d’améliorer la capacité de rétention. Régnier et al. ont
ainsi fonctionnalisé les plots en quartz par du (3-aminopropyl)-triéthoxysilane pour permettre la

séparation de la rhodamine 123 par électrochromatographie (Figure 1.34) [128].
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Figure 1.34 : Séparation de la rhodamine 123 par électrochromatographie dans un microsysteme COMOSS en

quartz (A) non fonctionnalisé et (B) fonctionnalisé par du (3-aminopropyl)-triéthoxysilane [128].

Un des inconvénients de cette technologie est le colt trés élevé de leur fabrication. Les matériaux
polymériques moins chers ont donc progressivement remplacé le quartz. Ainsi, la fonctionnalisation
des parois du PDMS par des groupements octadécyles et par I'‘acide 2-acrylamido-2-
méthylpropanesulfonique a permis I'analyse d’'un mélange de peptides en moins de 5 minutes par
électrochromatographie avec des efficacités atteignant 600 000 plateaux/m [126]. Enfin, les derniers
microsystemes COMOSS ont été fabriqués en utilisant le COC qui présente de nombreux avantages
énoncés précédemment [18]. Le caractére hydrophobe du COC natif permet d’envisager la
séparation des solutés par chromatographie a polarités des phases inversées. Ainsi, Gustafsson a
réalisé la séparation de trois amines dérivées suivant leur hydrophobicité (Figure 1.35) [22]. Des
hauteurs équivalentes a un plateau théoriques de 3,4 um et 22 um ont été obtenues respectivement

pour I’Atto-532-hexylamine et I’Atto-532-octylamine.
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Figure 1.35 : Séparation électrochromatographique de (1) Atto-532 non dérivé, (2) Atto-532-ethanolamine (1.2
mM), (3) Atto-532-hexyl-amine (2.5 mM), (4) Atto-532-octylamine (3 mM). Phase mobile : tampon tétraborate
10 mM a pH 9.2 contenant 20% ACN. Excitation a 532 nm et détection a 568 nm.

Longueur de séparation : 11 mm. E =172 V/cm [22].
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Illa et al. ont travaillé récemment sur |'optimisation de la géométrie des COMOSS en COC afin de
minimiser la dispersion des solutés [129]. Ils ont remarqué que les plots en forme de diamants

permettaient d’obtenir de meilleures performances que les plots cylindriques.

Les COMOSS présentent une surface spécifique 2 a 3 fois supérieure a celle des microsystémes dont
les parois sont recouvertes de phase stationnaire. La croissance de nanotubes de carbone a la surface
des microstructures COMOSS en silicium a été une des solutions envisagées [130, 131] pour encore
accroitre la capacité de rétention par rapport aux plots fonctionnalisés C18 (Figure 1.36). La bande de
soluté est aussi moins sujette a I’élargissement dans les nanotubes de carbone que dans un canal
vide. Il a été suggéré par les auteurs que le flux électroosmotique laminaire généré par les nanotubes
était moins sensible aux perturbations dispersives. L'efficacité d’une telle phase stationnaire peut

atteindre jusqu'a 380000 plateaux/meétre.

k=0.1

(B)

¥7.00K 4.b9sm

Figure 1.36 : (A) Image MEB d’un plot en silicium recouvert de nanotubes de carbone. (B) Séparation
chromatographique de 4 solutés dans une puce COMOSS fonctionnalisée avec des nanotubes de carbone.
Solutés par ordre d’élution : uracil, phénol, N,N-diethyl-m-toluamide, toluéne. Phase mobile : eau/acétonitrile

80/20. Débit : 700 nL/min [128].

Néanmoins, les performances rétentives de ce type de phase stationnaire sont nettement moins
élevées que celles obtenues avec les phases particulaires. De plus, la fabrication de ce type de

microsysteéme reste trés complexe et chere.

1.3.3. Phases stationnaires particulaires

Pendant de longues années, les chercheurs ainsi que les industriels ont orienté leurs
développements vers I'introduction dans des microcanaux de phases stationnaires particulaires de
silice greffée. Ces phases stationnaires, de grandes surfaces spécifiques, sont classiquement utilisées
pour le remplissage des colonnes HPLC. Une large gamme de phases est disponible. Leur chimie est
bien connue et maitrisée. Cependant, il existe deux difficultés majeures pour leur mise en ceuvre

dans des formats miniaturisés :

v" I'immobilisation des particules

v’ la réalisation d’un lit de particules uniforme.
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Une des premiéres solutions a été d’introduire les particules via un canal latéral dédié et de les
immobiliser par la présence de frittés de type COMOSS aux extrémités du canal de séparation [132,
133]. Ro et al. ont ainsi pu immobiliser des particules C;gde 5 um de diamétre sur une longueur de 3
mm dans des microcanaux en PDMS. La préconcentration et la séparation de deux coumarines
neutres ont pu étre réalisées en 90s. La société Agilent a également utilisé cette méthode
d’'immobilisation malgré sa difficulté de mise en ceuvre [71] (Figure 1.37). Leurs puces en polyimide
peuvent accueillir différents types de phases stationnaires (Cg, Ci5 et TiO;). Les bonnes performances
chromatographiques pour des particules de 5 um (H = 15 um a la vitesse optimale) ainsi que la bonne
stabilité de la phase stationnaire dans les microcanaux ont permis d’étudier l'influence de la
géométrie [134], de la taille de la particule ainsi que du mode de fabrication des microsystemes [135,

136].
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Figure 1.37 : (A) schéma général de la puce Agilent comprenant une vanne d’injection, un canal de séparation

rempli de particules de silice et d’un détecteur UV. (B) Séparation de 5 alkylbenzénes sous une pression de 3

bars. (1) uracil, (2) benzeéne, (3) éthylbenzene, (4) propylbenzéne, (5) butylbenzéne, (6) pentylbenzene. Phase
mobile : acétonitrile/eau 80/20 (v/v) [135].

Le groupe d’Ehlert a également montré que des frittés obtenus par des techniques de
microfabrication permettaient de générer moins de dispersion que les verres frittés classiques [135].

En effet, une diminution de H de 20 % a été observé en utilisant des frittés microfabriqués.

Le microsysteme cHiPLC en verre, développé par Eksigent, utilise également des frittés pour
immobiliser la phase stationnaire. Ce micosystéme est aussi robuste, performant et peut accueillir

différents types de phases stationnaires a base de silice [137, 138].

L'idée d'immobiliser des lits de particules dans des microcanaux sans fritté a été exploitée par
Verpoorte et al. [135]. lls ont rempli par dépression 4 cm d’un canal en PDMS avec des particules Cyg
de 3 um de diametre, les particules étant immobilisées par agrégation lorsque la section du canal se

rétrécit a son extrémité (Figure 1.38).
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Figure 1.38 : Application de I'effet keystone pour immobiliser des particules

dans des microcanaux en PDMS [135].

Cette technique appelée «keystone» (clé de wvoute) a permis Ila séparation
électrochromatographique de méthanol et de benzaldéhyde avec une efficacité de 290 000
plateaux/m pour le méthanol. Cependant, une mauvaise reproductibilité inter-microsystémes ainsi
gu’une répartition inhomogéne des particules ne permet pas de considérer cette technique comme

viable.

Dans un souci d'augmenter les efficacités, les chercheurs ont travaillé sur la réduction du diametre
des particules [136]. Des phases stationnaires a base de silice colloidale auto-assemblée,
immobilisées par des frittés, ont été mises en ceuvre. Grace a une distribution de taille des nodules
treés serrée et a une trés grande homogénéité du lit poreux [139, 140], des particules C,o de 200 nm
permettent ainsi d'obtenir des hauteurs de plateau théorique de l'ordre de 2.5 um dans des
microsystemes en verre [140]. Ces structures présentent ainsi I’‘avantage d’augmenter
considérablement le volume de phase stationnaire a lintérieur des microcanaux. Malgré ces
performances intéressantes, I'utilisation de particules et de frittés rend difficile la fabrication de ce

type de microsysteme séparatif.

Pour contourner le probleme d’'immobilisation des particules, le groupe de Gomez a exploité le
caractere élastique du PDMS pour piéger les particules de silice greffée [141]. Le PDMS est déformé
durant le remplissage des microcanaux par une suspension de particules C;g sous une pression de 2
bars. Lorsque la pression n’est plus appliquée, des contraintes sont appliquées par le PDMS sur les
particules et I'ensemble de la phase stationnaire se retrouve ainsi immobilisée (Figure 1.39). Ce

microsysteme séparatif n’a malheureusement pas été testé d’un point de vue chromatographique.
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Figure 1.39 : (A et B) schéma général du procédé d’'immobilisation des particules par pression. (C) Piégeage de

la phase stationnaire particulaire dans un canal PDMS [141].

Méme si les particules semblent étre "ancrées" dans la paroi du PDMS, le traitement thermique
assurant la stabilité du lit chromatographique ainsi que |'utilisation du PDMS comme matériau sont
des inconvénients majeurs qui ne permettent pas d’envisager I'utilisation de cette technique comme

moyen d’introduction d’une phase stationnaire dans des microcanaux.

Pour résumer, l'introduction d’une phase stationnaire dans des canaux micrométriques est
laborieuse et peu reproductible. Elle requiert, en outre, l'insertion de frittés aux extrémités du
microcanal, qui produisent souvent des adsorptions non spécifiques des solutés au cours des
analyses. Le lit de particules reste souvent instable entrainant des gros problémes de reproductibilité
dans les séparations chromatographiques. De plus, I'utilisation de frittés peut étre responsable de la

formation de bulles d'air perturbant I'analyse.

1.3.4. Vers les nouvelles phases stationnaires monolithiques

Les phases stationnaires monolithiques sont des structures polymériques, continues, poreuses et
synthétisées in-situ, permettant ainsi de palier aux contraintes techniques d’immobilisation des
phases stationnaires particulaires dans des microcanaux. Les monolithes présentent des

caractéristiques structurales particuliéres (Figure 1.40).

=)

Figure 1.40 : Images MEB (A) d’un monolithe organique a base de méthacrylate [142] et

(B) d’un monolithe inorganique de silice [143].
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Ils sont constitués d’une structure poreuse tridimensionnelle composée de nodules interconnectés
formant le squelette de la colonne. Les monolithes possedent généralement un double réseau
poreux constitué de macropores (> 50 nm) induisant une faible résistance a I’écoulement et de
mésopores (2 — 50 nm) et/ou micropores (< 2 nm) contribuant a la surface spécifique du monolithe
et donc a la rétention chromatographique des solutés [144]. L’ensemble donne lieu a un flux perfusif

favorisant des transferts de masse rapides entre la phase mobile et la phase stationnaire.

Leur utilisation en tant que phase stationnaire dans les techniques séparatives classiques, comme la
chromatographie en phase liquide ou I’électrochromatographie capillaire, rencontre un intérét

croissant depuis le début des années 1990 [143, 145-147].

Les monolithes peuvent étre classés en deux catégories suivant la nature du matériau, les monolithes
inorganiques (oxyde de silicium, titane ou zircone) et les monolithes organiques ((méth)acrylate,
styrene, divinylbenzene, acrylamide...) [143, 147-150]. Ces deux familles de monolithes sont utilisées
pour la bio-séparation de macromolécules (protéines, acides nucléiques...) ainsi que pour la

séparation de plus petites molécules (ions inorganiques...) [25, 143, 151].

1.3.4.1. Les colonnes monolithiques inorganiques
Parmi tous les monolithes inorganiques existants [150, 152-155], seuls ceux a base de silice ont été
synthétisés dans des microcanaux. Les monolithes inorganiques de silice sont largement exploités en
chromatographie liquide [150, 156-158] compte tenu de [|‘expérience acquise par les
chromatographistes a travers I"'usage de la silice sous le format particulaire. Ainsi, le transfert direct
des méthodes chromatographiques établies pour les lits particulaires vers les monolithes est simplifié
grace a la grande similitude des propriétés physico-chimiques des supports siliciques. L'intérét des
monolithes inorganiques s’est accru quand la société Merck a commercialisé en 2001 une colonne
HPLC monolithique appelée « Chromolith’» [159]. Par la suite, de nombreuses études de
comparaison de performances chromatographiques entre colonne monolithique et particulaire ont

été réalisées [129, 156, 157].

Les monolithes de silice sont préparés via le procédé sol-gel, qui combine I'hydrolyse et la
polycondensation d’alkoxydes et d’alkoxysilanes (Figure 1.41). Traditionnellement, I'hydrolyse est
initiée par le mélange d’eau et d’alkoxyde en présence d’alcool comme co-solvant ou d’un catalyseur
(étape 1). L’hydrolyse de Si-OR produit Si-OH qui va ensuite se condenser avec un autre Si-OH pour
donner une espéce polycondensée contenant des ponts siloxanes et de I'eau (étape 2). Les
condensations successives conduisent a la croissance d'un réseau de gel. Pendant la formation du
monolithe, il se produit une décomposition spinodale [143]. Ce mécanisme est connu pour les
matériaux ayant des dynamiques relativement lentes et génére des structures co-continues de deux
phases séparées. La phase riche en silice devient le squelette du monolithe tandis que la phase riche

en solvant forme les macropores.
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Si(OR), + H,0 = Si(OH)(OR); + ROH (1)
Si—OH+Si—0H->Si—0-Si+H,0 (2

Figure 1.41 : Différentes étapes intervenant dans le procédé sol-gel. (1) hydrolyse et (2) condensation.

La macroporosité du monolithe est donc générée par la présence d’un solvant ou porogene dans le
mélange réactionnel. Le solvant est généralement constitué d’'un mélange eau/alcool. L’alcool doit
préférablement étre un alcool parent de I'alkoxyde métallique afin d’éviter les réactions de
transestérification qui se manifestent par une substitution des groupements alcoolate de I'alkoxyde
par les groupements alcoolate du solvant. Ainsi, Nakanishi et al. ont démontré que le diametre des
pores du monolithe de silice dépendait de la proportion en porogénes (polyéthylene oxyde ou PEO)
présent dans le mélange de polymérisation (Figure 1.42) [160]. Une augmentation de Ia

concentration en PEO se traduit par une diminution de la taille des pores.
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Figure 1.42 : Variation du diametre des pores du monolithe de silice en fonction de la proportion en porogénes

(PEO) dans le mélange réactionnel [160].

Cependant, le squelette de silice ainsi formé contient a sa surface des micropores (< 2 nm). Afin de
répondre aux besoins de la chromatographie, les microcopores présents a la surface de la silice
doivent étre redimensionnés pour augmenter leur taille et éviter des mécanismes parasites de
séparation tels que I'exclusion stérique ou des adsorptions irréversibles dues aux fortes énergies de
surface qui existent dans des petits pores. Le diametre moyen des pores dans un support

chromatographique doit étre dix fois supérieur a la dimension critique du soluté [161].

Le pH et la température des solutions ont une grande influence sur la distribution de la taille des
pores et permettent de générer des mésopores [143, 160]. L'utilisation de la température est la
méthode la plus utilisée en raison de sa simplicité de mise en ceuvre [143]. L'augmentation de Ila
température conduit a des pores plus grands ainsi qu’a une distribution en taille plus large (Figure

1.43).
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Figure 1.43 : Effet du traitement thermique sur la distribution des mésopores des gels traités aprés immersion
pendant 3 jours dans une solution ammoniacale. Distribution obtenue a partir des données de I'adsorption-

désorption de I'azote [160].

Enfin, la synthése des monolithes inorganiques se termine par une étape de calcination, qui permet
d’éliminer le polymére porogénique ainsi que le solvant et de renforcer le squelette en favorisant des
réactions de condensations additionnelles. Pour limiter les risques de fissure pouvant apparaitre
dans cette étape, un ringage est essentiel pour remplacer le solvant par un autre dont la tension de

vapeur et la viscosité sont réduites.

La synthese des monolithes inorganiques a base de silice est trés pratiquée dans les capillaires de
silice puisqu’aucun traitement préalable de la surface n’est nécessaire pour ancrer le monolithe [150,
155, 158]. Les groupements silanols issus de la paroi silice sont directement incorporés dans les
réactions sol-gel. De trés bonnes performances chromatographiques sont obtenues avec ce type de
phases stationnaires monolithiques en capillaire ou des efficacités de I'ordre de 100 000 plateaux/m
sont régulierement atteintes avec des composés modeles tels que les alkylbenzénes ou les pesticides

(Figure 1.44) [153, 162].
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Figure 1.44 : Séparation Nano-LC de 10 herbicides en capillaire de 150 um de diamétre interne. [=27.2cm. Phase
mobile : ACN/H,0 (40/60, v/v). P = 3 bar.Injection 3 bar pendant 10 s. 25°C. détection UV a 254 nm. (1)
thiourée, (2) fénuron, (3) métoxuron,(4) monuron, (5) fluometuron, (6) monolinuron, (7) chlorotoluron, (8)

diuron, (9) métobromuron, (10) chlorobromuron, (11) linuron [150].
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Malgré les atouts indéniables de ces monolithes inorganiques, plusieurs inconvénients majeurs ont

ralenti le développement de ce type de phase stationnaire en microsysteme :

= Un temps de synthése long (plusieurs jours) et se réalisant en plusieurs étapes complique
considérablement la synthése des monolithes inorganiques en microsystéme.

= Certaines étapes de la synthése se déroulent a haute température pendant plusieurs heures
comme |’étape de calcination. Il n’est donc pas envisageable de réaliser cette étape nécessaire a
la synthése des monolithes inorganiques dans les microsystémes en plastique, en raison de leur
faible température de transition vitreuse (Tg).

= La localisation des monolithes de silice dans un canal est trés difficile voire impossible du fait de

la diffusion thermique.

Pour contourner ces problémes et notamment celui de la localisation du monolithe dans des
microcanaux, Morishima a proposé un monolithe hybride, a la fois inorganique et organique,
synthétisé par la polymérisation sous rayonnement UV appelée classiquement photopolymérisation
[154] (Figure 1.45). Ce processus de photopolymérisation a permis de localiser ce monolithe hybride
a base de silice et d’acrylate dans un canal en verre a l'aide d’'un masque. Les performances de
séparation de deux coumarines obtenues par chromatographie a polarités des phases inversées sont
néanmoins peu satisfaisantes en raison d'une structure monolithique hétérogene, avec des

efficacités atteignant seulement 18 000 plateaux/métres.

(A)

30pum

Figure 1.45 : Images MEB d’un canal en verre (A) rempli de monolithe hybride silice/acrylate,

(B) ancré a la paroi [154].

Une autre technique a consisté a localiser le créneau de mélange réactionnel dans le canal de
séparation en controlant précisément la pression d'air de chaque c6té. Le groupe d’Ishida a ainsi
réussi a localiser une phase stationnaire monolithique inorganique dans un canal de séparation en
verre long de 15 cm en forme de serpentin (Figure 1.46A) [163]. Les performances
chromatographiques de ce monolithe inorganique sont encore peu satisfaisantes avec des efficacités
atteignant 20000 plateaux/metres. Ces faibles performances peuvent étre dues a la présence de

zones vides dans le canal de séparation (Figure 1.46B).

: Bibliographie générale

Chapitre |

I
(o]



Figure 1.46 : (A) Photographie d’un microsystéme en verre dont seul le canal de séparation est rempli de
monolithe inorganique. (B) Image MEB d’une coupe transversale d’un canal en verre rempli de phase

stationnaire monolithique.

Enfin, la derniere technique de localisation référencée dans la littérature consiste a synthétiser le
monolithe inorganique dans tout le microsystéme et a le dégrader dans des zones bien définies [164]
(Figure 1.47A). Les monolithes de silice C;-TMOS et C,-TMOS ont été synthétisés in-situ dans un
microsysteme en verre a une température de 60°C. La phase stationnaire monolithique synthétisée
dans les branches d’injection et d’élution a été éliminée en ringcant les canaux avec de la soude 3 M.
Des séparations de nitroaromatiques et de nitramines ont été réalisées (Figure 1.47B) et des

efficacités de 60000 plateaux/m ont été obtenues.
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Figure 1.47 : (A) Photographie d’'un monolithe inorganique localisé dans un canal en verre. (B) Séparation de 3
nitroaromatiques obtenue avec un monolithe inorganique C1-TMOS. Phase mobile ACN/H20 50/50 (v/v).

Longueur de séparation : 6.2 cm. Détection UV a 254 nm [164].

L'ensemble des séparations obtenues en microsysteme rempli de monolithes inorganiques, ont été
réalisées sous un flux hydrodynamique. Si de nombreux travaux, a notre connaissance, ont été
menés sur ces phases en électrochromatographie dans des formats capillaires [153], il n’y a aucune
publication référencée dans la littérature mettant en oceuvre I'électrochromatographie sur des

monolithes inorganiques en microsystéme.

Pour résumer, les monolithes inorganiques présentent une chimie de surface variée et bien maitrisée
par les chromatographistes. Cependant, les temps de synthése longs et colteux ainsi que la difficulté
de localiser les monolithes inorganiques dans des microcanaux ont ralenti leur développement en

microsysteme.
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1.3.4.2. Les colonnes monolithiques organiques adaptées a
I'électrochromatographie

Les monolithes organiques ont été intensivement développés en capillaire depuis le début des
années 1990 en raison de leur simplicité de synthése en format miniaturisé, comme en atteste les
nombreuses revues [143, 145-147]. Hjerten et al. ont ainsi synthétisé le premier monolithe
organique a base de N,N-méthylénebisacrylamide et d’acide acrylique dédié a la séparation de
protéines par HPLC [165]. Depuis, les monolithes organiques ont été considérablement étudiés,
montrant de meilleures performances que les monolithes de silice pour la séparation de grosses
molécules en raison de leur biocompatibilité et de la grande variété de morphologies possibles [93].
En raison du nombre important de travaux réalisés sur la synthése de ces monolithes organiques,
nous nous limitons ici a I'état de I'art sur les monolithes organiques synthétisés en microsystéme et

permettant la séparation des solutés par électrochromatographie.

Comme pour les monolithes inorganiques, les monolithes polymériques présentent une structure
bimodale constituée de macropores pour la circulation de la phase mobile et de petits pores pour la
rétention des solutés. L'ajustement des proportions de chaque réactif du mélange de polymérisation
permet de contrOler précisément la structure ainsi que la porosité du monolithe. La modification
morphologique du monolithe impacte directement les performances de séparation. Ainsi, un
monolithe présentant une grande surface spécifique a beaucoup de sites actifs qui interagissent avec

les solutés. Cela se traduit généralement par une grande rétention.

La synthese de ces matériaux polymériques s’effectue classiquement via un processus de
polymérisation radicalaire [143]. Une description théorique et expérimentale de la polymérisation
radicalaire est détaillée dans la partie 1.4. Le mélange de polymérisation est généralement constitué

de:

v"un ou plusieurs monomeéres bifonctionnels appelés réticulants permettant la constitution
d'un réseau tridimensionnel continu.

v"un ou plusieurs monoméres qui aménent les propriétés rétentives de la phase stationnaire.
Ces monomeéres organiques peuvent étre des acrylates, des acrylamides, des styrénes ou des
divinylbenzénes [143, 145]. Ainsi, une grande variété de monomeéres est disponible, ce qui
constitue un choix quasi-illimité de matrices.

v"un ou plusieurs porogénes générateurs de la macroporosité du monolithe organique.

v’ un initiateur de radicaux libres dont I’activation est conduite sous I'action de la chaleur ou de
radiations UV. L’AIBN et la benzoin methyl ether (BME) sont les deux initiateurs les plus

utilisés pour la synthése des monolithes organiques [145].

Les monolithes organiques ne possédent pas de groupements silanols permettant de générer un flux
électroosmotique comme pour les phases stationnaires particulaires et monolithiques a base de
silice. Il est donc indispensable d’ajouter un monomeére chargé dans le mélange de polymérisation

qui apporte les charges surfaciques nécessaires a la mise en ceuvre de |'électroosmose. L'ensemble
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des monomeéres générateurs de flux cités dans la revue de Karenga et El Rassi [166] est indiqué dans

le tableau 1.4.

Tableau 1.4 : liste des principaux monomeres générateurs de flux électroosmotique [166].

Générateur de FEO Nature

Monomeres chargés [2-(acryloyloxy)ethyl]-trimethylammonium methyl sulphate
positivement 2-(acryloyloxy)ethyltrimethyl ammonium chloride
[2-(methacryloyloxy)ethyl]-trimethylammonium chloride

Monomeres chargés 2-acrylamido-2-methyl-propanesulfonic acid

negativement Vinylsulfonic acid

L'ajout d’une charge dans la phase stationnaire monolithique peut entrainer des interactions
électrostatiques entre cette charge et les molécules chargées a analyser. Cela se traduit
généralement par une trainée des pics diminuant ainsi I'efficacité lorsqu’il y a un phénomeéne
d’attraction. A contrario, un phénomene de répulsion est observé lorsque le soluté a séparer
présente une charge identique a celle de la phase stationnaire. Les conséquences de ce phénoméne
vont de la perte de la rétention entrainant une difficulté pour une séparation complexe des

différentes especes présentes dans I’échantillon jusqu’a I'impossibilité d’injecter les solutés.

El Rassi et al. travaillent sur le développement des monolithes neutres depuis 2005 (Tableau 1.5)
[167]. Leur idée est basée sur l'utilisation du pentaerythritol diacrylate monostearate (PEDAS)
comme seul monomere responsable a la fois de la réticulation du monolithe et de sa capacité de
rétention. Le PEDAS présente un groupement —OH qui permet la fixation des ions de la phase mobile
sur le monolithe par interaction hydrophile, générant une couche chargée et donc un flux
électroosmotique. Ce méme groupe a aussi développé un monolithe organique neutre combinant
octadécyl acrylate (ODA) et triméthylolpropanetriméthacrylate (TRIM) pour corriger la faible
rétention obtenue avec le PEDAS seul [168]. Une autre synthése de monolithe neutre présente de
meilleures performances en utilisant 'ODA associé au pentaerythritol triacrylate (PETA) [169].
Comme pour le PEDAS, le flux électroosmotique est généré par adsorption des ions de la phase
mobile sur la fonction hydrophile du PETA. Les performances électrochromatographiques obtenues
sur ce type de monolithe sont trés satisfaisantes avec des efficacités de lI'ordre de 200000
plateaux/metre et un flux de plus de 2 mm/s. Cependant, les monolithes neutres présentent
I'inconvénient d’étre polymérisés a une température supérieure a 80°C, ce qui n’est pas compatible
avec les microsystemes polymériques. C’'est la raison pour laquelle aucune synthése de ce type de

monolithe n’a encore été réalisée en microsystéme, ou seuls des monolithes chargés ont été utilisés.
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Tableau L.5 : Performances électrochromatographiques obtenues sur des monolithes neutres.

ACN/eau 70/30 (%v) PEDAS [167] ODA-TRIM [168] ODA-PETA [169]

Flux (mm/s)

H (um)

k butylbenzéne

Les dimensions et la chimie de surface des microcanaux étant trés proches de celles du capillaire
silice, le transfert de la synthése des monolithes organiques du capillaire vers le microsysteme est en
théorie simple a mettre en ceuvre. La synthese d'un monolithe organique a lintérieur d’'un
microsystéme en verre nécessite une étape de prétraitement de la surface du verre afin de rendre
possible I'accrochage covalent du monolithe aux parois du microsystéme. La surface des parois en
verre est généralement modifiée chimiquement par le 3-(trimethoxysilyl)propyl méthacrylate
(y-MAPS), appelé classiquement promoteur d’adhésion. Ce prétraitement, a base d’un silane
méthacrylate, génére des groupements acrylate a la surface des parois en verre et donc rend

possible la liaison entre la paroi et le monolithe en formation [19, 170].

Hjerten et al. ont ainsi synthétisé par initiation thermique, dans des microsystémes en quartz,
différents types de monolithes a base d’acrylamide pour séparer par électrochromatographie des
alkyl phénones ou des anti-dépresseurs (Figure 1.48) [171]. Une nuit a température ambiante a
permis de polymériser la phase stationnaire, qui a été localisée sur 28 cm de long dans le canal dédié
a la séparation via l'introduction de polyéthylene glycol aux extrémités de ce canal. Des efficacités
supérieures a 200 000 plateaux/m ont été obtenues en électrochromatographie sur microsystéme,

valeurs comparables a celles déterminées en capillaires.

(B) |

1 0.001 AU

Time [min]

Figure 1.48 : (A) Image MEB d’un canal en quartz rempli de monolithe a base d’acrylamide. (B) Séparation de 6
alkyl phénones dans un microsystéme en quartz rempli de monolithe a base d’acrylamide. Longueur de
séparation : 28 cm. Phase mobile : ACN/H20 30/70 (v/v). 5 mM phosphate de sodium pH=2.5. Champ
électrique de séparation : 500 V/cm. Détection UV a 240 nm. Solutés : (1) acétone, (2) aniline, (3)
acétophenone , (4) propiophénone, (5) butyrophenone, (6) 2,6-dihydroxyacetophenone, (7) 2,5-
dihydroxypropiophenone [171].
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La polymérisation peut également étre initiée dans les microsystemes en verre par une irradiation
UV, permettant une synthése et localisée via I'utilisation d'un masque. Ainsi, Shepodd et al. ont
photopolymérisé et localisé des monolithes acrylates chargés négativement [4]. Des séparations
électrochromatographiques d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), de peptides et
d’acides aminés ont été réalisées et des efficacités atteignant des 600000 plateaux/m ont été
obtenues (Figure 1.49).
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Figure 1.49 : (A) Image MEB de la coupe transversale du microsystéme et du canal en verre ou a été synthétisé
un monolithe a base d’acrylate. (B) electrochromatogramme de 6 peptides sur ce méme microsystéme. Phase
mobile : tampon borate 25 mM — acétonitrile (7/3). Champ électrique : 770 V/cm. Longueur de séparation : 7
cm. Solutés : (1) inhibiteur de la papaine, (2) proctoline, (3) opioide, (4) ile-angiotensine Ill, (5) angiotensine lll,

(6) GGG [4].

Les microsystémes séparatifs en verre présentent une capacité de diffusion thermique plus
importante que les capillaires et permettent donc de limiter les effets Joules [4]. Cette capacité des
microsystemes séparatifs a diffuser la chaleur générée rend possible I'utilisation de champ électrique
élevé et I'obtention de vitesse linéaire élevée permettant d'atteindre des efficacités supérieures a

celles observées en capillaire.

L'utilisation de la photopolymérisation a ensuite été largement utilisée pour la synthese in-situ d’un
monolithe organique en microsystéme verre [19, 20, 172-175]. Les efficacités atteignent
régulierement plus de 200000 plateaux/m permettant ainsi la séparation de 13 hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAP) en 15 minutes (Figure 1.50).
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Figure 1.50 : Electrochromatogramme correspondant a la séparation de 13 hydrocarbures aromatiques

polycycliques sur un microsystéme verre. (1) naphtaléne, (2) acénaphtyléne, (3) acénaphténe, (4) fluoréne, (5)

phénanthréne, (6) anthracéne, (7) fluoranthéne, (8) pyréne, (9) benz(a)anthracéne, (10) chrysene, (11)

benz(b)fluoranthene, (12) benzo(k)fluoranthéne, (13) benzo(a)pyréne. Phase mobile, tampon Tris 5 mM pH 8 —

acétonitrile (2/8). Longueur de séparation : 7 cm. Injection : 280 V/cm pendant 5 min. Champ électrique de

séparation : 280 V/cm.

Le développement des monolithes organiques en microsysteme verre semble avoir atteint son

apogée puisque toutes les étapes nécessaires a I'analyse d’échantillons réels ont été intégrées :

= intégration d'une étape d’extraction/préconcentration pour diminuer les limites de détection
[1,174].
= application d'un gradient linéaire d’élution généré électrochromatographiquement [176]

(Figure 1.51).
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Figure I.51 : (a) Image MEB d’un monolithe organique localisé dans un microsystéme en verre. (B)
Photographie du microsysteme utilisé pour la mise en ceuvre d’un gradient linéaire d’élution. (C)
Electrochromatogrammes d’un mélange de peptides dérivé par le fluorophore FITC. (1) bradykinin, (2)
oxytocin, (3) angiotensin |, (4) angiotensin 1V, et (5) leucine enkephalin. Un gradient d’élution de 2 a 60 %

d’ACN est appliqué pendant 270 s [176].
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Les microsystémes en verre sont progressivement remplacés par des microsystemes fabriqués dans
des matériaux plastiques, afin de développer des outils analytiques peu chers et jetables. La synthese
des monolithes dans ce type de matériaux ne peut pas étre initiée thermiquement en raison de leur
faible température de transition vitreuse (Tg). Cette synthése nécessite donc d’étre initiée par

irradiation UV.

Les monolithes organiques ont tout d’abord été implantés dans des microsystemes en PDMS. Zheng
et al. ont synthétisé in-situ un monolithe acrylamide chargé négativement dans un canal en PDMS
dont les parois ont été fonctionnalisées par le y-MAPS [177, 178]. Les agents réticulants allyl-y et
allyl-B-CD présents dans la structure du monolithe jouent le role de sélecteurs chiraux pour la
séparation d’énantiomeres dans la famille des acides aminés. Cependant, la forte adsorption des
monomeres et des porogénes a la surface du PDMS rend difficile la synthése in-situ des monolithes

organiques dans ce matériau. Cette adsorption entraine une mauvaise répétabilité dans la synthese.

La modification de surface du PDMS par voie photochimique, tres largement étudiée dans la
littérature en milieu ouvert sur des plaques ou en milieu fermé dans des microcanaux [23, 26, 29],
permet de palier a ce probléme. Faure et al. ont ainsi modifié chimiquement la surface du PDMS avec
une couche de polymeére obtenu a partir d'un monomere diacrylate (ethyléne diméthacrylate ou
EDMA). La couche de méthacrylate incorporée a la paroi contient des fonctions libres pouvant réagir
par la suite avec un monolithe en formation. lls y ont ensuite synthétisé un monolithe acrylate
chargé négativement pour la séparation de deux catécholamines (Figure 1.52) [179]. Cette étape de
fonctionnalisation permet donc a la fois de limiter I'adsorption des monoméres/porogeénes et
d’ancrer le monolithe organique a la surface du PDMS. Comme pour la plupart des matériaux
polymériques, elle est réalisée a I'aide de benzophénone dont le mécanisme d'action est décrit dans

la partie I.5 de ce chapitre de thése.
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Figure 1.52 : Electrochromatogramme de noradrénaline et de dopamine. Phase mobile : 40% phosphate de
sodium 5 mM pH 2.0 et 60% ACN. Injection pincée pendant 50 s. Champ électrique de séparation : 300 V/cm.

Longueur de séparation : 3 cm [179].

Malgré cette étape de fonctionnalisation, 'adsorption des monomeéres et des porogénes a la surface

du PDMS n'est pas toujours totalement éliminée. Ce matériau est donc progressivement remplacé
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par d’autres matériaux polymériques ayant une inertie chimique plus importante tels que le

polyimide ou le COC.

La photopolymérisation de monolithes organiques dans le polyimide n’est pas possible car le
polyimide ne transmet pas les rayonnements UV. Des synthéses de phases stationnaires
monolithiques organiques initiées thermiquement ont été réalisées avec succes dans des
microsystemes en polyimide [180, 181]. Cependant, ces monolithes non chargés présentent
I'inconvénient d’étre polymérisés thermiquement pendant plus de 24 heures et de ne pas permettre

la mise en mouvement des liquides par électroosmose nécessaire en électrochromatographie.

Le COC est devenu en quelques années le matériau de choix pour la synthése des monolithes en
microsysteme plastique car il est inerte face aux solvants organiques et absorbe tres peu les
monomeres. Plusieurs groupes de recherche ont travaillé sur la synthése et I'ancrage des monolithes
organiques en microsysteme COC [182-184]. Cependant, les phases stationnaires développées ne
sont pas dédiées a la séparation par électrochromatographie. Le groupe de Knapp a par exemple
développé un monolithe a base de méthacrylate pour la séparation de peptides par application d’un
flux hydrodynamique [183]. L'ensemble des travaux réalisés a permis de mettre au point les étapes
de fonctionnalisation du COC nécessaire a la modification de I’hydrophobicité du matériau et a
I'ancrage du monolithe a la surface des parois en COC. Ces étapes de fonctionnalisation sont

détaillées dans la partie I.5 de ce chapitre bibliographique.

Faure et al. ont synthétisé le premier monolithe organique a base d’acrylate dédié a
I’électrochromatographie dans un microsystéme en COC [116]. L'introduction de I'AMPS permet
d’introduire une charge dans le monolithe et de générer le flux électroosmotique. Le monomeére
lauryl méthacrylate a été introduit dans le mélange de polymérisation afin d’obtenir des rétentions
importantes pour des solutés hydrophobes. Une étape de fonctionnalisation de la surface du canal a
été réalisée avant synthese du monolithe afin de pouvoir immobiliser le monolithe a la surface du
COC, comme précédemment pour les microsystemes en PDMS a partir de 'EDMA. Les performances
électrochromatographiques sont satisfaisantes puisque des efficacités de 85000 plateaux/métres ont
été obtenues sur la séparation de 5 hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Figure 1.53).

Néanmoins, une mauvaise répétabilité de la synthese du monolithe acrylate a été observée.

: Bibliographie générale

Chapitre |

u
[e)}



160 Pyrene

| Elisianthons Benzo[a]anthracene

120 Anthracene
Perylene

signal (mV)
&

& © ® O
S O W O

n
c ©

time (min)

Figure 1.53 : Electrochromatogramme de 5 HAP obtenu en microsystéme COC. Phase mobile 80/20
ACN/Tampon tris 10 mM pH 7.4. Injection : 510 V/cm pendant 5 s. Champ électrique de séparation : 223 V/cm.

Longueur de séparation : 1.75 cm [116].

Il est donc possible de conclure que les monolithes organiques constituent aujourd’hui une option
privilégiée lorsque la présence d’une phase stationnaire en microsysteme est requise. En effet, leur
grande surface spécifique offre de grandes capacités de rétention et la grande variété des
monomeres disponibles permet d’envisager de mettre en ceuvre tout type de chromatographie. De
plus, ces monolithes organiques présentent I'avantage d’étre synthétisés en une seule étape via la
polymérisation radicalaire, qui est un processus simple, peu colteux, et rapide. La synthése in-situ
des monolithes organiques dans des microsystétmes en COC dédié a [I'analyse par
électrochromatographie permet donc d’envisager la fabrication d’un outil analytique peu cher,
simple a mettre en ceuvre et jetable. Ce type de microsysteme analytique remplit alors les critéres

requis pour I'analyse-sur-site.

I.4. Principes de la polymérisation sous rayonnement UV

Les monolithes organiques sont synthétisés via le processus de polymérisation en chaine [67]. Un
centre actif initial (radical ou ion) porté par la chaine en croissance, réagit avec les monomeéres et
permet la formation du polymere. La formation de centres actifs peut étre initiée par voie
thermique, photochimique ou radiochimique. La radiopolymérisation n’a jamais été utilisée pour ces
syntheses car les rayonnements ionisants, du fait de I'énergie trés élevée des particules ou des
guanta, attaquent presque indistinctement toutes les structures présentes. Des inhomogénéités de

la structure du monolithe sont alors observées.

L’activation photochimique est lI'une des méthodes les plus efficaces pour créer des espéces
réactives et amorcer ainsi des réactions chimiques pouvant conduire a la synthése de nouveaux
matériaux. La polymérisation sous rayonnement UV ou photopolymérisation a trouvé ses principaux

débouchés dans le domaine du traitement de surface de matériaux par des revétements protecteurs
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[185, 186]. Ce type d’initiation est également tres utilisé depuis le début des années 1990 pour la

synthese des monolithes organiques en capillaire et en microsystéme [25].

La photopolymérisation présente plusieurs avantages par rapport a la polymérisation thermique
(Tableau 1.6). Le controle spatio-temporel de la polymérisation est tout a fait possible dans le cas de
la synthése d’un polymeére photo-amorcé. La rapidité du processus de polymérisation, de I'ordre de
guelques minutes au lieu de plusieurs heures pour la polymérisation thermique, permet de diminuer

les temps de fabrication et donc de diminuer les colts de production.

Tableau 1.6 : Caractéristiques de la polymérisation amorcée par voie photochimique ou par voie thermique

Polymérisation sous rayonnement Polymérisation par voie

Caractéristiques
uv thermique

Durée de polymérisation guelques minutes quelques heures

oui car la polymérisation intervient
Controle spatial du polymeére uniquement dans les zones impossible car diffusion thermique

exposées aux UV

Contréle temporel oui non

De plus, la profondeur de pénétration de la lumiére et donc I'épaisseur de la couche de polymere
peut étre modulée de quelques micrometres a plusieurs millimetres en agissant sur la longueur

d’onde du rayonnement lumineux et/ou sur la concentration en photoinitiateur.

Les polymeres obtenus peuvent se présenter sous diverses formes : linéaire, branchée ou réticulée
(Figure 1.54). Lorsque les macromolécules de polymeéere sont liées les unes aux autres

transversalement en d’autres points que leurs extrémités, le polymere est dit réticulé.

NP A

Polymeérelinéaire Polymere branché Polymeére réticulé

Figure 1.54 : Différentes structures polymériques possibles.

L'ensemble du processus de polymérisation sous rayonnement UV se décompose en deux

étapes (Figure 1.55) :

: Bibliographie générale

Chapitre |

Ul
(o]



Especes
réactives
(radicaux, ions)

composé

étape 1 iati
p Irradiation UV photosensible

P Espéces
étape 2 réactives

(radicaux, ions)

Monomeére Polymére

ultifonctionnel réticulé

Figure 1.55 : Représentation schématique du processus de polymérisation.

Comme la plupart des monomeéres ne produisent pas de radicaux amorceurs en quantité suffisante
lorsqu’ils sont exposés au rayonnement UV, il est nécessaire d’ajouter un composé photosensible qui
absorbe efficacement la lumiére incidente et produit des especes radicalaires ou ioniques avec un
rendement quantique ¢, élevé. Le rendement quantique est défini comme étant le rapport du
nombre de molécules transformées au nombre de photons absorbés. L'introduction d’un
photoinitiateur dans le mélange de polymérisation permet de générer ces espéces réactives par
absorption d’un photon. Un monomere multifonctionnel possédant une ou plusieurs fonctions
réactives réagit ensuite avec ces espéces réactives formées et donne naissance a un réseau polymere

tridimensionnel.

On distingue deux catégories de réactions de photopolymérisation selon le mécanisme mis en jeu et

la nature des espéces actives :

v les systémes cationiques.

v les systémes radicalaires.

1.4.1. Les systemes cationiques

La polymérisation cationique est un type de polymérisation en chaine dans lequel le centre actif est

de nature cationique.

Les photoinitiateurs cationiques tels que les sels de diaryliodonium ou de triarylsulfonium par
exemple génerent des acides protoniques formés en présence d’une molécule donneur d’hydrogéne
sous irradiation UV et capables d’amorcer la polymérisation. Ces photoinitiateurs sont trés stables
thermiquement, solubles dans la plupart des monomeres et génerent efficacement des espéces
réactives (rendement quantique élevé).Ces systémes cationiques sont particulierement bien adaptés
aux monomeres qui ne polymérisent pas par voie radicalaire. Les monomeres concernés sont ceux
qui possedent des groupements électro-donneurs, tels que les éthers vinyliques, les époxydes, les

lactones, les éthers cyliques ou les époxysilicones [187, 188].

Le mécanisme photochimique est présenté sur la Figure 1.56. || comprend l'initiation, la propagation,
éventuellement le transfert et la terminaison. Le sel de trialrylsulfonium se décompose en radical

cation (H*X)) sous I'effet du rayonnement UV. Ce radical cation réagit ensuite avec le solvant ou le
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monomere pour induire une polymérisation. La longueur d’onde d’irradiation doit étre comprise

entre 230 et 300 nm afin de pouvoir amorcer la polymérisation.

(A) @ (B) ArgS*X- + R-H W ALS + Ar + R + H'X-

PRz s*—@—a HX=+ M —a= HM*X~

HM,*X- + M —8 HM,, *X-

HM,* X~ + Impurity -——&= Polymer

Figure 1.56 : (A) Structure chimique et (B) mécanisme photochimique du sel de triarylsulfonium [187].

Ces systemes cationiques sont insensibles vis-a-vis de [|‘oxygéne et peuvent suivre leur
polymérisation sous l'effet de la lumiere naturelle ou dans l'obscurité jusqu’a consommation
complete du monomere. La polymérisation cationique est tres utilisée pour la synthése de polymeéres

époxydes et éthers vinyliques [189-191].

La fonctionnalisation de monolithe de silice par du méthacryloxypropyltriméthoxysilane [192] a été
réalisée a partir de chlorure de diphenyliodonium (DPI) qui est un photoinitiateur cationique. Cette

étape de fonctionnalisation a permis la séparation de 6 composés cétones (Figure 1.57).

4
2 3 s
1

6

JAN
. I . 1 . I g 1
0 10 20 30 40

Time (min)

Figure 1.57 : Séparation de 6 cétones sur un monolithe de silice fonctionnalisé a partir d’'un photoinitiateur
cationique. (1) propiophénone, (2) valérophénone, (3) hexanophénone, (4) heptanophénone, (5)

octanophénone et (6) décanophénone [192].

Cependant, les photoinitiateurs cationiques n’ont jamais été utilisés pour amorcer la synthése des
monolithes organiques en raison du fait que la polymérisation se poursuit en |'absence de
rayonnement UV apreés initiation. Cela ne permet pas d’envisager la localisation du monolithe dans
un canal et risque d’induire un manque de reproductibilité dans la synthése. De plus, les longueurs
d’onde d’irradiation d’activation de ces photoinitiateurs ne sont pas compatibles avec le matériau
COC (Figure 1.4), méme si d'importants travaux sont actuellement réalisés pour élargir cette bande

spectrale (de 230 a 600 nm) [188, 192].
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1.4.2. Les systemes radicalaires

La polymérisation radicalaire qui est la méthode la plus utilisée pour la synthése des monolithes
organiques [145, 147], fait intervenir les radicaux comme especes réactives. Elle peut se découper en

trois phases distinctes : I'initiation, la propagation et la terminaison.

1.4.2.1. L'initiation
Cette étape d’initiation désigne la réaction au cours de laquelle un monomere M est transformé en
centre actif M" 3 partir d’un radical libre. La formation d’un radical libre nécessite la présence d’un
photoinitiateur et d’'un apport énergétique apporté par le rayonnement UV. Ce photoinitiateur passe
d’un état fondamental a un état excité singulet de plus grande énergie par I'absorption d’'un photon
UV [193]. Ensuite, il y a passage de cet état singulet (spins opposés) vers un état triplet (spins
paralleles) plus stable par conversion inter-systeme (ISC). A ce stade-la, deux mécanismes peuvent

intervenir suivant la nature du photoinitiateur radicalaire :

v" les photoinitiateurs de type | & base de benzoin éther ou de composés azo subissent une
coupure homolytique sous rayonnement UV avec formation de deux fragments radicalaires
(Figure 1.58) [194, 195]. Dans le cas des photoinitiateurs de type benzoin éther, le radical

benzoyle posséde une grande réactivité envers les monomeres vinyliques et acryliques.

hv I

C—C—X — C + C—X
| I I
0 0
Figure 1.58 : Mécanisme photochimique d’un photoinitiateur de type | a base de benzoin éther [194,
195].

v les photoinitiateurs de type Il tels que la benzophénone ou la thioxanthone sont des cétones
aromatiques qui ne subissent pas de fragmentation mais abstraient un hydrogene sur une
molécule donneur d’hydrogéne avec formation d’un radical cétyle et du radical alkyle du
donneur (Figure 1.59) [187]. Le radical alkyl amorce ensuite la polymérisation tandis que le
radical cetyl se recombine pour former le composé pinacol. Ces photoinitiateurs sont
généralement associés a des amines tertiaires ayant des hydrogenes tertiaires trés labiles
(coamorceurs) pour créer des polymeres [196]. Le mécanisme photochimique de ce type de
photoinitiateur est détaillé dans la partie I.5.

OO a OO - *
Il RH I
0 OH

1 + monomére
Polymeére

Figure 1.59 : Mécanismes généraux des photoinitiateurs de type |
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En I'absence de monomeéres, le photoinitiateur a I'état singulet retourne a I'état fondamental par
conversion interne. Le photoinitiateur a I'état triplet peut étre désactivé au contact de la molécule de
dioxygeéne présente dans |'air [197].

Les photoinitiateurs de type | sont les plus utilisés pour la synthése des monolithes organiques en
capillaire et en microsystéeme [198, 199] contrairement aux photoinitiateurs de type Il ol aucune

publication n’est référencée.
Les radicaux libres, espéces instables, ont une durée de vie trés courte et sont susceptibles de réagir

rapidement pour former une chaine macromoléculaire avant de se recombiner ou de se transformer.

L’étape d’initiation suppose dans le cas d'un photoinitiateur de type |, deux réactions :

- une réaction de dissociation correspondant a la décomposition homolytique de l'initiateur | :
kq
I - 2R° (1.26)
- une réaction d’initiation avec transfert du site actif sur un monomere M :

ka
R°+MSR-M (1.27)

Comme réaction secondaire, on peut avoir la combinaison de deux radicaux :
L] L] kC
R°+ R°—> R-R (1.28)
ke, ki et ke sont les constantes cinétiques respectivement de la dissociation, l'initiation et la

combinaison.

Les équations cinétiques sont établies en considérant que les différentes réactions, impliquées dans
le processus de polymérisation radicalaire, sont du premier ordre pour chacune des espéces
réactives.

L'équation générale de la vitesse d’initiation prend en compte les caractéristiques du rayonnement

UV incident. Ainsi, la vitesse d’initiation R; est donnée par la relation suivante [200-202]:

R; = 20,P, = 20,P[1 — exp~234bs] (1.29)

ou P est I'intensité de la lumiere incidente, P, I'intensité du rayonnement adsorbé, @, le rendement

guantique des especes amorceuses et Ay 'absorbance de I’échantillon.

Dans I'équation 1.29, le facteur 2 ne s’applique que pour les photoinitiateurs se décomposant en
deux radicaux. En revanche, s’il n'y a qu’un seul radical de formé par le photoinitiateur, il faut
appliquer un facteur égal a 1.

L’absorbance Aps dépend de la concentration [I] en photoinitiateur, du coefficient d’extinction

molaire € du photoinitiateur ainsi que de I'épaisseur [ de I’échantillon irradié :

Aps = €lll] (1.30)
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Ainsi, pour étre efficace et induire des vitesses d’initiation rapide, un photoinitiateur doit satisfaire a

un certain nombre de critéres :

v' présenter une absorption maximale a la longueur d’onde d’émission de la source lumineuse.

v' présenter un rendement quantique élevé pour produire un maximum de radicaux par
photon absorbé.

v' présenter un coefficient d’extinction molaire élevé.

v' présenter une capacité a résister a la désactivation par I’oxygéne moléculaire.

L’azobisisobutyronitrile (AIBN) et la benzoin méthyl éther (BME) sont les photoinitiateurs de type |
les plus utilisés pour la synthese des monolithes organiques en capillaire et en microsysteme [198,
199, 203]. Leurs mécanismes de dissociation ont été tres étudiés sous rayonnement UV
(Figure 1.60) [195, 204]. La BME génere un radical benzoyl tres réactif avec les monomeres et un
radical a-alkoxybenzyl intervenant seulement dans les réactions de terminaison. L’AIBN produit deux
radicaux cyanopropyl avec libération d’une molécule de diazote sous l'effet de la lumiere mais

également sous |'effet de la température [195].

OR ;IJ OR
(A) Ph_ﬁ_c—PhLPh_c- + -C—Ph
o H H
CHy  CH, CH,
l I hvor A |
(B) CH,-T—N=N"(E—CH, —_— ZCH,-(I:- + N,
CN CN CN

Figure 1.60 : Mécanisme de dissociation (A) de la BME avec R=CH3 et (B) de I’AIBN [195, 204].

L'AIBN et la BME ont également des propriétés photochimiques différentes résumées dans le
Tableau 1.7 [205, 206]. Ainsi, la BME possede des valeurs élevées de € et @, et induit donc des
vitesses d’initiation plus importantes d’apres les équations 1.34 et 1.35. D’une maniere générale, il a
été observé que les temps de synthése des monolithes organiques sont plus rapides avec la BME
gu’avec I'AIBN. De plus, la BME présente I'avantage d’étre relativement inerte face a l'inhibition

générée par la molécule de dioxygene [205].

Tableau 1.7 : Caractéristiques photochimiques des deux photoinitiateurs les plus utilisés pour la synthese des

monolithes organiques [205, 206].

Photoinitiateurs €max (M'l.cm'l)
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1.4.2.1. La propagation
Cette étape de propagation correspond a I'addition successive de monomeéres sur la chaine de
polymere en croissance. Elle est classiquement appelée réaction de transfert car c’est une réaction
qui termine une macromolécule sans arrét de la chaine cinétique. Cette phase est plus rapide que
I’étape d’initiation et nécessite une énergie d’activation beaucoup plus faible. La croissance d’un
radical monomére M’ induit la formation d’un radical de méme nature mais avec une chaine plus

longue d’une unité a chaque addition.
kp
RM*+ M - RMM*® (1.31)

Cela implique que I'espéce formée par la réaction de transfert soit suffisamment réactive pour
amorcer la croissance d’une nouvelle macromolécule. La vitesse de propagation Ry, peut étre définie

comme :

Ry = kp[M*][M] (1.32)

ou k, est la constante de vitesse de propagation qui est considérée comme quasi indépendante du
degré de polymérisation. Une des réactions caractéristiques des radicaux libres est la réaction
d’addition sur une double liaison. Elle correspond a une variation négative de I'entropie (Figure
I.61A). Ainsi, une réversibilité de cette réaction peut étre envisagée par une élévation de la
température, processus qui engendre une élimination qui redonne le radical libre et la double liaison.
Ces radicaux libres formés en bout de chaine peuvent réticulés avec d’autres doubles liaisons
présentes soit sur la méme chaine (intramoléculaire), soit sur un monomeére gravitant autour du
polymére en formation (intermoléculaire) (Figure 1.61B). Ces réactions de transfert inter- et

intramoléculaire conduisent a des ramifications plus ou moins longues.

(A) e je=c == ”—C—é'

(B)

Figure 1.61 : Phase de propagation (A) sur une double liaison et (B) dans un polymeére en formation.

1.4.2.3. La terminaison
Les réactions de terminaison correspondent a la fin de la réaction de polymérisation. Une disparition

simultanée de deux radicaux libres peut se produire par deux mécanismes :

v" mécanisme de combinaison: deux radicaux se recombinent pour former une liaison

covalente.
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v" mécanisme de dismutation : transfert d’hydrogéne suivi d’'une recombinaison entre les deux

radicaux.

Ces deux réactions peuvent intervenir simultanément dans |'étape de terminaison. La constante de
vitesse de la terminaison k; correspond donc a la somme des constantes de vitesse de combinaison

ki et de dismutation kyy (ki = ki + kiq).

Combinaison
K ——>  RMpm
. . t
RM, +RMp

Dismutation
RI\"I n + RI\f‘Inl
> (1.33)

La vitesse de terminaison R; s'exprime par :

R, = 2k/M"]* (1.34)

1.4.2.4. Vitesse de photopolymérisation en chaine par voie radicalaire
La vitesse de photopolymérisation R, correspond a la vitesse de disparition des monomeres lors de
I’ensemble du processus de polymérisation [207, 208]. Cette vitesse dépend donc des vitesses
d’initiation R; et de propagation R, puisque ces deux étapes consomment des monoméres, d’aprés
les équations (1.29) et (1.32).

d[M .
R, = —% =R + Ry = 20,P, + kp[M*1[M] (1.40)

R; est tres petit par rapport a Ry, car le nombre de monomeres réagissant lors de I'initiation est trés
faible comparé a celui de I'étape de propagation. On peut donc négliger R; dans I’équation de la

vitesse de polymérisation. D'ou :

R, = kp[M*][M] (1.41)

Cependant, la concentration en radicaux est supposée atteindre rapidement une valeur constante
(régime stationnaire), ce qui engendre une vitesse d'initiation R; égale a la vitesse de terminaisonR;.

D'apres les équations (1.29) et (1.34). On peut donc écrire :

20,P, = 2k,[M*])* (1.42)
0.Pa\1/2
d'ots [M*] = (=22 1.43
ou [M°] = (%2) " (143)
En combinant les équations (1.41) et (1.43), la vitesse de photopolymérisation peut s’écrire :

1/2
Ry = kp[M] (%52) 7 (1.44)

A partir de l'expression de P, de I'équation 1.29, I'équation générale de la vitesse de

photopolymérisation s’écrit :
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